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Floresan mikroskobunun geligimi, lazer taramali konfokal mikroskobunun icadi ile devrim
yapmustir. Ug boyutlu gésterim ve analiz teknikleriyle bu teknoloji dzellikle tip/biyomedikal
diinyasia daha gercek bir bakis saglamistir. Konfokal mikroskobu, ii¢ boyutlu yapiya sahip
floresan isaretli numunelerin goriintiilenmesi i¢in bir 151k mikroskobi teknigidir. Konfokal
mikroskop uygulamalari; fikse edilmis veya canli hiicrelerde makromolekiillerin uzamsal
dagiliminin goriintiilenmesini, ti¢ boyutlu verilerin toplanmasini, ¢oklu floresan ile isaretlenmis
orneklerin goriintiilenmesini ve canli hiicrelerdeki fizyolojik olaylarin l¢iilmesini igerir. Bu
derlemede, lazer taramali konfokal goriintiilemenin prensipleri, tarihgesi, diger mikroskoplar-
dan ayrilan 6zellikleri, ayrica yenilik¢i ve 6nemli yonleri ve tipta kullanim alanlart sunulmak-
tadir.
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Lazer taramali konfokal mikroskop, Floresan mikroskop, Mikroskopi

ABSTRACT

The development of the fluorescent microscope is revolutionized with the invention of laser
scanning confocal microscopy. With its three-dimensional display and analysis techniques, this
technology has provided a more real view of the medical / biomedical world. Confocal micro-
scope is based on a light microscopic technique for imaging fluorescently labeled samples with
a three-dimensional structure. Confocal microscope applications include imaging the spatial
distribution of macromolecules in fixed or live cells, collecting three-dimensional data, display-
ing multiple fluorescently labeled samples, and measuring physiological events in living cells.
In this review; the principles of the laser scanning confocal imaging, history of confocal
microscopy, features distinguished from other microscopes, as well as its innovative and
important aspects and applications to medicine are presented.
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GIRIS

‘Bir resim binlerce kelimeye bedelken bir video milyonlarca kelimeye bedeldir’ ifadesi ile
goriintiilemenin 6nemi vurgulanmistir (1). Tarihte bu goriintiileme girisimlerinin baslangici R.
Hooke’un c¢alismalari olarak kabul edilir. Hooke’un mikroskobu ile bugilinkii modern
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mikroskoplarin arasinda goriintiilemenin temel prensibini
olusturan fizik kanunlart aymdir (2, 3). Aydinlik saha ve
karanlik saha mikroskoplari, faz-kontrast mikroskobu, nomar-
ski gorlntiilemesi, ters (inverted) mikroskop, -elektron
mikroskoplar1 olan transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
ve scanning elektron mikroskobu (SEM), floresan ve
konfokal mikroskop gibi ¢ok ¢esitli mikroskop ¢esitleri
vardir. Bunlarin arasindan konfokal mikroskop doku ve
hiicreleri gortintiilemede ileri mikroskopi tiirlerinden birisidir.
Lazer taramali konfokal mikroskobunun (LTKM) icadi
floresan mikroskobunun gelisimine baglidir.  Floresan
mikroskobu 1904'te icat edilmis ve 1941'de, floresan isaretli
antikorlar kullanilmasina ragmen (4), cihaz ve reaktifleri
1970'lere kadar gergekten etkili bir sekilde bir araya gelmedi.
Bu belki de antikorlarin sadece enfeksiyon incelemesi igin
yararli olduguna dair yanlig bir diisinceden kaynaklantyordu.
Aktin ve tiibiilin gibi normal proteinlere karsi antikorlarin
cogaltilabilmesi siirpriz bir gelismeydi (5). Antikorlara bagh
floresan boyalar hiicrelere uygulandi ve hiicre iskeletinin
ayrintili mimarisini ortaya ¢ikardi ve 1970'lerin sonlar1 ve
1980'lerin baginda bilim camiasinda tartisma ve saskinliga
neden oldu. Ayn1 dénemde, kalsiyum iyonu konsantrasyonu
gibi 6nemli hiicre i¢i parametrelere cevap veren floresan
boyalar1 da kullanima girmistir (6). Daha sonra, floresan
mikroskoplart ile, biyokimya ve elektrofizyoloji gibi alanlar-
da goriintiileme artmaya bagladi. O zamanlar hiicre biyolo-
jisinde yayinlanan tiim ¢aligmalarin biiytik bir kismi, belki de
yarisi, floresan teknigine dayaniyordu. 1984'e gelindiginde,
yontemin baslica simirlamasi belirginlesti; kalin bir 6rnegin
odak dis1 kisimlari, ince yapilarin ayirt edilemedigi diizgiin bir
1s1ltrya neden oluyordu. Bir¢ok arastirmaci, ¢alismalarini ince
ve diiz hiicrelerle sinirlandirarak bu sorunu ¢6zdii. Daha net
bir goriis elde etmek amaciyla mikroskobu gelistirmek i¢in bir
yol bulunmaliydi (7).

Bu baglamda mikrosinematografi ve sonra video mikroskopi
biyolojik fenomene biiyiik bir ilerleme getirmistir. Ancak bu
teknolojilerin, goriintiileri ii¢ boyutlu elde edememesinden
kaynakli sinirlayict yani vardir. Pek ¢ok preparat, kiiltiire
edilmis hiicrelerden veya dokulardan hazirlanmaktadir ki
bunlar da oldukca kalin kesitlerdir. ilk konfokal mikrosko-
bunun gelisimi canli organizmalarin dokularinda g6zlem
yapmay1 hedeflemektedir. Konfokal mikroskobunun optik
kesit alabilme 0zelligi sayesinde kalin  Orneklerle
calisilabilmektedir. Konfokal mikroskobu non-iyonize 15181
kullandig1 icin yayginlagsmakta ve canli hiicreler ve doku
preparatlarinda kullanimi artmaktadir (8). Bu derlemede lazer
taramali konfokal mikroskop goriintiilemenin prensipleri,
tarihgesi, diger mikroskoplardan ayrilan 6zellikleri, ayrica
yenilik¢i ve 6nemli yonleri ve tipta kullanim alanlar1 sunul-
maktadir.

Konfokal Mikroskobu Nedir?

Lazer taramali konfokal mikroskobu, fokal diizlemden (odak
diizlem; bir kaynaktan -1s1 veya 1sik- yayilan iginlarin
toplandigi diizlem) daha kalin orneklerdeki odak disi
1s181/parlaklig elimine etmek i¢in uzaysal filtrelemeyi kulla-
narak kontrast1 artirmak ve {i¢ boyutlu goriintiiyi olusturmak
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icin kullanilan optik gériintiileme teknigidir. Lazer 1gmlarinin
ve bilgisayarin birlestirilmesiyle elde edilen goriintiiniin
degerlendirilmesi ve {i¢ boyutlu goriintilerle hiicre igi
calismalar1 ortaya koyan bir mikroskop tiirii seklinde de
tanimlanabilir. Ya da kisaca floresan mikroskop prensiplerine
benzer ¢alisan bir mikroskoptur (9).

Tarihce

Konfokal mikroskobuna 1955°te Harward Universitesi’nde
burslu dgrenci olan Marvin Minsky 6nciiliik etmistir. Ornek-
ten ¢ikan 151k, fokal noktadan direkt gelmeyen 1simlart geri
cevirecek olan ikinci bir delikten gegecektir. Geriye kalan
istenen 151k 1ginlar1 daha sonra foton ¢ogaltici tiip ile topla-
nacak ve goriinti tekrar insa edilecektir. Gorlintiyli olustur-
mak i¢in Minsky, ornegi 1sik 1sinlarindansa mikroskopta
bakilacak nesnenin konuldugu lami hareket ettirerek taradi.
Platformu dikey ve yatay hareket ettirerek her 10 saniyede
yaklagik bir goriintii elde etmeyi planladi (10).

Konfokal yaklasimmin gelisimi, canli dokularda biyolojik
olaylar oluyorken goriintii alma isteginden biiyiik 6l¢iide yon
bulmustur ve Minsky’nin amaci da zaten canli beyninin
boyanmamus preparatlarinda néral aglari goriintiilemekti.
Minsky tarafindan gelistirilen ve 1957°de patentlenen
konfokal goriintiilemenin prensibi tim modern konfokal
mikroskoplarda uygulanmaktadir. ilk 1smn taramali konfokal
mikroskobu canli organizmalarin dokularinda gbzlem
yapmak icin kullantlmigtir (11). Canli hiicrelerin konfokal
mikroskobu zor olmasina ragmen kullanimi 23 yil 6nce iki
oncli calismayla gosterilmistir. Cornel-Bell ve arkadaslari,
biiylik bir kesif yapmak i¢in astroglialarda glutamat stimiile
transcellular Ca+2 degisimini goézlemek igin konfokal
mikroskobunu kullanmigtir. Ayni yil konfokal mikroskobu,
noronal aksonlar ve kurbaga yavrusunun beyin gelisimindeki
biiylime konilerini goriintiileyerek gelisimsel degisiklikler
karakterize edilmistir (12). Bu iki onciil ¢alismadan itibaren
konfokal mikroskobunun farkli biyolojik preparatlarda
dinamik siiregleri caligmak igin kullanimi artmustr.

Pek ¢ok teknolojik ilerleme, Minsky’nin konfokal prensibine
katki saglamistir. Gelismis nokta 1g1k kaynagi i¢in ¢ok dalgali
lazerler, gelismis iki yonlii kromatik aynalar, duyarh diisiik
giiriiltiilii fotodedektorler, goriintii aliminda hizli mikrobilgi-
sayarlar, goriintli analiz yazilim programlar1 ve yliksek
¢ozliniirliiklii video gosterisi ve dijital goriintii yazicilari bu
gelismeler olarak sayilabilir. Bu teknolojiler birbirinden
bagimsiz olarak geligmektedir ve konfokal goriintiileme
sistemlerine 1955’ten beri eklenmektedir. Bir drnek olarak
dijital goriintiileme prosesleri ilk defa 1980’lerin basinda
Woods Hole Oceanografik Enstitiisii’'nde etkili bir sekilde
uygulanmistir. Video gelistirilmis mikroskoplar (video-en-
hanced microscopes) olarak adlandirdiklart mikroskoplari
kullanarak mikrotiibiil gibi hiicresel yapilari goriintiileye-
bilmektedir (8).

Neden Konfokal Mikroskobu Tercih Edilir?
Konfokal Mikroskobu, odak digindaki 15181 elimine ederek
hiicre ve dokularin yiiksek ¢oztiniirliiklii floresan goriintiileri-
ni alir. Boylece arka plandan gelen net olmayan floresan
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gOriintiiyii ortadan kaldirir (Sekil 1).

Odak noktasi ﬂ

»

Igne deligi
diyaframi

Sekil 1. Odak diizlemden gelmeyen 15181n geri gevrilisi/yadsimast.

Odak diizlemden gelip ekrana ulasan tim 1sik (koyu mavi
151k) bu yolu izlemektedir. Odak diizlemden gelmeyen 11k
(acik mavi) ise yadsimaktadir. Bir goriintiiniin olugmasi i¢in
noktalarin odakta olmasi gerekmez. Konfokal mikroskobunda
ama¢ yalnizca koyu mavinin gorlntiisiinii igne deligi
diyafram1 sayesinde gostermektir. Net olmayan sinyallerin
kaldirilmasi ile kontrast ve ¢ozliniirliik artar. Goriintiide daha
az belirsizlik/bulaniklik ve daha iyi kontrast vardir. Konfokal
mikroskobunun kullaniminda klasik optik mikroskoplara
kiyasla yiiksek kalitede goriintii eldesi ve pek ¢ok arastirma
alaninda kullaniliyor olmasindan dolay1 son yillarda miithis
bir patlama olmustur (10).

Neden Konfokal Olarak Adlandirilmistir?

Klasik floresan mikroskobunda tim 6rnek, 151k kaynagindan
gelen 1s1kla tamamen dolar. Bu nedenle optik yolak vasitasiyla
ornegin tiim kisimlar1 uyarilacaktir. Konfokal mikroskobu ise
fokal diizlemin haricindeki bilgiyi elimine etmek icin optik
olarak konjuge diizlemdeki dedektoriin oniine optik olarak
nokta aydinlatma ve igne deligi diyaframi kullanir (10).

Modern Konfokal Mikroskobu
Modern konfokal mikroskobu, Minsky’nin dizayn ettigi
anahtar elementleri kapsamaktadir (Sekil 2);

Sekil 2. Modern Konfokal Mikroskop (Selguk Universitesi
fleri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezindeki Lazer Taramali
Konfokal Mikroskop).

igne deligi diyaframi ve Ornegin noktasi noktasina ¢ekimi,
optik ve elektronikteki gelismeler son dizaynlarla birlesmistir
ve olusturulan goriintiilerin hizi, kalitesi ve depolanmasiyla
ilgili gelismeler saglamistir (9).

Akd Tip D/ Akd Med J /2021; 7(3):457-462

Konfokal Mikroskop Calisma Prensibi

Konfokal mikroskoplarin ¢cogu gorlintiiyli ya drnekten 15181
yansitarak ya da Ornege uygulanan boyalardaki (florofor)
floresanlari uyararak olusturmaktadir. Biyolojik uygulamalar-
da en fazla kullanilan konfokal mikroskobuna yogunlasila-
caktir. Konfokal mikroskobunu anlamanmn yolu floresan
mikroskobunu anlamadan gegmektedir. Konfokal mikroskop,
numunenin noktast noktasina aydinlatilmasi ve odak dist
15181n reddini saglar (Sekil 3).

fotodedektdr

i

izne celigi
diyafram

igne deligi
diggframi

iki yonlu
kromatik ayna 4

15m

takla

Sekil 3. Konfokal mikroskopta izlenen 1s1k yolu.

Numune tizerinde bir nokta goriintiilemenin bir dezavantaji,
herhangi bir anda toplanacak daha az yayilan fotonun mevcut
olmasidir. Bu nedenle, giiriiltiili bir gorlintii olusturmaktan
kacinmak i¢in her nokta, dogru bir 6l¢iim yapmak i¢in yeterli
151k toplamak iizere uzun siire aydinlatilmalidir (13). Bu
sorunu, Minsky zirkonyum ark lambasi ile yaptig1 ¢cok yiiksek
yogunluklu bir 151k kaynagi kullanarak ¢6zmektedir. Modern
¢oziim ise cok cesitli dalga boylarma sahip bir lazer 151k
kaynagidir. Lazer yogun uyarma 15181 saglar. Isik, dikey ve
yatay tarama aynalarina yonlendiren bir dikroik aynaya
yansitilir. Bu motorlu aynalar lazeri 6rnek boyunca tarar.
Minsky’nin bulusu, optikleri sabit tutuyor ve bunun yerine
tablay1 dikey ve yatay yonde ileri geri hareket ettirerek 6rnegi
tartyordu. Numune, tarama aynasi konfigiirasyonunda oldugu
gibi farkli agilardan ziyade eksen dogrultusunda aydinlatilir
ve boylece optik sapmalardan kacinir. Boylece, tiim goriis
alan1 ayni1 sekilde aydinlatilir. Numunedeki boya lazer 15181 ve
floresanlarla uyarilmaktadir. Floresan 151k, lazerden uyarma
151811 taramak i¢in kullanilan aynanin aynisi ile ¢oziliir ve
daha sonra dikroik aynadan geger. Daha sonra igne deligi
diyaframi odaklanir. Igne deligi diyaframdan gegen 151k, foton
coklayict tiip gibi bir dedektor tarafindan olciiliir. Konfokal
mikroskopta, numunenin hicbir zaman tam bir gorlintisii
yoktur, ¢iinkli herhangi bir anda sadece bir nokta gozlenir.
Boylece, gorsellestirme icin dedektor, goriintiiyli bir seferde
bir piksel olusturan bir bilgisayara baglanir. 512x512 piksel
goriintii icin bu genellikle 0,1-30 Hz kare hizinda yapilir.
Mikroskop tarafindan olusturulan goriintii, 6rnegin kesitin
optik kesit olarak adlandirilan ince bir diizlemsel bolgesidir.
Diizlem dis1 odaklanmamis 151k reddedilerek, boylece daha
keskin ve daha iyi ¢ozlilmis bir goriintii elde edilir (10).
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Konfokal Mikroskobunun Tipta

Kullanim Alanlar:

Konfokal mikroskobunun genis uygulamalari néroanatomi ve
norofizyoloji c¢aligmalari, hiicre ve dokunun morfolojik
calismalar1 ve tipta tan1 ve tedavide kullanimi gibi ¢ok ¢esitli
calismalar1 kapsamaktadir. Konfokal mikroskobunun yaygin
kullanim1 olarak canli hiicre goriintileme, Yesil Floresan
Protein kullanarak hiicre ve doku ig¢i protein trafigini
goriintiileme, igaretlenebilen protein, gen gibi yapilari ve
onlarn hareket ve pozisyonlarini goriintiileme, hibridizasyon
ve floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nin de
kullanildig1 kromozom fiizerindeki gen lokalizasyonlarini
saptamada; subselliiler fonksiyonu analiz etmede, hiicre igi
iyon konsantrasyonunun degisimlerini 6l¢me sayilabilir.
Diger uygulama alanlari ise rezonans enerji tansferi, kok
hiicre arastirmasi, foton ile soldurma c¢alismalari, aralikli
goriintiileme, multifoton mikroskopisi, total internal refleksi-
yon, membran ve iyon problari, bioluminesan proteinleri ve
epitop etiketleme ¢alismalanidir (14, 15).

Konfokal mikroskobunun tipta 6zellikle tan1 ve tedavi amagli
yeni kullanim alanlari da sunlardir; tipta kullanilan monoklon-
al antikorlar diinyasinda, yapilar arasindaki mesafelerin daha
niceliksel analizine ve gesitli hiicresel boliimlerde bunlarin
tespit edilmesi gibi galismalarda kullanilmaktadir. Ornegin
biyolojik olarak bozunabilir mikrokiireler igindeki insan
immiinoglobulin G (IgG) homojen ilag dagilimini ortaya
¢ikarmak i¢in LTKM kullanilmistir ve salim profilleri karak-
terize edilmistir. LTKM ayrica mikropartikiiller ve jellerdeki
makromolekiillerin difiizyon katsayilarmi olgmek i¢in de
kullanilmistir (16). Insan IgG, yabanc1 hiicrelere ve ajanlara
kars1 hazir bir savunma saglar; konjenital veya edinilmis
hipogama-globulinemili hastalar i¢in replasman tedavisinde
ve kanser, nefropati ve gastrointestinal hastalarinin sekonder
IgG eksikliklerinin tedavisinde kullanilir. Kontrollii iletim
sistemleri, intravendz ve intramiiskiiler uygulamanin klasik
yontemlerinin yerini almaktadir. Bu tiir sistemler lokalize ilag
iletimi, tedavi siklhigindaki azalma, azaltilmis maliyetler, hasta
uyumundaki iyilesme ve azalan yan etkiler nedeniyle caziptir
(17). Bu amagla biyolojik olarak bozunabilir polimer
mikrokiireleri, insan klinik kullanimi i¢in onaylanmistir.
Mikropartikiilat antijen verme sistemleri, kararl tastyicilar ve
asilar i¢in etkili adjuvanlar olarak 6zel 6neme sahiptir (18).
Dolayisiyla bu teknolojideki gelismeler insan sagligini, tedavi
sekillerini ve sonuglarini dogrudan etkileyecektir. LTKM,
ayrica bir bagka caligmada L1929 fibroblastlarinda titanyum
birikimini gostermistir (19). Bu LTKM uygulamalari,
goriintilleme sistemlerine ihtiya¢ oldugunu gostermekte ve
yiiksek kaliteli goriintiileme verilerine olan talep artmaktadir.
Konfokal mikroskobu, hiicreler ve zarlardaki floresan
molekiil topluluklarmni incelemek i¢in yaygin olarak kullanil-
maktadir (1).

Endometriyal hiicrelerin mezotelyuma yapigsmasini  ve
invazyon siirecini gosteren ilk zaman asamali ¢alismanin, {i¢
boyutlu LTKM kullanilarak yapildigi bildirilmistir (20).
Giiniimiizde goriintiileme teknolojileri prosediirleri, kompleks
numunelerde eksprese edilmis genlerin ve proteinlerin kanti-
tatif ve tekrarlanabilir analiz taleplerini karsilamaktadir.
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LTKM veri toplama, yiiksek uzaysal ve zamansal ¢6ziintirlige
sahip canli deniz kestanesi embriyolarinda gen ekspresyon
diizeylerinin saptanmasi igin kullanilmustir (21).

Son zamanlarda, LTKM c¢ok bilesenli supramolekiiler hidrojel
sistemlerinin yapisal analizi i¢in de gii¢lii bir arag olarak
ortaya ¢ikmistir (22). Ciinkii bu ¢ok bilesenli supramolekiiler
hidrojellerin yapimini saglamak igin, bunlarin derinlemesine
karakterizasyonu ¢ok Onemlidir (23). Rejeneratif tip ve
kontrollii ilag salimi ve dagitim sistemlerinde uygulamalara
olanak taniyan ¢ok ¢esitli fonksiyonel molekiiller (proteinler,
katalizorler ve nanomalzemeler), islev kaybi olmaksizin
hidrojellere  (¢cok Dbilesenli hidrojel sistemleri olarak
adlandirilir) dahil edilebilir (24). LTKM, numuneleri supra-
molekiiler nanofiberlerin ve hidrojellerin gézlemlenmesine
izin vermekle kalmaz, ayn1 zamanda uygun sekilde tasarlan-
mis floresan problarin kullanilmasiyla kimyasal tiirleri ayirt
edebilir (25). Konfokal floresan goriintileme ve ilgili
mikroskobik teknikler; supramolekiiler kimya, sistem kimyasi
ve denge dis1 kimya kombinasyonu ile gergeklestirilen
karmagik, yagamdan ilham alan kimyasal sistemlerin arastiril-
mast i¢in firsatlar saglamaktadir (26).

Konfokal mikroskobu ile ayrica; cilt biyopsisi ve fiziksel
kesitsiz subseliiler, yiiksek ¢Oziiniirliiklii goriintiiler tireterek
hizli, yatak bas1 patolojik analizler yapilmaktadir (27, 28). Bu
goriintiileme reflektans (yansima) konfokal mikroskobuyla
saglanmaktadir. Reflektans konfokal mikroskobik
goriintiileme, girisimsel olmayan bir sekilde insan cildinde (in
vivo) hiicresel diizeyde morfolojiyi gosterir. Epidermisin ve
alttaki papiller dermisin, tipik olarak 0,5 x 0,5 mm2'lik ve
100-200 pm'lik derinliklere kadar 2—5 um'lik optik kesit ve
0,5-1,0 pm'lik ¢oziniirliikle, kiigiik goriis alanlarinda
goriintiilenmesi rutin olarak gergeklestirilir (29). Reflektans
konfokal mikroskop goriintiilemenin basarisi, gelismekte olan
diger tiim girisimsel olmayan optik teknolojilerin yolunu
acmaktadir (30).

Lazer teknolojisindeki son gelismeler, hiicresel diizeyde in
vivo goriintiileme saglamak igin konfokal floresan mikrosko-
bu prensibini kullanan mikroendoskopik cihazlarin gelistir-
ilmesini kolaylastirmistir (31). Konfokal lazer endomikrosko-
bu; konfokal mikroskobunun, 1000x biiyiitme ile mikron
diizeyinde uzamsal ¢oziiniirlik saglayan disiik gigli bir
lazerle doku aydinlatmasina dayanan bir ¢esididir. Kolorektal
kanser ve premalin lezyonlarin hizli bir sekilde saptanmasinda
kullanilir (32). Dokunun histopatolojisini yiiksek duyarlilik ve
dogrulukla tahmin ederken; neoplazmlarin non-neoplazma-
lardan, gelismis adenomlarin gelismis olmayan adenomlardan
ve adenomatdz poliplerin adenomatdz olmayan poliplerden
ayrilmasinda kullanilir (33). Hem {ist hem de alt mide bagir-
sak yolunda ¢ok sayida hastalikta ve son zamanlarda safra
kanali, pankreas ve Kkaracigerin  gériintiilenmesinde
calisilmistir. Patofizyoloji ve molekiiler in vivo goriintiile-
meyi miimkiin kilar, bodylece temel ve klinik bilim
anlayisimizi genisletir (34). Prob tabanli konfokal lazer endo-
mikroskobu da, geleneksel in situ hiicresel karakterizasyona
onemli bir alternatif olarak kisa siirede yiikselmektedir (31).
Son yillarda LTKM, farkli derinliklerde okiiler yiizey doku-
larmin in vivo biyopsisine ve hiicresel ve hiicre alti diizeyde
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doku analizine de imkan vermistir. Yakin zamana kadar,
okiiler yiizey yapilarinin mikroanatomi degerlendirilmesi,
yiizeysel epitel katmanlarinin 6rneklenmesine dayanan impre-
syon sitolojisiyle simirliydi. Ornegin meibomius bezi,
konfokal degerlendirmeden en ¢ok yararlanilan okiiler ylizey
yapilarindan biridir, ¢ilinkii standart meibografi sadece tiim
bezin makroskopik bir analizini verebilir. Konfokal mikrosko-
bu ile ise, potansiyel olarak bezlerde sorun olusmadan 6nce
teshisine izin verebilir. Ayrica, konfokal mikroskobu girigim-
sel olmayan bir yontem oldugu i¢in hastalara rahatsizlik
vermediginden, bu teknik hastaligi zaman iginde siki bir
sekilde izleme, gerektiginde tedaviyi tahmin etme, tedaviye
yanit1 izleme ve buna gore tedavi rejimini degistirme avantaji
sunar. Okiiler yiizey hastaliklar1 insidansinin son yillarda
katlanarak arttig1 diigiintildiigiinde konfokal mikroskobunun
onemi daha iyi anlasilacaktir (35).

SONUC

Lazer taramali konfokal mikroskobu, basta tip olmak iizere
biyolojik, biyomedikal, gida gibi bilim alanlarindaki arastir-
malarda degerli bir alet olmaya baslamis ve kullanimi hizla
yayginlagmaktadir. Tip diinyasinda da tam1 ve tedavi igin
kullanimi giderek yayginlagsmaktadir. Kanserli dokularin
erken teshisinden, tanida kesinligi saglamasina kadar yeni
katkilar1 vardir. Geleneksel mikroskoplara gére daha keskin,
daha ayrintili iki boyutlu goriintiiler olusturur ve ii¢ boyutlu
veri toplanmasima izin verir. Ancak bazi eksiklikleri igin
konfokal mikroskobuna daha ileri 6zellikler kazandirilmaya
calisilmaktadir. Bu baglamda teknoloji, canli 6rneklere daha
derin penetrasyon imkanit veren konfokal mikroskoba
kombine ¢oklu foton goriintiilemenin getirilmesiyle hizli bir
sekilde gelismeye devam etmektedir. Bu 6zellik, gelismis
problarla birlestiginde konfokal mikroskobun, hiicrelerdeki
makromolekiillerin uzamsal dagilmint ve davranigini
goriintiilemeye yonelik giiglil bir ara¢ olmasini saglamaktadir.

Akd Tip D/ Akd Med J /2021; 7(3):457-462

KAYNAKLAR

1. Pawley J (ed): Handbook of biological confocal
microscopy. Springer Science & Business Media,
2006.

2. Paddock SW (ed): Confocal microscopy methods
and protocols. Humana Press, 1998.

3. Murphy DB (ed): Fundamentals of light microscopy
and electronic imaging. New York, John Wiley &
Sons, 2002.

4. Kasten FH, The origins of modern fluorescence

microscopy and fluorescent probes, in Cell structure
and function by microspectrofluorometry. Elsevier
1989; 3-50.

S. Lazarides E, Weber K. Actin antibody: the specific
visualization of actin filaments in non-muscle cells.
Proceedings of the Nationa 1974; 71(6): 2268-72.

6. Tsien R, Rink T, Poenie M. Measurement of cytoso
lic free Ca2+ in individual small cells using fluores
cence microscopy with dual excitation wavelengths.
Cell calcium 1985; 6(1-2): 145-57.

7. Amos WB, White JG. How the confocal laser
scanning microscope entered biological research.
Biology of the Cell 2003; 95(6): 335-42.

8. Dailey ME, Manders E, Soll DR, Terasaki M. Confo
cal microscopy of living cells. In: Pawley JB, ed.
Handbook Of Biological Confocal Microscopy
Confocal Microscopy of Living Cells. 3th ed.
Springer, 2006: 381-403.

9. Paddock SW, Principles and practices of laser
scanning confocal microscopy. Molecular Biotech
nology 2000; 16(2): 127-49.

10. Semwogerere D, Weeks ER. Confocal microscopy.
In: Gary E. Wnek, Gary L. Bowlin, eds. Encyclope
dia of Biomaterials and Biomedical Engineering. 5th
ed. W. Freeman, C.N. York, 2005: 23: 1-10.

11. Petran M, Hadravsky M, Benes J, Boyde A. In Vivo
Microscopy Using the Tandem Scanning Microscope
a. Annals of the New York 1986; 483(1): 440-7.

12. O'Rourke NA, Fraser SE. Dynamic changes in optic
fiber terminal arbors lead to retinotopic map forma
tion: an in vivo confocal microscopic study. Neuron
1990; 5(2): 159-71.

13. Minsky M, Memoir on inventing the confocal
scanning microscope. Scanning 1988; 10(4): 128-38.

14. Jonkman J, Brown CM, Wright GD, Anderson KI,
North AJ. Tutorial: guidance for quantitative confo
cal microscopy. Nature protocols 2020: 1-27.

15. Foldes-Papp Z, Demel U, Tilz GP. Laser scanning
confocal fluorescence microscopy: an overview.
International immunopharmacology 2003; 3(13-14):
1715-29.

16. Kang J, Schwendeman SP. Determination of diffu
sion coefficient of a small hydrophobic probe in poly
(lactide-co-glycolide) microparticles by laser
scanning confocal microscopy. Macromolecules
2003; 36(4):1324-30.

17. Berg A, Olthuis W, Bergveld P (eds): Micro total

461 m



Sar1 Z.B.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

462

analysis systems 2000. Springer Science & Business
Media, 2000.

Thiele L, Rothen-Rutishauser B, Jilek S, H. Wunder
li-Allenspach, H.P. Merkle, and E.J.J.0.C.R. Walter,
Evaluation of particle uptake in human blood mono
cyte-derived cells in vitro. Does phagocytosis activi
ty of dendritic cells measure up with macrophages?
Journal of Controlled Release 2001; 76(1-2): 59-71.
Osano E, Kishi J, Takahashi Y. Phagocytosis of
titanium particles and necrosis in TNF-o-resistant
mouse sarcoma L1929 cells. Toxicology in vitro 2003;
17(1): 41-7.

Witz CA, Cho S, Centonze VE, Montoya-Rodriguez
IA, Schenken RS. Time series analysis of transmeso
thelial invasion by endometrial stromal and epitheli
al cells using three-dimensional confocal microsco
py. Fertility and sterility 2003; 79: 770-8.
Dmochowski IJ, Dmochowski JE, Oliveri P, David
son EH, Fraser SE. Quantitative imaging of cis-regu
latory reporters in living embryos. PNAS 2002;
99(20):12895-900.

Panja S, Adams DJ. Gel to gel transitions by dynam
ic self-assembly. Chemical Communications 2019;
55(68): 10154-57.

Draper ER, Adams DJ. How should multicomponent
supramolecular gels be characterised? Chemical
Society Reviews 2018; 47(10): 3395-405.
Shigemitsu H, Hamachi I. Design strategies of
stimuli-responsive supramolecular hydrogels relying
on structural analyses and cell-mimicking approach
es. Accounts of Chemical Research 2017; 50(4):
740-50.

Pujals S, Feiner N, Delcanale P, Voets I, Albertazzi
L. Super-resolution microscopy as a powerful tool to
study complex synthetic materials. Nature Reviews
2019; 3(2): 68-84.

Kubota R, Nakamura K, Torigoe S, Hamachi I. The
Power of Confocal Laser Scanning Microscopy in
Supramolecular Chemistry: In situ Real-time Imag
ing of Stimuli-Responsive Multicomponent Supra
molecular Hydrogels. Chemistry Open 2020; 9(1):
67-79.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Hibler BP, Connolly KL, Cordova M, Nehal KS,
Rossi AM, Barker CA, Radiation therapy for
synchronous basal cell carcinoma and lentigo malig
na of the nose: response assessment by clinical
examination and reflectance confocal microscopy.
Practical radiation oncology 2015; 5(5): e543-¢7.
Ulrich, M. and S.J.J.0.b.o. Lange-Asschenfeldt, In
vivo confocal microscopy in dermatology: from
research to clinical application. Journal of biomedi
cal optics 2013; 18(6): 061212.

Rajadhyaksha M, Gonzalez S, Zavislan JM, Ander
son RR, Webb RH. In vivo confocal scanning laser
microscopy of human skin II: advances in instrumen
tation and comparison with histology. Journal of
Investigative Dermatology 1999; 113(3): 293-303.
Rajadhyaksha M, Marghoob A, Rossi A, Halpern
AC,Nehal KS. Reflectance confocal microscopy of
skin in vivo: From bench to bedside. Lasers in
Surgery and Medicine 2017; 49(1): 7-19.

Streba CT, Giltan AM, Gheonea IA, Demetrian A,.
Soimu A-V, Saftoiu A, Gruionu G,. Gruionu LG.
Utility of confocal laser endomicroscopy in pulmon
ology and lung cancer. Rom J Morphol Embryol
2016; 57(4): 1221-7.

Pamudurthy V, Lodhia N, Konda VJ. Advances in
endoscopy for colorectal polyp detection and classi
fication. Baylor University Medical Center Proceed
ings 2020. 33(1): 28-35.

Shahid MW, Buchner AM,. Heckman MG, Krishna
M, Raimondo M, Woodward T, and Wallace MB.
Diagnostic accuracy of probe-based confocal laser
endomicroscopy and narrow band imaging for small
colorectal polyps: a feasibility study. American
Journal of Gastroenterology 2012; 107(2): 231-9.
Goetz MJE. Confocal laser endomicroscopy: Current
indications and future perspectives in gastrointesti
nal diseases. Endoscopia 2012; 24: 67-74.
Fasanella V, Agnifili L, Mastropasqua R, Brescia L,
Staso FD, Ciancaglini M, Mastropasqua L. In vivo
laser scanning confocal microscopy of human
meibomian glands in aging and ocular surface
diseases. BioMed research International 2016; 2016.

Akd Tip D/ Akd Med J /2021; 7(3):457-462



