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KONFOKAL MIiROSKOBU :
ISIK MIKROSKOBU TEKNOLOJISINDE SON ON YILDAKI
EN ONEMLI GELISME

Alp Can* Meral Tekelioglu**

Cesitli isimlerle anilan ve bu mikroskop teknigi, son birkac¢ dekat
ele alindiginda 1s1tk mikroskobu teknolojisindeki en blyik yeniliktir
(15). Isimlendirme konusunda genellikle bugiine kadar kesin bir gé-
ris birligine varilamamissa da 1289 yilinda Londra’'da, Fizik Elektron
Mikroskobi ve Analiz Grubu ile Kraliyet Mikroskobi Dernegi'nin or-
taklasa dizenledikleri konferansta kullanilan terim <konfokal mikros-
kobu» dur (5).

Bu mikroskobun son 3-4 yilda bu denli ilgi gérmesinin altinda ya-
tan en dnemli faktor ise, mikro yapilarda ii¢ boyutlu (3D) gorinti
olusturulabilimesi ve incelenecek materyalin herhangi bir dizleminden
gelen 1sinlar: ayirip bunun éniinden veya arkasindan gelenleri gérin-
ti disi birakarak son derece yuksek kontrast ve rezolusyona sahip gé-
rinti olusturmasidir (14). Gergi tic boyutlu gértintt olusumu konvan-
siyonel isik mikroskobu tekniginde de ¢ok sayida seri kesitin alinip
kamera lusida ¢izimi v.s. gibi islemler yardimiyla ampirik olarak ya-
pilabilir, fakat bu islem hem ¢ok zaman alici hem de yeterince gtive-
nilir degildir. Bazen de seri kesit alma gibi islemler intrensek veya
bilimsel agidan sakincali olabilir (arkeolojik parcalar veya fosil-
ler gibi). Ayrica, bu mikroskop, kesit alinmasi mimkin olmaya-
cak veya kesit alindiginda yapisi kismen bozulacak kompleks veya
frajil materyallerin non-invazif sekilde incelenmesine de olanak ta-
nr (1).

GORUNTU OLUSTURMA PRENSIBi VE AVANTAJLARI

Bu mikroskobu normal 151k mikroskobundan farkl kilan en énemli
ozellik, 15131 doku lizerinde istenilen diizlemde odaklanabilmesi ve

* A. U .Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dali Aragtirma Gaérevlisi,
*+ A U. Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dali Profesérii,
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LASER

Sekil 1 : Kanfakal mikroskobunun lager eslijindeki palisma prensibi gsematik olarak gis-
terilmistiv. Yukaridan gelen laser 1sini, tararna (initesi (1) ve tiip lensini (2) gectikien sonra
obektif (3) yardimiyla obje Uzerinde belirli hir dizlemde odakianir (4). Bu diizfemden yan-
styan (sinlar yukari dogru Grice objektif lensing, sonra swrayla tip lensini ve tarama {nite-
sinl gecerek 45 derscelik bir ayna (5] ile, ifne deligi divaframa (7} ve foiodedektsre (8)
ul:a$t:r'|}mak izere yansitilr, Konfokal modunda devrede bulunan igne deligi diyafram, sa-
dece laserin obje (zerindeki odaklanmis diizleminden gelen ismlar [diz ¢izgi) gecirir,
Objede farkli planlardan gelen wsinlar ise (... Ve——

odak dizleminden gelen rsinfarin igne deligi diyafram) gecerek fotodedektorii ulastirnlmas;
ile olusur, Goriintlyl bozacak odak dist isinlar ise diyafram tarafindan engellenmistir.

sadece bu‘dﬁzlemdeki cisimlerden gelen gortintilleri yansitmasidir
(Zekil 1). Bu dlzlemin tistiinde veya altinda bulunan cisimlerin ' gg-
riintisti (fokus disy) ise tamamen devre disy birakilmaktadr (13,14).
Bu islemin onemi sudur; konvansiyonel 151k mikroskobunda, gorinti
kalitesini (rezoliisyon ve kontrast) etkileyen en énemij faktor, farkh
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planlardan gelen gok sayidaki gériintinin birarada izlenmesi sonucu
istenmeyen bir flu gériintinin olusmasidir. Oysa konfokal mikros-
kobu bunu tamamiyle énlemektedir. Bu teknigin tibbi alanlardaki ya-
rarlari asagida anlatilmistir,

Istenmeyen cisimlerin gériintiistiniin fokus disi birakilma meka-
nizmas1 kisaca soyledir; bu mikroskop 151k kaynag: olarak nokta 1sik
kaynagi kullanir (10), bu amagla son birkag yildir 191k kaynagi olarak
laser 1s1n demeti kullanilmaktadir. Nokta 1sik kaynagl, incelenecek
cisim Uizerinde nokta seklindeki alani1 aydimlatarak son derece keskin
bir gériuntiniun olusmasina katkida bulunur. Bir baska ve onemli ozel-
lik ise, gelen goriintiinlin ¢ok sayida ktiglik delik igeren bir diyafram-
dan gegmesidir. Bu diyafram, sadece cdaklanan plandan gelen gorin-
tiylu arkasina gecirmekte, bunun disindaki istenmeyen gériintileri
ise gecirmemektedir (3,15). Iste temelde bu iki 6zellik yardimiyla kon-

fokal mikroskobu, ¢cok yiksek rezolisyona (lateral dizlemede 0.2 mik-
ron, uzaysal dizlemde 0.4 mikron) ve kontrasta sahip goériinti olus-
turur.

Bir baska avantaji, yukaridaki. ézellikleri yardimiyla dokuyu
uzaysal dlizlemde de inceleme olanag saglamasidir. Boylece, klasik
1s1tk mikroskobunda incelenen doku kesitlerinin yaklasik 100 kat1 (500
mikron) kalinhgindaki dokular incelenebilir. Bu avantaji, 6zellikle
floresan modunda calisirken ¢ok énem kazamir. Zira kalmm bir doku
parcasinda, farkh planlardan gelen zayif floresan isaretli objelerin de
goéruntlisi almabilir (3,10,14). Bu islem bugiin klasik 1s1tk mikrosko-
bunun saglayamadigl son derece gereksinim duyulan bir ézelliktir.

Son bes yilda, daha iyiyve dogru vapilan ¢alismalar sonucunda bu-
gln, artik konfokal mikroskop miikemmele hemen hemen ulasmis du-
rumdadir. Glinliimiizde kullamilan mikroskoplarda isik kaynagl, ¢ok
ince ve diiz bir 151k olan laser (light amplification by stimulated emis-
sion of radiation)'dir. Béylece objenin noktasal aydinlatilmas: sagla-
nir, Bir baska tlstinlik tarama Unitesidir. Yani géruntd, laserin ob-
jeyi nokta nokta taramasiyla olusur ki, bu da {i¢ boyut olusumundaki
dnemli farktdrlerden biridir. Bu tarama islemi insan goézinin bir si-
miilasyonu seklinde cisimleri 7-10 derecelik aci farkiyla iki kez tarar ve
daha sonra, bu iki agidan gelen gérintiileri bilgisayar egliginde bir-
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lestirerek énemli bir ézelligimiz olan <binokiiler stereopsis» gibi son
derece yiiksek islem kapasitesi gerektiren olayl basarmis olur (11).

Konfokal mikroskoba uygulanabilen ¢ok yararh bir bagka 6zellik,
bilgisayar egliginde kullanilabilir olmasidir. Bunun en 6nemli avan-
taji, cok sayidaki gorintiiyii hafizada saklayabilme ve daha sonra
saklanan tim gorintiilerin ¢agirilarak u¢ boyutlu gérinti olustur-
masidir (15). Bu islemle ayn1 zamanda kantitatif calisma yapmak da
mimkiindiir, Bir baska avantaji da istenirse kolayca, laseri ve igne-
deligi diyaframi devre dis1 birakarak non-konfokal modunda (klasik
151tk mikroskobu karsihigidir) galisma yapmaya olanak tanimasidir.

KULLANILDIGI TIP ALANLARI

Genel kapsamda, bu mikroskobu kullanarak calisma yapilan tip
alanlary; hiicre biyolojisi, patoloji, immiinoloji, genetik, néroloji, far-
makoloji ve toksikoloji, mikrobiyoloi ve biyofizik ile bu alanlara ilig-
kin galismalarin yapildig1 konulardir.

Giiniimizde en cok kullanilan konfokal mikroskobu modu, flo-
resan olamdir (3,4). Bunun disinda, yansitilan 151k (reflected light)
ile gecirilen 151k (transmitted light) modunda da kullanim mimkiin-
diir (3,7). Tibbi alana yonelik calismalarin ¢ogunlugu, bir takim flo-
resan (immin floresan veya dogal floresan) boyalar ile floseran mo-
dunda yapilmaktadir. Bunun yaninda, transmitted 1g181n kullanildig
calismalarin baginda kromozomlara yonelik kalitatif ve kantitatif ¢a-
lismalar gelmektedir.

Simdi, bir érnekle ti¢ boyutlu goriinti olusumunu agiklayalim :
Inceleme yapilacak hiicre, insan beyni kortikal néronlarindan biri ol-
sun. Bu hiicrenin boyutlar: yaklasik 150x150x80 mikron kadardir. Goz-
lem sirasinda rezoliisyon giicii 0.5 mikron olan bir objektif kullaniyo-
ruz ve bu nedenle hiicremizde, her kesit en fazla 0.5 mikron olacak
sekilde bir dizi optik kesit alarak incelememizi yapiyoruz. Hiicrenin
diisey eksende tiimiini inceleyebilmek i¢in (80 mikron) toplam 160
adet goérinti topluyoruz. Topladigimiz gériintiler mikroskoba bagh
bilgisayardaki basit bir program ile hafizada saklamiyor. Goérunti top-
lama islemi bittiginde timiint hafizadan gagirip li¢ boyutlu final go-
riintimiizii olusturuyoruz.
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Bu béliimde, bu mikroskop yardimiyla yapilmig baz tipik galig-
malardan da érmekler vermek istiyoruz. I

Bunlardan bir bélimu diagnostik patolojiye yénelik olanlardir.
Bu alanda. en ¢ok calisma, tiimér hicreleri Uzerinde olmugstur. Timor
hiicrelerinin proliferasyonunu saglayan anormal diferansiasyona ne-
den olan onkogenler izlenerek bunlardaki translokasyon ve transkrip-
siyon anomalileri ortaya konmustur. Tumor hiicrelerine iligkin, bir
baska arastirma da timérin invazyonu ve metastazina iliskin doéne-
me aittir. Son yillarda bazi timor tinlerinde hicre cekirdek sekli ile
timérin invazyonu arasinda bir iligki oldugunu gosterilmistir (6,12,
16). Ornegin lenf nodu metastaz olan bir meme kanser hticresi ile
graniilosa hiicreli timérlerde hiicre seklinde kantitatif bir takim de-
gisimler gdzlenmektedir. Iste bu degisimleri ti¢ boyutlu ortaya koyma-
s1 agisindan konfokal mikroskobu secilecek tek mikroskoptur. Boylece
elde edilen bulgu ile tiimér prognozu hakkinda direkt bir iliski sap-

tanmis olur.

Konfokal mikroskobunun floresan isaretleyiciler ile birlikte kul-
lanildign calismalar arasinda, hiicre boliimmesi sirasimnda 6zgln bir
dizilim gosterdigi varsayillan mikrotubulinin ve mitoz iplikgiklerinin
topografik seklinin antitubulin antikorlar: ile isaretlenerek floresan
yoéntemlerle gosterilmesi (Sekil 2) (17), plazmasitom hiicre kiilttirle-
rinde endoplazma retikulumunun hiicre i¢i G¢ boyutlu dizilimi (8),
nematod embriyonlarinn blastosist safhasmdaki pluripotent hiicrele-

Sekil 2 : immin floresan yontemle antitubulin antikorlar! ile isaretlenmis Hela hicreleri-
nin interfaz dénemindeki mikrotibiil yapmsi konvansiyonel 1sik (A-C) ve konfokal (D-F) mik-
roskoplari ile gdzlenmistir. Konfokal gdrintilerdeki yiiksek kontrast ve fokus dig1 gbrin-
tintin bulunmayisi dilkkati gekiyor. Beyaz gubuk = 10 mikron. {Kaynak No : 17)
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rin boliinme mekanizmalarinin incelenmesi (17), normal olarak endop-
lazma retikulumuna bagh olan bir grup hiicre ici proteinin hicre ici
sitoplazmik dagilimi (9) gibi degerli ¢alismalar vardir.

Genetik alanindaki calismalar, klasik 151k mikroskobunun cozim
glicinin ustinde olan kromozom izerindeki enine bantlarin lokali-
zasyonunda kullaniimistir (10) (Sekil 3).

Bir bagka grup aragtirmaci, insan polimorfontikleer 16kosit kal-
tiirlerinde floresan konjuge antokorlar ile bu hiicrelerin kemotaksi
ozelligini saglayan reseptorlerin identifikasyonunu ve bunlarin kemo-

Sekil 3 : «Chironomus thummis.den alinen politen kromozomlarinm nonkonfokal (a-c) ve
konfokal (d-f) floresan gérintiitari izlenmekte. Konfokal mocundaki goriintitlerdeki yiksek
kontrast ve rezclisyon belirgin olarak izleniyor. Optik kesitier 4 mikeon avcliklarle hilcrs
cekirdedi dizeyinden alinmistr. Beyaz gubuk = 10 mikron, (Kaynak No : 10)
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taksi sirasindaki davramslarimi hiicre yiizeyinde ti¢ boyutiu olarak
gostermislerdir (2). :

Yukarida soza edilen galismalardaki bulgular klasik 1:1k mikros-
kobu sonuglar ile kiyaslanarak, bunun saglayamadigl yénler konfo-
kal mikroskobu ile gosterilerek bu teknigin tisttiinliigii ortaya konmus-
tur. ' ‘ i

SONUC

Konfokal mikroskobu, hiicresel galismalarda kullanilan cok gugli
ve yeni bir ara¢ olup konvansiyonel 151k mikroskobunun tiim model-
leri ile uyumludur. Ozel doku hazirlama teknigi gerektirmemesi ya-
ninda son derece kisa bir siire iginde canh veya heniiz alinmig bir do-
kuda inceleme yapma olanag saglar.

Teknolojinin son yeniliklerinin kisa siire igcinde adapte edilebildigi
bu mikroskop tipi, bu konuda yaymlanan makalelerin sayisindaki hiz-
I artigtan da anlasilacag: gibi, gerek li¢ boyutiu gériintii, gerekse belli
dizlemdeki goruntiiyd ¢ok net olusturabilmesi agisindan, hivolojik ya-
pilarda bugiline kadar éne strilen bazi hipotezlerde koklii deg131khk—
lere neden olmaktadir.

Ulkemiz agisindan degerlendirirsek, hiicre arastirmalarinm zor ve
pahali kilan doku hazirlama ve degerlendirme islemlerini en az insan
hatas: ile minimumea indirmesi yonii ile bile konfokal mikroskobunu,
kullanmamiz gereken bir ara¢ olarak géormekteyiz. Bu yontem kulla-
nilarak yapilacak calismalarn bilimsel dayanagmmn diger tekniklere
kiyasla daha fazla olmasi da getirecegi bir baska ve belki de daha
onemli avantajdir. Rutin laboratuvar galismalarinda olmasa bile ya-

pilacak her tirli mikroskobik arastirmada, 6zellikle immunoloji, ge-
netik, patoloji ve nérolojik bilimlerde bagvurulmas: gerekli bir aractir,
Yapilan caligmalar, baz1 durumlarda konfokal mikroskobun gegirim
ve tarama elektron mikroskobuna tstinlik sagladigimi da gostermis-
tir.

OZET

Konvansiyonel 15tk mikroskobu ile kiyaslandiginda konfokal mik-
roskobu, ézellikle 151k kaynagl olarak laserin kullamildigl durumlarda,
151k duyarhginda ve uzaysal dizlemdeki ¢dziim giictindeki artis ile ka-
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rakterizedir. Bu o6zellikler, hiicre ve dokulardaki ince yapiy1 daha spe-
sifik, hassas ve kesin gekliyle ti¢ boyutlu olarak ortaya ¢ikarma ve de-
gerlendirme olanag: tanir, Bu mikroskobun en énemli 6zelliklerinden
birisi de fokus dis1 gorintiilerin, dizlem kesit alma ozelligi ve igne
deligi diyafram yardimiyla final gorintiyi etkilemesini énlemesidir.
Bu ozellikleri ile bu mikroskobun klinik alanlardaki kullanim potan-
siyeli tartigilmis ve etkisinin son derece yararl oldugu sonucuna varil-
muastir.

SUMMARY

Confocal Microscope :
Most Important Improvement On Linght Microscopy In The Last Decade

Compared with conventional light microscopy (LM), confocal mic-
roscopy (CM) is characterized in part by increased light sensitivity

and higher spatial resolution particularly in using the laser beam as
a light source. These characteristics permit the detection and discri-
mination of minor structures in cells and tissues in three dimensions
with a more specific, sensitive and accurate way. One of the most im-
portant feature of this microscope is to avoid the effects of out-of-focus
images in the final image by means of object plane sectioning and pin-
hole diaphragm. Potential clinical applications related to these cha-
racteristics of confocal microscopy are discussed and concluded that
its clinical impact is obvious.

KAYNAKLAR

bt i i (
1. Baak JPA ve ark : Potential clinical uses of laser scan microscopy. Appl Optics
26 : 3414, 1987,

2. Bulimann B ve ark : Lateral diffussion of chemotactic peptide receptors within
the cytoplasmic membrane of human PMNs demonstrated by Laser Scan Mic-
roscopy. Adv Biosci 68 : 47, 1987.

8. Cogswell CJ Sheppard CJR : Imaging using confocal brightficld tecniques. Inst
Phys Conf Ser No : 98, 633, 1959,



10,

11.

12,

13.

14,

15.

Konfokal Mikroskobu : Itk Mikroskobu Teknolojisinde Son On Yudaki 725

Dixon AJ : Principles and applications of confocal fluorescence microscopy. Inst
Phys Conf Ser No : 98, 643, 1989.

Elder HY, Goodhew PJ : Three dimensional microscopy and confocal micros-
copy. In EMAG-MICRO 89., 1989, Eastern Press, sayfa ; 608-642.

Epstein JI Berry SJ Eggleston IC : Nuclear roundness factor : A predictor of
progression in untreated stage A2 prostate cancer. Cancer 54 : 1666, 1984

Jorgens B Godecke U : The second generation LSM more than merely cosmetic
correction. Mikro express : 31, 1989.

Kach GLE, Macer DRJ Smith MJ : Visualisation of the intact endoplasmic reti-
culum by immunofluorescence with antibodies to the major ER glycoprotein,

endoplasmin. J Cell Sci 87 : 535, 1987.

Monro S Pelham HRB : A C-terminal signal, prevents secretion of luminal ER
proteins. Cell 48 : 889, 1887,

Nicoud M-R ve ark : 3-D Imaging of cells and Tissues Usin Confoca 1Laser
Scanning Microscopy and Digital Processing. Eur J Cell Biol 47 : 234, 1988,

Pawley JB : The micro world has three dimensions and sometimes four, Inst
phys Conf Ser No : 88, 600, 1989,

Sassen RCI Baak JPA : Morphometry in the differential diagnosis of granu-
losa-cell tumors of the ovary. Anal Quant Cytol Histol 8 : 245, 1986.

Shotton DM : The current renaissance in light microscopy. L Dynamic studies
of living cells by video enhanced contrast microscopy. Proc Roval Microscopical
Soc 22 : 37, 1987.

Shotton D : The current Renaissance in Light Microscopy. IL Blur-Free Optical
Sectioning of Biological Specimens by Confocal Scanning Fluorescence Micros-
copy. Proc Royal Microscopical Soc 25 : 289, 1888,

Siegel. A Hellmuth T Seidel P Geist A : Generation of 3.D Images via Laser
Scanning Microscopy. Eur J Cell Biol Scppl 25, Vol 48, 35, 1989.



726

186.

17.

Alp Can - Meral Tekelioglu

Van der Linden HC Baak JPA Lindeman J Hermans J Meijer CJLM : Morpho-
metry and breast cancer II. Characterisation of breast cancer cells with high
malignant potential in patients with spread to lymph nodes : Preliminary Re-
sults. J Clin Pathol 39 : 603, 1986. '

White JG Amos WB Fordham M : An evaluation of confocal versus conventio-
nal imaging of biological structures by fluorescence light microscopy. J Cell
Biol 105 : 41, 1987.





