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Bilim insanlari gelistirdikleri mikroskoplar ve goriintiileme teknolojileriyle hem ¢esitli organ, doku
ve hiicreleri derinlemesine incelemeyi hem de hiicresel bilesenlerin yapilarini, islevlerini ve islev
bozukluklarini daha iyi anlamayi hedefliyor. Daha 6nceki donemlerde bu tiir calismalar yapmak icin
doku orneklerinin alinmasi ve mikroskopla incelenmek tizere hazirlanmasi gerekiyordu. Giiniimiizde
ise yeni nesil mikroskoplar sayesinde hareketli canlilar tizerinde bile gercek zamanl ve yiiksek
¢oziinurlikli ¢ boyutlu goriintillemeler uzun siireler boyunca yapilabiliyor.
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eleneksel optik
mikroskopi teknikleri
yuksek ¢ozunurlukli
goruntilemeyi sadece
doku yuzeyinin yakinlarinda
gergceklestirebiliyor. Son yirmi
yilda gelistirilen yeni optik
mikroskopi teknikleri ise
dogrusal olmayan 1sitk-madde
etkilesimlerini kullantyor. Bu
teknikler sayesinde, dokulara zarar
vermeden yuksek ¢ozunurlukli
goruntiileme gergeklestirilebiliyor.
Boylece lenfatik organlar,
bobrek, kalp, deri ve beyin
ornekleri daha derinlemesine
ve hasar gérmeyecek sekilde
incelenebiliyor.

Coklu foton uyarma tekniklerinden
olan iki-foton floresan
mikroskobu, canlt dokularin

derin goruntilemesini saglayan
basaril bir géruntileme teknigi.
Iki-foton floresan mikroskobu,
biyolojik 6rneklerin canli i¢inde ti¢
boyutlu olarak gorintiillenmesine
imkan taniyor. Konfokal (esodaklt)
mikroskop ile kiyaslandiginda

ise daha derin bolgelerden
goruntiileme saglayabiliyor.

1990 yilinda W. Denk, J. H. Strickler
ve W.W. Webb tarafindan iki-foton
floresan mikroskobunun icadt,
hticre ve dokularn i¢ boyutlu
goruntiilenmesinde ¢igir agict
nitelikteydi. Bu icadin temelleri
ise yaklasik olarak bulunusundan
altmis y1l 6ncesine dayantyor.
Oyle ki iki-foton uyaruminin
teorik temelleri Maria Goeppert
Mayer tarafindan 1931 yilinda
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yazdigt doktora teziyle atilmustu.
Bu fotofiziksel etkinin deneysel
olarak gosterilmesi ise tezin

yaywnlanmasindan yaklasik otuz

yil sonra Wolfgang Kaiser ve C.G.B.

Garrett tarafindan gergeklestirildi.

Floresan
Mikroskobisinin
Temelleri

Floresan mikroskobisi genel
olarak su basit prensibe
dayaniyor. Molekiiller enerjiyi
sogurduklarinda elektronik olarak
uyarilir ve yeniden kararlt hdle
donerken sogurduklar enerjiyi
1sima yoluyla serbest birakur.
Cogu mikroskopta bu islemi
gerceklestirmek amactyla tek bir
foton kullantliyor. Ancak kalin
dokularin incelenmesinde bu
yeterli olmayabiliyor. Cunki 151k
hticresel katmanlardan gegerken
soguruluyor ve sagtliyor. iki-
foton mikroskoplarda ise dokuya
daha derin niifuz edebilen

daha uzun dalga boyuna sahip
fotonlar kullanilarak bu sorunun
ustesinden geliniyor. Ancak
iki-fotonlu sistemlerin buyuk
olmasinin yaninda 6zel 151k
kaynaklart ve lensler gerektirmesi
gibi dezavantajlar bulunuyor.

Bu nedenle arastirmactilar bu
teknolojiyi gelistirmek amactyla
uzun suredir arastirmalar yapiyor.

iki-foton uyarumt bir floresan
strecidir, bu suregte bir florofor
(belirli bir dalga boyundaki 15191

emen ve kisa bir gectkmeden
sonra daha uzun bir dalga
boyunda 151k yayan molekiil)

iki fotonu aynt anda sogurarak
uyarilir. Tek fotonla gerceklesen
floresan surecinde ise bir florofor
temel enerji diizeyinden tek bir
fotonla uyartilmis hale gegcirilir. Bu
islemde tipik olarak ultraviyole
veya mavi/yesil spektral araliktaki
fotonlar kullanilir. Aynt uyarma
islemi kizilotesi spektral araliktaki
daha az enerjili iki fotonun
eszamanli sogurulmast ile de
gerceklestirilebilir.

Tek-foton uyarilmasina gore
dolaylt sayilan bu stirecte
kullantlan iki fotonun enerjileri
toplamt, molekiltin uyarilmts ve
temel enerji diizeyleri arasindaki
enerji farkindan buytk olmali.
Yani bu stiire¢ bir florofor molekuli
tarafindan iki fotonun eszamanl

Maria Goeppert Mayer (1906 -1972)
Alman-Amerikali teorik fizikgi. 1963 Nobel
Fizik Odlirni kazanan Mayer, Marie
Curie’den sonra bu 6dili kazanmayi
basaran ilk kadindir. Doktora ¢alismasini
atomlar tarafindan iki-foton sogurma
teorisi (izerine yazmistir.
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ismini floresan spektrokopisinin dnciisii olarak bilinen Polonyali fizik¢i Aleksander Jablonski’den
(1898-1980) alan ve isigin sogurulmasi ile emisyonu arasindaki stiregleri gésteren Jablonski
diagramlari

Tek-foton uyarimi tek bir fotonun sogurulmasi, iki-foton uyarimui ise iki dtstik enerjili fotonun
sogurulmasi ile gergeklesir. Her iki durumda da uyarilan floroforun daha diisiik enerji seviyesine
donerken gosterdigi floresan 1sima slireci hemen hemen aynidir.
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Tek-foton ve iki-foton mikroskobisi farkliliklari

Tek-foton mikroskobunda strekli dalga lazerinden gelen UV/goriinir dalga boylarinda isik
kullantlirken iki-foton mikroskobunda yakin kizilétesi (NIR) dalga boylarinda femtosaniye atim
periyotlu lazer kullanilir.

Tek fotonlu (konfokal) mikroskopta floresan isigi koninin tamaminda (Gretilirken iki fotonluda
ise floresan 1s1ma yalnizca odak noktasinin yakininda gergeklesir. Boylece odak noktasindan
uzakta neredeyse hi¢ uyarilma olmadigi i¢in odak diizleminin Gstiinde ve altinda net bir
gorlntileme saglanir.

olarak sogurulmasina bagl.
Yeterince yogun uygulamalarda
ise U¢ veya daha fazla fotonun
yer aldigi molekiler uyarumlar da
gerceklestirilebiliyor.

Iki foton uyarimi, Maria Goeppert
Mayer tarafindan doktora tezinde
teorik olarak ortaya kondugunda
lazer heniiz icat edilmemisti. Bu
nedenle iki-foton uyariminin
deneysel olarak gozlenmesi
lazerin kesfinden hemen sonraki
donemde yani yaklasik otuz yil
sonra gerceklesti. Bu siirecte
onemli Ol¢tide teorik ve deneysel
bilgi birikimi elde edildi.

Foton enerjisi dalga boyuyla

ters orantili oldugundan, tek
fotonlu uyarma ile aynt islevi
sergilemesi beklenen iki fotonun
dalga boylarinin yaklasik olarak
iki katina ¢ikmast gerekiyor.
Ornek vermek gerekirse tek-
foton sisteminde 350 nm dalga
boyundaki mordtesi foton ile
uyartlan bir floroforu uyarmak
icin 700 nm dalga boyuna sahip
iki yakin kizilotesi foton gerekiyor.

Floroforlar uygun bir stk
kaynagt ile aydinlatildiginda,
elektronlar emilen 151k tarafindan
uyariliyor. Daha sonra, yuksek
enerji seviyelerine uyarilmis bu
elektronlar temel enerji seviyesine
geri dondugunde ise enerji

foton olarak salintyor ve boylece
floresan 1suma gergeklesiyor. Bu
sureg tek fotonla gerceklesirse
dogrusal, birden fazla fotonun
enerjisinin sogurulmast ile
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Coklu foton mikroskobunun temel yapisi

Ultra hizli atimli yakin kizilotesi lazer isini bir gift tarama aynasina (X/Y aynalarr)
gonderilir ve galvanometrik elemanlara uygulanan voltaja bagli olacak sekilde lazer

1sint iki boyutta yonlendirilir. Isin daha sonra tarama ve tiip merceklerden geger ve bu
lens kombinasyonu isin odaginin boyutunu ve gordlebilir alani belirler. Ardindan lazer
1sin1 yakin kizildtesini yansitan ancak gortnur araliktaki 151g1 geciren dikroik bir ayna
(bazi renkleri gegirip bazilarini yansitma 6zelligi tasiyan yari gegirgen 6zel bir ayna)
tarafindan hedefe yonlendirilir. Objektif mercek kisa lazer atimlarini numunedeki kiigtik
bir noktaya odaklar ve florasan molekiillerin ¢oklu foton uyarimi bu sayede gerceklestirilir.
Yayilan fotonlar iki kanala (kirmizi ve yesil) boliinmeden 6nce dikroik aynadan geger

ve iki 6zel fotogogdaltici tiip (PMT) tarafindan toplanir. Bu tiipler elektromanyetik
spektrumun ultraviyole, goriinir ve yakin kizildtesi araliklarinda calisan oldukga hassas
151k dedektorleridir. Gelen 1sik tarafindan Uretilen elektrik akimini 100 milyon kata kadar
ylikseltebilen bu tiipler boylece 1sik akisinin ¢ok diisiik oldugu durumlarda bile fotonlarin

tek tek algilanmasina imkan saglar.

gerceklesirse dogrusal olmayan
seklinde simiflandiriliyor. Yiksek
foton yogunlugu femtosaniye
(saniyenin katrilyonda biri) darbeli
lazer ile elde ediliyor.

Yakin kizilotesi 151k kullanan iki-
foton mikroskobu sadece derin
dokulara nufuz etmekle kalmiyor
aynt zamanda daha az fototoksik
Ozellik de gosteriyor. Bu sayede
canlt doku ¢alismalart i¢in
vazgecilmez bir ara¢ hdline gelen
goruntileme teknigi; sinirbilimi,
canlt hayvan patolojisi ve bitki
arastirmalart gibi alanlarda yaygin
olarak kullaniliyor. Yakin zamanda
canlt hiicre gorintilemesine ek
olarak sabit 6rneklerin de derin
iki-foton goruntiilemesi i¢in yeni
teknikler gelistirildi.
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Yiiz Yili Asan
Bilgi Birikimi

Floresan gorunttileme teknikleri
yeni gelismelerle birlikte her gecen
gun daha fazla 6nem kazaniyor.
Floresan terimi ilk olarak 1852’de
Ingiliz bilim insam George G. Stokes
tarafindan fluorit mineralinin
otofloresansint gozlemlediginde
ortaya atildt. iki-foton uyartummmn ilk
olarak 1931 yilinda Maria Goeppert
Mayer tarafindan teorik olarak ortaya
konmasindan uzun bir siire sonra,
yani 1961 yiinda, W. Kaiser ve C.G.B.
Garrett iki-foton uyanmu deneysel
olarak ilk defa g6zlemlemeyi basardt.
iki-foton mikroskobu ise ilk defa
gunumuzden yaklasik 30 yil 6nce

W. Denk ve arkadaslan tarafindan

gelistirildi ve konfokal mikroskop

ile erisilemeyen derinliklerde hiicre
gorunttileyebilmesiyle biiytik 6nem
kazandu. Floresan goriintilemedeki
gelismelerle birlikte cesitli floroforlar
kullanularak farklh doku ve hiicreler
basarl bir sekilde gozlendi.

1962’de bir denizanast tirinden
(Aequorea victoria) izole edilen
yesil floresan proteini, molekiler
biyoloji ¢alismalarinda oldugu gibi
floresan mikroskobisi ¢calismalart
icin de ¢ok 6nemli bir gelismeydi.
Biyolojik arastirmalarda hayli
yaygn olarak kullanilan ve
incelenen belirteclerden birisi

olan yesil floresan proteini

ve benzer farkl proteinler

hem hiicre hem de protein
dinamiklerinin gorsellestirilmesinde
kullaniliyor. Béylece gen ve hticre
arastumalarinda son derece onemli
gelismeler kaydedildi. Ginuimuzde
canlilarda cesitli floresan proteinler
kullamilarak gerceklestirilen
goruntilemeler sayesinde biyolojik
olaylarin dinamikleri hakkinda bilgi
sahibi olunabiliyor.

Cesitli canlilanin beyin sinir aglart
uzerine yapilan ¢alismalarda,
protein lokalizasyonu ve hticre
dinamiklerini daha iyi anlamak
icin kalin 6rneklerden ¢ boyutlu
yuksek ¢ozunurlikli gérintileme
yapmak gerekiyor. GOruntilleme
teknolojilerindeki son gelismeler
ile birlikte gintimuizde htcre altt
dinamik olaylar gozlemek artik
mumkuin.



Deniz anasi Aequorea victoria ve ilk olarak
ondan izole edilen yesil floresan proteinin
(YFP) molekiiler modeli. Uzerine
ultraviyole veya mavi i1sik dlstigiinde
yesil floresan 1sima yapan YFPB hiicre
biyolojisi calismalarinda tanimlayici gen
ve hucre isaretleyici olarak kullaniliyor.

Uyarilmis enerji seviyesi
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N
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teorisi, sogurma | 1990 mikroskobu
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Coklu foton mikroskobisindeki 6nemli gelismeler
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Coklu Foton
Mikroskobisinin Sinir
Bilimi Uzerine Etkisi

1930’larin sonlarina dogru gesitli arasturmacilar
anestezi uygulanmis hayvanlar tizerinde yaptiklar
¢alismalarla aynt anda sinirlt sayida néronun
aktivitesini kaydetmeyi basarmusti. Canlt tizerinden
kaydedilebilen ilk sinirsel veriler olmast nedeniyle
¢ok onemli sayllan bu basarilar giiniimtizde yerlerini
¢ok daha fazlasina buraktt.

Glnumiuizde uygulanan yeni goruntilleme
yontemleri ile uyanik durumdaki canlilarin bile
beyinlerindeki genetik olarak isaretlenmis néronlart
tek tek haftalar ve aylar boyunca gortuntiilemek
mumkin. Modern goruntilleme teknolojilerinin
son yullardaki gelisiminin noroteknoloji ve sinir
bilimi arastrmalarina ¢ok onemli katkilart oldu.
Coklu foton mikroskobisindeki gelismeler ile

canli beynindeki derin bolge sinirsel aktiviteleri
kolaylikla izlenebilir hdle geldi. Boylece sinir
biliminde 6nemli kesifler gergeklestirilmeye
baslandt. Ornedin, bolgesel sinirsel aktivite
modellerinin duyusal bilgiyi nasil temsil ettigi ve
mikroglia gibi farklt tiirdeki beyin hiicrelerinin
rolinlin daha iyi anlasiimast bu gelismeler arasinda

sayiliyor.
(mm) o
0,4
DF/F
12
|40 mv
6 5ms
. . Zaman
Canlida Canlida Cift bolge ve Iki-foton
rezonans ve ¢oklu foton orta olgekli mikroskobu
yuksek hizl mikroskobu coklu foton ile voltaj
¢oklu foton ile derin doku | mikroskobisi gorintileme
gorintlleme gorlntlleme |2014 & 2015 2018
2008 & 2010 2011
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Canli ve derin goriintileme
sistemleri, organizmalar Uzerindeki
fizyolojik ve biyolojik calismalar

icin ¢cok 6nemli bir yere sahip.

Coklu foton mikroskobisi

gelismeleri ile canlt dokularnn derin
goruntilenmesi basarili bir sekilde
gergceklestirilebiliyor. 1990’da yapilan
ilk iki-foton mikroskobundan bu
yana farklh optik tasanmlann yam
sira lens ve lazer teknolojilerindeki
gelismelere de baglt olarak 6nemli
ilerlemeler kaydedildi. Ancak hdla
zamansal ¢ozunurlik, buyik olcekte
katmanl sinir agt izleme ve uzun
suireli uygulanabilirlik gibi cesitli
konularda gelistirmelere ihtiya¢
duyuluyor.

iki-Foton
Goriintitlemenin
Sinir Ags
Analizlerindeki
Onemi

Beynin karmasik islevsel yapist

ve sinir agi dinamikleri bilim
insanlanmn Uzerinde ¢ok fazla
arastirma yaptiklan konular
arasinda gosteriliyor. Sinir
sisteminin nasil ¢calistiginin
anlasilmast canli organizmadaki
sinirsel ag dinamiklerini analiz
etme kabiliyetiyle orantili. Dinamik
beyin 6zellikleri makro ve mikro

seviyelerde cesitli tekniklerle basaritlt

bir sekilde ortaya konmus olmasina
ragmen arastirmactlarin yuzlerce
veya binlerce nérondan olusan ve
mikro devreler olarak adlandirilan
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Olgekteki bilgi seviyesi yetersiz
kaliyor. Bilim insanlarina bu konuda
Onemli imkanlar sunan iki-fotonlu
goruntileme ile canli beyninden
yuksek ¢oztunurlikli néron agt
kayttlan yapilabiliyor. Boylece

sinir devrelerinin temel islevsel
ilkelerinin daha iyi anlasilmast
bekleniyor.

Mikro devre diizeyindeki néron
aktivitelerinin incelenmesi,

temel siireclerin anlasilmast ve
davranuslarla iliskisinin kurulmast
icin ¢ok 6nemli. Son yillarda
karmasik sinirsel stireglerin
anlasimast i¢in fare gibi canlilarda
goruntileme sistemlerini
kullanmak adna sinir bilimciler
ve muhendisler ortak ¢alismalar
yurutiyor. Burada karsumiza
“miniskop” olarak da adlandirilan
ki¢ultilmus stk mikroskobu
sistemleri ¢ikiyor. Son yullarda
neredeyse parmak ucu kadar kigik
boyutlara indirgenen tasinabilir

floresan mikroskoplart ile serbest
sekilde hareket eden memelilerin
beyin aktiviteleri yakindan
incelenebiliyor.

Bu Mikroskoplar
Cok Minik ama
Bir O Kadar da
Maharetli

Kemirgen davranislarint
arastirmak i¢in bu canlilarin bas
kismina takilabilecek, hafif, yiiksek
hizli tarama ve goruntiileme
kapasitesine sahip, ti¢ boyutlu
goruntiileme yapabilen ve tim
bunlart yaparken de canlinin
serbest hareketini kisitlamayan
miniskoplar gelistirilmesi i¢in
arastirmacilar son 20 yildir yogun
sekilde calistyor.

Halihazirdaki son teknoloji
miniskoplar ile aynt néron

Ultraviyole 1sik altindaki fluorit kristalleri
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(Solda)-Kiigiik, hafif ve ¢ok yonlii bir miniskop olan NINscope’un sematik gosterimi

(Sagda)-NINscope ile farelerde beyincik bélgesi goriintilleme calismalari

kiimesinin aktivitesi bir aydan
daha uzun siireler boyunca takip
edilebiliyor. Bu sayede 6grenme ve
hafiza gibi uzun dénemli nérolojik
surecler ve hayvan davranis
kontrol mekanizmalart hakkindaki
sorularin yanitlart bulunmaya
calisihiyor. Yeni gelismelerle birlikte
eski hantal ve agir miniskoplar
daha hafif ve tasinabilir
versiyonlara donusurken, kablolu
veri toplama ve sensor sistemleri
gibi ¢evre birimleri de yerlerini
kablosuz olanlara birakiwyor.
Boylece serbest sekilde hareket
eden birden fazla kii¢iik canlinin
(6rnedin farelerin) aynt anda
uzun sureler boyunca norolojik
olarak gorintilenmesi mimkin
olabiliyor.

i1k iki-foton miniskobunu

2001 yilinda icat eden Alman
bilim insant Fritjof Helmchen,
miniskoplarin gelisiminde 6ncu
bir rol oynadt. Bir farenin kafasina
takilabilen bu miniskop yaklasik

25 gram agulhigindaydi. Bundan
sekiz yil sonra serbest hareket
eden canlilarda gortuntiileme
yapabilen 5,5 gram agirliginda
yeni bir miniskop gelistirildi.
Cihaz aynt anda 20 néronu
izleyebilmesine ragmen fazla
karmasik bir sisteme sahip olmast

yuzinden beklenen ilgiyi gérmedi.

Hareketi kisitlanmamus
canlilardaki noral sinyalleri
izlemek icin kullanilan 6nemli
araglar olan minyatur floresan
mikroskoplarin bir kisminin agik
kaynakl olarak paylasiimast
onlart daha uygun maliyetli

hale getiriyor. Gelistirilen
miniskoplarin buyuk bir
¢ogunlugunun donanum ve
yazilum bilgileri cogu zaman

acik kaynakl olarak diger
arastirmacilarin kullanimina
sunuluyor. Ornedin bundan
yaklasik 10 yil 6nce University of
California, Los Angeles’da (UCLA)
gelistirilen ve agik kaynakl olarak

paylasilan tek-foton miniskobu,
yaklasik 500 arastirma laboratuvart
tarafindan arastirmalarda
kullaniliyor.

Tek-foton miniskoplarinin yeterli
olmadigt durumlar i¢in iki-fotonlu
sistemler lizerine ¢calismalar
yapildi. 2017 yilinda Weijian Zong
ve arkadaslarinca gelistirilen

hizl ve yiksek ¢ozunurlikla ilk
miniskop surimu olduk¢a bagarilt
bulunmasina ragmen gelistirilmesi
gereken yonleri de bulunuyordu.
Arastirmacilar miniskobun yeni
versiyonlarinda goruntileme
alanint artirmak, cihaz aguhigut
azaltmak ve aynt bolgedeki sinirsel
aktiviteyi daha uzun stureler
boyunca kaydetmek gibi gesitli
tyilestirmeleri gergeklestirmeyi
hedeflediler.

Son yullarda yapilan 6nemli
¢alismalardan birinde Hollanda
Sinirbilim Enstitisinden

(NIN: Netherlands Institute for
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Minyatiir iki-foton mikroskobisi
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Serbestce hareket eden fare
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N
N

N

Tirmanma - Ziplama

Serbestce hareket eden farelerde gortintiileme yapabilmek icin gelistirilen iki-foton miniskobu olan MINI2B ayni anda
birden fazla diizlemdeki binden fazla hiicrenin gériintiilenmesine olanak saglyor.

Neuroscience) Andres de Groot

ve arkadaslan tarafindan olduk¢a
hafif (1,6 g) bir miniskop gelistirildi.
NINscope denilen bu miniskop ile
farelerde ilk defa beyincik ve beyin
zar bolgelerinden eszamanl olarak
hiicresel ¢oztuinurliikte goriintiileme
gergceklestirildi. Boylece ¢oklu bolge
sinirsel aktivitelerini daha yakindan
incelemek mumkiin hdle geldi.

En glincel miniskop ¢aligmalardan
birisi de Norveg Bilim ve Teknoloji
Universitesindeki Kavli Enstitiisii
Sinirbilim Sistemleri Bolimunde

ve Noral Hesaplama Merkezinde
arastirmact olan optik mihendisi
Weijian Zong ve arkadaslar
tarafindan yapuldi. Calismada serbest
hareket edebilen farelerde anlik
olarak 1.000’den fazla néronun

hizly, yiksek ¢ozunurlikla ve ¢cok
duzlemli goruntilemesi i¢in MINI2P
adu verilen iki-fotonlu mikroskop
gelistirildi. Gelistirilen miniskop 2,4
gram aguhda sahip olup son derece
esnek baglanti kablolar iceriyordu.
Bdylece canli hayvan kosarken,
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tumanirken ya da sigrarken kendisini
hareket bakimindan engellemeden
ona ait binlerce néronunun aktivitesi
basartyla izlendi ve beyninin gorme,
hafiza ve navigasyon merkezleri
goruntilendi.

Genigletilmis gorus alan, artuilmtg
tarama araligi ve hizinin yaninda
mikro ayarlanabilir lense de sahip
bir optik sistem tasarimi olan
MINI2P, ii¢ boyutlu fonksiyonel
goruntiileme yapabiliyor; ayrica
birden fazla diizlemi de hizl

bir sekilde gortintiileyebiliyor.
Arastirmacilar birden fazla bitisik
gorus alant arasinda gergeklestirilen
goruntiilemeler sayesinde aymt
canlida 10.000’den fazla nérondan
kayit yapmayt basardu.

Buyuk boydaki muadillerine
¢Ozunurlik olarak biiytik dl¢tide
yaklasan MINI2P’nin yapumut i¢in agik
kaynakli dokiimanlar da tcretsiz
olarak paylastliyor. Bununla birlikte
yakin bir zamanda Kavli Enstitiisi

ev sahipliginde gergeklestirilmesi

planlanan ¢alistay ile arastrmacilar
oldukea disiik maliyetlerle kendi iki-
fotonlu miniskoplarum tretme firsatt
da bulacak.

Pek ¢ok arastirmact da daha

ustlin 6zelliklere sahip iki-foton
miniskoplan gelistirmeye calistyor.
Oyle ki Kavli Enstitiisiinden
arastrmacilann MINI2P’yi
bildirmesinden kisa bir siire sonra
UCLA noéroloji profesori Peyman
Golshani ve arastuma ekibine iki-
foton miniskopu gelistirmeleri
icin 6nemli miktarda fon ayrildi.
Gelistirilmesi planlanan miniskobun
daha genis bir gorunttileme
alanwna sahip olmast, birden

fazla beyin katmanunt es zamanl
gorunttileyebilmesi ve farelerle
daha buytik canlilarda kolaylikla
kullanuabilmesi bekleniyor.

Optik, malzeme, veri toplama/isleme
ve goruntileme teknolojilerdeki
gelismeler ile birlikte miniskoplarin
da kabiliyetleri stirekli

artiyor. Ozellikle sinir bilim,

ng in freely

n calcium imag
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arasturmalarinda 6nemli kesiflere
yol agmast beklenen yeni nesil iki-
fotonlu miniskoplar giderek daha
fazla kullaniliyor. Her ne kadar iki-
foton gortntiilemenin temelleri
yaklasik yuz yil 6ncesine dayansa da
yeni nesil miniskoplarin doneminin
daha uzun streler boyunca devam
etmesi bekleniyor.

Sonucg

Iki-foton mikroskobisi, icadindan
sonra molekul incelenmesinden
doku goruntiilemesine kadar pek
¢ok farkli alanda uygulama buldu.
Biyolojik sistemleri canli tizerinde
¢alismanin 6nemi goz énune
alindiginda, iki-foton goéruntiileme
teknolojilerindeki gelismelerin
akademik, klinik ve endustriyel
kullanuminin daha da artacagt
soylenebilir.

Iki-foton mikroskobisi ile kalin

orneklerdeki stkt dokularin dinamik
goruntilenmesi basaril bir sekilde

Kaynaklar

gerceklestirilebiliyor. Yeterli foton
yogunlugunu saglamak tizere

lazer kullanilarak gergeklestirilen
iki-foton uyarumt sayesinde
fototoksisite engelleniyor. Clinki
fotonlarn verebilecegdi hasar sadece
odak hacmiyle stmirh kalyor.

Konfokal mikroskoba kiyasla daha
dusuk ¢ozunturlikte gorintiler
elde edilse de kalin numunelerin
derin goruntilenmesinin
saglanmast, odak dist sogurmanin
olmamast ve uyarict 1isigin
saciliminin az olmast iki-foton
goruntiilemenin 6nemli artilar
arasinda sayilabilir. Diger

yandan, niifuz edilen derinligin
optimizasyonu i¢in sagtlan
floresan fotonlarinin verimli bir
sekilde toplanmast gerekiyor.
Gelecekte lazerler, dedektor ve
goruntiileme teknolojilerindeki
ilerlemelere bagl olarak iki-foton
mikroskobunun uygulama alant
yelpazesinin daha da genislemesi
bekleniyor.

Son yillarda parmak ucu kadar
boyutlara kii¢iltiilen son
teknoloji iki-foton miniskoplarinin
goruntiileme kapasiteleri,

gorece olduk¢a buytk iki-foton
mikroskoplart ile yarisir hale
geldi. Fare gibi canlilarin kafasina
kolaylikla takilabilen bu mini
cihazlar ile serbest sekilde hareket
eden canlilarda uzun sureli
yuksek ¢ozunurliklu norolojik
arastirmalar basaril bir sekilde
gerceklestiriliyor.

Sonug olarak teknolojik gelismeler
ve maliyet dususlerine baglh
olarak glinden gine daha

da poptlerlesen ¢oklu foton
goruntiileme teknikleri sayesinde
daha 6nce mumkin olmayan
arastirmalarin yapimast ve
dinamik verilerin toplanmast
mumkin hale geliyor. Tim bu
gelismeler 1519inda heyecan verici
pek cok kesif bilim insanlart
tarafindan gergeklestirilmeyi
bekliyor.
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