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SUREKLI DALGACIK DONUSUMUNDE PAUL DALGACIGI KULLANILARAK KIRMIZI
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Fen Bilimleri Enstitisu

Fizik Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogrt. Uyesi Ozlem KOCAHAN YILMAZ

Bu ¢alismanin amaci; kirmizi kan hiicrelerinin yiizey morfolojilerinin belirlenmesidir. Bu
amac dogrultusunda; mikrometre 6lgegine sahip 6rnek cismin ii¢ boyutlu yiizey profilinin 6l¢iimi
icin  beyaz 1sitk kirmmim faz mikroskobisi tekniginin  kullanildigt deney kurulumu
gerceklestirilmistir. Beyaz 1sik mikroskobu, interferometre ve CCD kullanilarak cismin 1zgara
desenli goriintiileri elde edilmistir. Ayrica, faz dagilimini hesaplamak icin, siirekli dalgacik
dontisiimiinde Paul dalgaciginin kullanilmasi onerilmistir. Paul dalgaciginin secilmesinin sebebi

birden fazla serbestlik derecesine sahip olmasidir.

Anahtar kelimeler: beyaz 1sik mikroskobu, interferometre, 1zgara deseni, siirekli dalgacik
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF SURFACE MORPHOLOGY OF RED BLOOD CELLS BY USING
PAUL WAVELET IN CONTINUOUS WAVELET TRANSFORM

Merve UYANIK
Tekirdag Namik Kemal University
Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Physics

Supervisor: Ass. Prof. Dr. Ozlem KOCAHAN YILMAZ

The aim of this study is to determine the surface morphology of red blood cells. For this
purpose, white light diffraction phase microscopy technique was used for three dimensional surface
profile measurements on micrometer scale sample bodies. A white light microscope,
interferometer and CCD were combined to obtain images of red blood cell with fringe pattern.
Besides, continuous wavelet transform with Paul wavelet was proposed for the phase calculation
from the fringe pattern. The reason of choosing the Paul wavelet that it has more than one degree

of freedom.
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1. GIRIS

Biyomedikal ol¢limleri daha ucuz ve hizli bir sekilde yapabilen, pratik ve yeterince
duyarli optik sistemleri tasarlamak miimkiindiir. Daha 6nceki ¢alismalar gosteriyor ki daha az
hata ile faz dagilimi hesaplayip bu sayede yiikseklik bilgisine erisilebilir ve dokunmadan,
dinamik {i¢ boyutlu profil elde edilebilir (Kocahan ve ark. 2018). Tip, endiistri ve aragtirmanin
pek ¢ok alaninda kullanilmakta olan optik yiizey Ol¢lim sistemlerinin hassasiyetinin
arttirllmasi; daha dogru ve giivenilir 6l¢iim ve yeni nesil tedavilerin gelistirilmesi gibi

uygulama alanlar i¢in gereklidir.

En bilinen optik 6lgiim sistemlerinin basinda teleskoplar gelmektedir. Hollandali
gozlik treticisi Hans Lippershey’n 1608 yilinda tarihe gegen ilk mikroskobu insasini takip
eden yillarda Galileo Galilei tarafindan bu yeni icatin gokyiizii rasatinda kullanilmasi ile optik

goriintlileme sistemlerinin bilimsel gézlemlerde kullanimi1 hayata ge¢mistir.

Newton’1n, “Opticks or a treatise of the reflections, refractions, inflections and colours
of light” ismiyle 1704 de yayinlanan optik kitabindan yaklasik 119 yil dnce, bir baska
Hollandal1 gozliik iireticisi olan Hans Jansen ve Oglu Zacharias 1595 yilinda, ilk bilesik
mikroskobun temellerini atmuslardir. 1ki yakinsak mercegi bir tip iginde paralel
konumlandirip, iki mercek arasindaki uzakligin degismesiyle biiyiitme oraninin degisecegini
fark eden baba ve oglunun, bu icatlarini bir gézlemde kullandiklarina dair herhangi bir kayit
bulunmamaktadir. Robert Hooke 1665 yilinda yayinladigi “Micrographia” adli eseri
aracilifiyla, ayn1 zamanda tasarim planlarini paylasima actigi, ilk rafine bilesik mikroskop ile
bit, sinek, tohum, mantar ve bitki boliimleri gibi ¢esitli biyolojik materyallerin mikroskop
altindaki goriiniimleri hakkinda ayrintili ¢izimlere ulasabiliyoruz. Hooke’un mantarin yapisini
incelerken rastladigi gézeneklere hiicre adin1 vermesi ve o an i¢in yanlis olan bu adlandirma,

literatiirde siklikla bagvurulan bu kelimenin ilk kullanimidir.

Giintimiize kadar gelen optik Ol¢iim sistemleri her gecen giin farkli yontemler ile
giincellenmekte ve gelistirilmektedir. Sadece merceklerin bulundugu sistemlerden,
giinlimiizde Kuantum Optik prensipleri baz alan taramali mikroskop sistemlerine ulasmamiz
beraberinde pek ¢ok yeni kullanim alani dogurmustur. Kullanimlari, ilk yillarinda 6zellikle
gok cisimlerinin yer kiireye olan uzakligin1 6lgmek ile sinirliyken simdi Kuantum belirsizlige
sahip cok kiigiik objelerde ylizey taramasi, faz bilgisi ve yiizey morfolojisi hakkinda bilgiye

ulagabilmemize olanak saglamaktadir. Rasati yapilan objenin, faz bilgisi ve dolayisiyla



yiikseklik bilgisine erigimi saglayan bu optik sistemlerden biri de Izgara Yansitma Teknigi

olarak adlandirilan sistemdir.

Izgara yansitma teknigi sade bir anlatim ile 6rnek cismin iizerine bilgisayar programi
yardimiyla olusturulmus 1zgara deseni yansitilmasi veya calisilan deney diizeneginin cismin
goriintiisii tizerinde bu deseni olusturmasi sonrasinda bunun goriintiisiiniin kaydedilmesini
gerektirir. Ornek iistiine yansitilan veya &rnegin goriintiisii ile birlikte yaratilan bu 1zgara
deseninin fotograflanmasi ile goriintiide O6rnek cismin yiiksekliginden kaynaklanan bazi
kaymalar/egilmeler goriilmektedir. Izgara deseni iizerindeki bu deformasyonun goriintiisii
cesitli analiz yontemleri kullanilarak cismin {i¢ boyutlu yiizey bilgisine erismemizi saglar Ki
bu durum ayni zamanda cismin {i¢ boyutlu profilini olusturmamiza olanak tanir. Izgara
yansitma teknigi ile taramasiz, anlik alinacak bir cisim goriintiisii ve bir referans goriintii, drnek

cismin yliksekliginin hesaplanmasi i¢in yeterlidir.

Cismin (zerine bilgisayar programi yardimiyla olusturulmus 1zgara desenin
yansitilmasi ile ¢alisan 1zgara yansitma yonteminde; projeksiyon, goriintii alma ve goriintii
analiz birimleri olmak iizere temel ii¢ birim bulunur (Gorthi ve Rastogi, 2010). Calisilan deney
diizeneginin, cismin goriintiisiine entegre 1zgara deseni olusturmasiyla ¢alisan, ii¢ boyutlu
yuzey Olcim yonteminde ise mikroskop, interferometre, gorintl alma ve gorintl analiz
birimleri bulunur (Bhanduri ve ark 2012).

Her iki durumda da kaydedilen gorintude saptanan, i1zgara deseninde olusan, cismin
yiiksekliginden kaynakli meydana gelen egrilmeler; yiikseklik bilgisini yani Fourier
dontisiimiinde faz terimini tagir (Su ve Chen, 2001). Fourier doniisiimii, farkli ana dalgaciklarin
(Morlet, Morse, Paul gibi) secimiyle Surekli Dalgacik Doéniigiimii, Hartley doniisimii (Kaya,
2010) ya da Stockwell doniisiimiinden herhangi biri tercih edilerek olusturulan bir analiz
programi sayesinde faz dagilim bilgisini hesaplar. Sistemin geometrisinden faz, yiikseklik
bilgisine doniistiiriiliir (Kocahan, 2008). Yiizey iizerinde bulunan her noktanin referans diizlemi
baslangi¢c noktasindan olan yiiksekligi belirlenerek bir araya getirildiginde cismin ii¢ boyutlu

profili elde edilmis olur (Kocahan, 2008; Takeda ve Mutoh, 1983).

Izgara yansitma yontemi, desenin yansitilmasiyla gerceklestirildiginde, cismin
goriintlisii kiigiildiikge 6l¢iim zorlasacagindan hassasiyetini kaybeder. Desenin cismin iistiine
yansitilmaya c¢aligilmasi durumunda; 6rnek cisim boyutu kiigiildiik¢e birim alan basina diisen
1zgara sayis1 degisecek, azalacaktir. Bu sebeple teknik, kiigiilen boyutlarda da saglikli sekilde

kullanilabilmesi i¢in, sistemde projeksiyon birimi yerine interferometre kullanmak makul bir



yaklasim olur ki bu sistem zaten “Kirinim Faz Mikroskopisi” adiyla mevcuttur (Popescu ve ark
2006). Kirinim Faz Mikroskobibisi mikrometre mertebesindeki 6zellikle hareketli cisimlerin

g6zlemi icin ideal bir tekniktir.

Bu c¢alismada, sagladigi avantajlar nedeniyle Beyaz Isik Kirinim Faz Mikroskopisi
kullanilmistir. Calismanin amaci dogrultusunda, sistemden alinan, 1zgara desenine sahip
kirmizi1 kan hiicrelerinin goriintiileri, bir boyutta, Paul dalgacig1 anne dalgacik olacak sekilde
Siirekli Dalgacik Doniigiimii yardimiyla analiz edilmistir. Yiizey morfolojisi hakkinda
tartisabilmek i¢in gercken 3 boyutlu model ve yiikseklik bilgisine bu analiz sayesinde
ulasilmistir. Siirekli Dalgacik Doniistimiinde Paul dalgacigina alternatif olarak Morlet dalgacigi

denenmistir.

Kan hiicrelerinin Beyaz Isik Kirmmim Faz Mikroskobisinde olusturulan 3 boyutlu
modelleri ise Taramali Elektron Mikroskobu ve Atomik Kuvvet Mikroskoplarindan alinan

Olciimlerle karsilastirilmistir.



2. KIRINIM FAZ MiKROSKOBISI

Literatiirde Kirinim Faz Mikroskobisinin temeli olan “Faz Contrast” fikriyle ilk
karsilasmamiz, Frits Zernike’nin 1953 yilinda Nobel Fizik Odiiliinii kazanmasini1 saglayan
calismasindadir (Zernike 1942). Eritrosit, epitel doku 6rnekleri vb gibi biyolojik materyaller ya
da yar iletken ince filmlerin ¢ogu kendi kirilma indislerine sahip ge¢irgen materyallerdir.
Zernike bu ¢aligmasinda bu tip gecirgen materyaller i¢in “Phase Contrast” adin1 verdigi, yeni
bir mikroskobik gézlem tekniginden bahsetmektedir (Zernike 1942). Fresnel denklemleriyle
aciklanmas1 miimkiin olan bu g¢alismanin temel prensibi; tasarlanabilecek ideal bir optik
gorinttileme sisteminin, goriintii diizleminde hem faz hem de genlik bilgisi barindiran 6lgekli
bir kopyasini yaratmanin miimkiin oldugudur. Goriintii diizleminden alinan faza duyarh
Ol¢iimler, nesnenin kirilma indisi ve kalinlig ile iliskilidir. Takip eden yillar i¢inde bu goriisii
destekleyici bagka bir yayin, komiinikasyon teorisi alaninda uzman bir elektrik miihendisi olan

Dennis Gabor’dan gelmistir.

Gabor; 20. yiizyilin ilk yarisinda, goriintiilemenin de temelde bir veri aktarim yontemi
oldugu fikrini ortaya atmistir. Bir cismin sinyalinin icerdigi toplam bilgiyi (genlik ve faz
cinsinden) holografik olarak kaydetmek ve sonrasinda bu kayit kullanilarak orijinal sinyalini
yeniden elde etmenin miimkiin oldugunu gostermistir (Gabor 1948). Herhangi bir cismin
yaydig1 goriintii sinyalinin, koharent bir referans ile girisim yapmasi sonucunda agiga ¢ikan
dalganin siddeti, bu iki dalganin faz farkina bagimlhidir. Standart goriintii kaydetme teknikleri;
siyah-beyaz goriintii i¢in 151k siddetindeki, renkli goriintiler icin ise dalga boyundaki
farkliliklar1 kaydederken; bir hologram hem 1s1k siddeti hem dogrultusunu kaydederek,
dalganin yiikseklik, dalga boyuna bagli renk ve dogrultusu yani sahip oldugu tiim igerige
ulagilabilmesine olanak tanir. Yani bir hologram diger tekniklerin aksine cismin goriintiisiinl

degil tiim sinyal icerigini kaydedilmesini saglar.

Bu bilgiler 151¢1nda; yiikseklik bilgisi i¢in gereken faz bilgisine bir hologram yaratarak
ulasabilmek miimkiindiir ve yiikseklik bilgisine ulasabilmek i¢in mikro boyutta bir numune
iistline 1zgara deseni diisiirerek 1zgara yansitma tekniginin kullanilmasi yerine 1zgara desenini

numune gorantusu ile birlikte yaratmak daha verimlidir.

Numuneden alian sinyal bilgisi kaybolmadan ayni zamanda goriintliye entegre bir

1zgara deseni yaratmak, goriintii diizleminde girisim deseni olugturmak anlamina gelir ki bu da



aslinda goriintii sinyalinin holografik kaydini yapmaktan farkli bir durum degildir. Kirinim Faz

Mikroskopisi bu prensip ile ¢alismaktadir.

Kirinim Faz Mikroskobisinin (KFM) kullannom amaci; bir inverted mikroskop ve
interferometreyi birlestirerek, tam olarak, holografik bir kayit yapmaya c¢alismaktir.
Interferometrik kisim; kirinim ag1, 4f mercek sistemi ve CCD kameranin bir araya getirilmesi
ile olusturulur. Bu interferometrik sistem 4f sistemi olarak adlandirilir. Bu adlandirma iki
mercegin her iki yonde sahip oldugu ikiser odak uzaklik sayisinin toplamindan gelmektedir.
Sistem, mikroskoptan aldig1 ve kirinima ugrattigi goriintiiniin gézlem diizleminde girisimini
olusturmayr hedefler. Fotonun dalga-parcacik ikilemiyle hareket ettigi bu sistemde
interferometre i¢in gereken elemanlarin tasarlanmasi yine temel fizik ilkeleri baz alinarak
yapilir. Kurulum hatasiz gergeklestirildiginde, interferometre olduk¢a kararli ve yiiksek
hassasiyette 6l¢iimii miimkiin kilar ki bu durum 6zellikle mikro boyutta hareketli biyolojik

materyallerin goriintiilenmesini elverigli hale getirmektedir.

Bu sistemin verimli ¢alisabilmesi ve kullanilabilir bir interferogram yaratabilmesi adina,
sistem geometrisinin interferometrik kisminin sahip olmasi gereken bazi fiziksel sinirlar

bulunmaktadir.

2.1 Kirimim Faz Mikroskobisi Tasarimi i¢cin Gerekli Fiziksel Sinirlar

Bunlardan ilki merceklerin ve dolayisiyla sistemin ¢oziiniirliiglinii de belirleyecek olan
NA olarak adlandiracagimiz “Numerical Aperture” yani sayisal agikliktir. Numune ve mercek
arasindaki ortamin kirilma indisi n ve kaynagin, mercegin efektif capiyla yaptigi agiya 0 dersek,

sayisal agiklik

NA =n.sinf (2.1.1)

seklinde tanimlanabilir. Bu noktada, 15181n dalga davranisinin bir sonucu olan kirinim, neyin

coziilebilecegi konusunda 6nemli rol oynar.



Miikemmel optik sistemler tasarlasak/kullansak dahi, bir noktaya 15181 miilkemmel
odaklamamiz miimkiin degildir. Bir nokta kaynak halindeki 151k, dairesel bir diyaframa sahip
bir sistem ile gdzlemlendiginde, goriintii artik bir nokta kaynagi olmaktan ¢ikip, birbiri igine
gecmis bir dizi ¢ok zayif halka ile ¢gevrelenmis bir disk goriintiisiinii alacaktir. Bu fotonun dalga-
pargacik ikiliginden kaynaklanmaktadir. Bu merkez diski g¢evreleyen bir dizi zayiflayan
halkanin olusturdugu goriintiiye Airy disk adi verilir ve grafik gosterimi asagidaki sekilde

verilmistir:

1/1(8)

k(Ap)sing

Sekil 2.1.1 Airy disk grafik gosterim

Bu halkalar, 15181n Fraunhofer kirinimi ile dairesel aciklik tarafindan iiretilir. Bu durumda

parlaklik asagidaki gibi ifade edilir:

2], (k(Ap)sin®)]* (2.1.2)
k(Ap)sind

1(6) = 1(0) [

1(0) kirinim deseninin merkezdeki pik aydinligi, k dalga sayisi, Ap merkez kirinim noktasimnin
yarigapidir. J; ilk tir Bessel fonksiyonunun gelmektedir. Grafikte agik¢a goriinen merkez
aydinligin pik noktasi ile ilk mimimum noktas1 arasindaki uzaklik Airy diskin yarigapini verir.

1.222 (2.1.3)

Ap = =222
P = NA



Uygun diizenlemeler ile ¢ozunarlik

r - 1222 1222 1222 (2.1.4)
~ 2(n.sin®)  NAypj+NAcon  NAgp,

olarak tanimlanabilir. Abbe'nin formiiliinden elde edilen ¢oziiniirliik, Rayleigh kriterine gore
hesaplanir. Bu kriter; farkli iki kaynaktan gelen 15181n ¢oziilebilirlikleri bozulmadan ne kadar
yakinlasabilecegini soyler. Baska bir degisle; iki Airy diskin dl¢limii sekteye ugratmaksizin
birbiri i¢ine ne kadar girebilecegini belirler. NA ne kadar biiyiik olursa Airy Diskin yarigapi o
kadar kiiciik olacagindan, daha biiylik bir NA ye sahip mercek daha net ve ayrintili bir goriintii
elde edebilir. Yani belirli bir dalga boyunda daha iyi bir ¢cézUnurlik elde etmek icin daha yuksek
bir NA gerekir ve daha yiiksek bir NA karakteristik beklentide daha kiigiik bir goriis alani
(FOV) ile sonuglanan daha yiiksek bir biiyiitme anlamina gelir (Bhanduri ve ark 2014).

Y Uiksek optik ¢oziliniirliige erismek ayni zamanda 6l¢time uygun drnekleme yapabilmeyi
gerektirmektedir. Ornekleme teoremi bizim igin énem teskil eder ciinkii sistemde yarattigimiz
1zgara, esas olarak goriintiiyli 6rneklemektedir. Bu sebeple, 1zgara periyodu yeterince ince

olmadikga, bu 6rnekleme, mikroskobun dogal optik ¢oziiniirliigiinii bozacaktir.

Ornekleme teoremi; limitli bir bant genigligine sahip siirekli zaman sinyallerinden
kararinda/gerektigince ornek alindig takdirde, bu 6rneklerden bilgi zayi olmayacak bi¢imde,
surekli zaman sinyaline geri donebilmenin olanakli oldugunu ifade etmektedir. Bu durum bizim
sistemimizde de oldugu gibi siirekli bir analog sinyalin, kesikli bir dijital sinyale
doniistiiriilebilecegi ve hatta tekrar siirekli bir sinyal halindeki ilk forma doniilebilecegi

anlamina gelmektedir.

Nyquist teoreminin -ki bu bir 6rnekleme teoremidir- bir sonucu olarak, kirinim noktasi
basina minimum iki 1zgara deseni diismesini beklenmektedir (Nyquist 1928). Interferometrik
kurulumun bunu saglayip saglamadig: kontrol edilmelidir. Interferogramdaki frekansin analiz
edilebilecegi kapsama alanim1 anlamak igin CCD {stlinde o6lgiilen yogunlugun Fourier

doniistimiinii almaliy1z.

KFM nin son eleman: olan CCD kamera, mikroskoptan alinan goriintii sinyalinin

girisim deseni ile ulagtigi diizlemdir. CCD kameralar, analog gorinta sinyalini dijital ortama



aktarmak igin kullanilan cihazlardir. Uzerlerinde yatay ve dikey olmak iizere alicilar bulunur
ve bu alicilar 1518a duyarlidir. Coziiniirliikleri de bu alicilarin sayisi ile belirlenir ¢iinkii her bir

alic1 bir pikseldir.
Oncelikle sunlar1 hatirlayalim:

1. Correlation teoremi: Uy(x, y)Ugs = Uq(ky, ky) ® Ug(—ky, —k)

2. Shift teoremi: e#*' — §(k, — B, —k,)

3. Convolution teoremi: : Uy (x, y)Uie* — Uy (ky, ky)Uy ® 6(ky — B, ky)

4. Referans bileseni uniform olmalidir. Bu sebeple, igne deligi filtresinden (pinholeden)

uniform olarak gegtigini varsayalim: U, Uy — |U, |26 (ky, k)

5. ® semboll convolution teoremi temsil ediyor (Bhanduri ve ark. 2014).

CCD iistiinde oOlgiilen yogunluk:

Iep(x",y") = Ucp (%, y)Ucp(x, y) (2.1.5)
= Ao (x", yDIP1A" |7 + 2|41 ]|1Ao (x", ¥")| cos(Bx" + Ag)

Fourier dontisiimii alindiginda

+ 00 (K, k) YUy ® 8(kye — B ky) + Ug(—ko —ky) Uy ® 8(ky + B, k) (2.1.6)

CCD diizlemindeki girisim deseninin hatasiz olabilmesi i¢in 6rnekleme isleminin
hatasiz yiiriitiilmesi gerekmektedir. Nyquist teoremi; daha dncede degindigimiz iizere, belirli
bir sinyal hakkinda biitiin bilgileri edinebilmek icin, belirlenen sinyalin, maksimum frekans

bileseninin en az iki kat1 kadar 6rnekleme yapilmasi gerektigini sdyler. Bu sebeple goriintii



sinyalinin birincil lobunun yarigap1 2koNA,p; ve ikincil lob yarigapt koNA,,; olacaktir.
Ortiisme hatalarindan kagimabilmek, CCD diizlemindeki giiriiltiiyii azaltmak icin, 1zgara

frekans modiilasyonu soyle se¢ilmelidir:

B =3 koNAyp; (2.1.7)

Frekans modilasyonun tercih edilmesinin sebebi, sonug sinyal kalitesinin genlik modulasyona
oranla daha yiiksek kalitede elde edilmesidir (Amstrong 1933). Modiilasyon, bilgi i¢erigi yogun
bir sinyalin sadelestirilerek, tasiyici ve bilgi sinyali olmak tizere ikiye ayrilmasi ve daha sonra
tekrar bir araya getirilmesidir. Frekans modiilasyonunda tasiyici siniizoidal sinyaldir ki bu KFM
de 0 bileseni yani AC bilesen, bilgi sinyali ise DC olan +1 bilesenidir. +1 bileseninin bilgi
bileseni secilmesinin ana sebebi, frekans modulasyonun yiiksek frekansa sahip, sonug
sinyalinde giiriiltiiye sebep olan alic1 bilesenlerinin aksine diisiik frekansa sahip olup giiriiltiiyii

minimize etmesidir.
Ayni zamanda frekans modiilasyonu B (6rnekleme duizleminde)
(2.1.8)

21
ﬁ = (T)Mobj

olarak tamimlanir. Burada M,,; mikroskopta uygulanan blyime ve A izgara periyodudur.
AM,p;
Boylece 6rnekleme simirlamasindan A < —22— ylagiriz. Bu temel kistastir ve 1zgara

3 kONAobj

periyodunun se¢iminde bir Ust sinir saglar.

Kirinim ile olusan Airy Disk in yarigap: degerini biliyoruz ve yerine yazarsak:

A 1.222 (2.1.9)
p =
NAoypj
A< APMob] (2.1.10)
3.66

Bu bize; en uygun ¢oziiniirliikte calismak ve ¢cakismalardan kaginmak i¢in Airy Disk yarigapi

basina basina en az 3.66 1zgara sacagina ihtiyacimiz oldugunu sdyler.



Nyquist teoremi; kamera iistiindeki pikseller tarafindan interferogramin diizgiin bir

sekilde modellenebilmesi i¢in

olmas1 gerektigini sdylemektedir. Burada kg piksel basina 6rnekleme sikligidir. Bu esitligi

kullanarak 4f sistemi sonunda elde edilecek biiylime hesaplanabilir. CCD kameranin sahip

oldugu her bir piksel boyu z olsun. Dalga sayis1 ve dalga boyu iliskisini hatirlayacak olursak:

k=2 (2.1.12)

Elimizdeki denklemi bu temel esitliye benzetmeye ¢alisalim. k; yerine agikar ki

M, M 2.1.13
o Ob]Z af ( )

yazilabilir. {w} kismina birim analizi yapilirsa % benzerligini verdigi acik¢a goriiliir. O

halde denklemi diizenlersem CCD kameranin, piksel oOrneklemesi nedeniyle yasanacak

ortiismelerden kacinmak i¢in gereken kisitlama:

M,,:M 2.1.14
kg = Zn% > 2(B + koNAyp,)) ( )
olarak bulunur. Bu ayn1 zamanda
1 1 NAobjl (2.1.15)
M| = 2z |~ +=-—2
[Mar] [A A Mgy,

olarak bulunan, verilen bir 1zgara periyodu i¢in 4 sistemdeki minimum blyutmeyi belirten bir

bagka 6nemli kriterdir.
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Bu biyiitme, CCD diizlemindeki piksel boyutuna gore 1zgara periyodunu
ayarlayabildigi i¢in sistem i¢in bir ayar diigmesi olarak kullanilabilir. 4f sistemdeki blyutme,
ayn1 zamanda goriis alanini (Field of view) da belirler. mxn boyutunda bir goriintii i¢in FOV,

ornek diizlemde, asagidaki gibi hesaplanabilir:

Z 2.1.16)
FOV = [m,n] — (
MoypiMys

Burada m ve ne sirasiyla x ve ye yoniindeki bilesenler ve a daha once de kullandigimiz piksel

boyutudur.

Mikroskoptan alinan analog goriintii sinyalimizi frekans modiile edildiginden
bahsedilmisti. Bunu i¢in sinyal Once, mikroskobun oOniine konulan bir kirinim agr ile
bilesenlerine ayirip daha sonra algak gecirgenlikli bir filtre yardima ile siizerek yaratilir. Algak
gecirgenlikli filtreyi yaratabilmek icgin oncelikle 4f sistemindeki Fourier duzlemi ve bu
duzlemdeki mesafeler/araliklara hakim olunmasi ve bu mesafelerin bazi kosullar altinda

hesaplanmas1 gerekmektedir.

Kirinim agimdan gecen m. kirinim bileseninin normal ile yaptig1 a¢1 Snell yasasindan

yola ¢ikilarak

_ (2.1.17)
sinf,, = m~

seklinde yazilabilir. Merkez ve ardisik bilesenler arasindaki mesafe M1 merceginden gectikten
sonra neredeyse sabit kalir bu mesafe Ax’dir. Ayni1 zamanda kiriim ag1 ile mercek arasindaki
uzaklik ve mercek ile algak gegirgenlikli filtre arasindaki mesafe aynidir ve bu mesafe f; ile

ifade edilir. Temel trigonometrik bagintilardan yola ¢ikildiginda,

Ax (2.1.18)

fi

tan@,, =

esitligine ulasilir. Burada 6 acis1 o kadar kiictiktiir ki yine temel trigonometrik bagintilardan

11



tan@,, =sinf,, =6,, (2.1.19)

esitliginden hareketle iki bilesen aras1 mesafe

fd (2.1.20)

olarak hesaplanir. Merceklerin ¢ozlntirliiklerinin  NA degerleri ile belirlendiginden
bahsedilmisti, bu sebeple M1 mercegi icin f; degeri ¢Oziinilirliik goz ardi edilmeden

hesaplanmalidir ki bu kosul:

A NAgp; (2.1.21)
NA, > 4 2%
1=t M,p,

Iki bilesen arasindaki mesafe bilindiginden artik algak gecirgenlikli filtre tasarlanabilir.

KFM kurulumlarinda algak gecirgenlikli filtre olarak, optik laboratuar ortamlarinda
sikca tercih edilen, Mekansal Istk Modiilatorleri (Spatial Light Modulator-SLM)
kullamlir(Wang ve ark 2011). SLM’ler 15181, piksel sablonuna gdre modiile eden ve
programlayabilen bir gesit devre elemanlaridir. Ancak filtre ayn1 zamanda, referans bilesen igin
kiiciik tiretilmis bir igne deligi ve merkez bilesen i¢in daha biiyiik bir kesme kullanilarak, ilkel

ancak oldukca verimli bir yol ile Uretilebilir.

Fraunhofer kirmmim deseni, bir optik sistemde, sistemin goriintii diizleminde olusan
kirmimdir ve asikar ki KFM de kullanilan 4f sisteminde de bu kirinim desenine rastlanir.
Kullanilan filtre iistiinde olusturulan, D ¢apindaki igne deligi filtresinden (dairesel aciklik)
gecen bir diizlem dalgasindan kaynaklanan Fraunhofer kirinim modeli, M2 de bir Fourier

dontistimii gergeklestirdikten sonra

12



Dp.1? (2.1.22)
2 C770)

I(x,y) = Iy ~Dp

Af2

formdadir. Burada, I, pik aydinlik, A aydinligin dalga boyu, f; M2 lensinin odak uzakligi ve
p =+/x% + y? . Jinc iglevinin argiimanin ilk sifira yerlestirmek, merkezi lobun yarigap1 p’yi
c¢ozmemize, merkez bilesenin c¢apr dolayisiyla filtre iistiinde merkez bilesenin gegecegi

kesmenin boyutunu hesaplayabilmemize olanak tanir. Ciinkii jinc(0)=1 dir (Blahut 2004, Hende
ve ark 1997).

D 2.1.2
7P 383 (2.1.23)
Afz
0 A (2.1.24)
p=38322=122"

Abbe formiiliinii tiiretilmis oldu. Referans bilesenin gececegi igne deliginin boyutu, bileseni
olabildigince uniform hale getirmelidir. igne deligini kiigiiltmek bu homojenligi saglayacak
ama yogunlugu azaltacaktir. Igne deligi, yogunlugu ve homojenligi ayn1 anda maksimize

edecek sekilde tiretilmelidir. M2 merceginin NA degeri

A 1.222 (2.1.25)

kosulunu saglamalidir. Boylece her iki bilesen mercegin efektif alanina sigabilir ve ayni

zamanda (FOV’u kapsayacak sekilde) kamera diizleminde {ist iiste gelebilir.

Standart bir KFM kurulumunda 151k kaynagi olarak lazerler kullanilmaktadir. Lazerler

monokromatik kaynaklardir ve yiiksek zamansal yani frekans uyumluluga sahiplerdir. Yksek
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frekans uyumlulugu beraberinde diisiik mekansal uyumlulugu ve deneysel gozlemde Ornek
uzaymda beneklenmeyi meydana getirmektedir. Bunun sebebi Karl Kiipfmiiller belirsizlik

ilkesidir. Ilke; k, 1 ya da %> olmak kosuluyla

AfAt > k (2.1.26)

seklinde tanimlanir (Kiipfmiiller 1928). Bu belirsizlik aslen Heisenberg Belirsizlik ilkesinin
sinyal analizine uyarlanmis halidir. Bir elektromanyetik dalganin frekansinin tespit edilebilmesi
icin bir miktar zaman ge¢melidir. Yani dalganin frekansini tek bir anda 6l¢gmek olanaksizdir.
Bekleme siiresi uzadik¢a zaman belirsiz hale gelecektir. Enerjisi kiigiikse, ayn1 oranda, dalga
boyuyla baglantili, bekleme siiresi uzayacak oOlgiilen zaman belirsizlesecektir. Tam aksi
durumda ise enerji biiyiikse, ayn1 oranda, dalga boyuyla baglantili olarak bekleme siiresi

kisalacak ve dlgiilen zamanin belirsizligi azalacaktir(Heisenberg 1927).

Farkli frekanslarda ayni faza sahip olmayan dalgalar birlestirildikleri zaman siirekli bir
dalga olusturabilirler. Beyaz 1s1k farkli renklerdeki farkli frekanslarin bilesiminden olustugu
icin buna iyi bir 6rnektir. Ote yandan farkli frekanslara sahip dalgalar sabit faz iliskileri olmasi

durumunda girisim yapabilirler. Bu duruma spektral uyumluluk denir.

Astronomi i¢in kullanilan optik sistemlerde 151k kaynagini segebilme liiksii
bulunmadigindan kullanilan sistemler 151k kaynagimin mekansal ve spektral uyumlugunu
girisim elde etmek i¢in kurgulamak zorundadirlar. Astronomlar; teorik bilgiden yola ¢ikarak
yapilan uygun kurgulama ile interferogram eldeli sistemlerin maksimum verimlilikte 6lcim

yapabilmesini saglamiglardir. Bu durum KFM kurulumuna uyarlanabilir.

Beyaz 15181n spektral uyumlulugu, KFM ig¢in lazer kullaniminda olusan beneklenmeyi
bertaraf etmek icin alternatif bir 151k kaynagi olarak kullanilmasina olanak tanir. Beyaz 151k
mikroskobu ve Mach-Zehnder Interferometresi birlestirilerek Beyaz Isik Kirmim Faz
Mikroskobisi ad1 verilen bu yeni 6l¢iim sistemi ile kan hiicrelerinin yiizey 6l¢iimii daha 6nce

denenmistir (Bhaduri ve ark, 2012) .

Bu tez calismasinda da sagladigi avantajlar sebebiyle Kirinim Faz Mikroskobisine

alternatif olan Beyaz Isik Faz Kirmim Mikroskobisi kullanilmistir.
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3. SINYAL ANALIZi iCIN INTEGRAL DONUSUMLER

Bir sinyal; bir sistem, davranis ya da bazi olaylarin nitelikleri hakkinda bilgi tagiyan bir
fonksiyondur. Bu sebeple degiskenlerin durumu hakkinda tagidigi bilgiye ulasilabilir ve bu bilgi
matematiksel olarak fonksiyon halinde gosterilebilir. Bir sinyal, ¢cok ¢esitli bilgilere bagvurmak

icin kullanilabilir (Priemer 1991).

Herhangi bir goriintii ham halde bir sinyal olarak tanimlanabilir. Sinyaller harmonik ya
da an harmonik sekillerde i¢lerinde birden fazla dalgay: barindirabilirler ve her biri siniis ve
kosiniis dalgalar olarak ifade edilebilir. Bir goriintii sinyalinin iglenebilmesi igin oncelikle
sayisal olarak ifade edilebilmesi gerekmektedir. Sinyallerin frekans bilgilerine ulagsmak i¢in
cesitli integral donilisiim yontemleri kullanilmaktadir. En yaygin olam1 Fourier Doniisiimii
olmakla birlikte (Polikar, 1999) sinyalin karakteristigine uygun olarak farkli yontemler de
kullanilmaktadir. Bunlardan bir kag1 Hartley doniistimii (Hartley 1942), Hilbert doniisiimii,
Dalgacik doniigiimii (Adison 2002) ve S-doniistimiidiir ( Stockwell ve ark., 1996). Her yontem

bazi avantaj ve dezavantajlar barindirmaktadirlar.

Fourier doniisiimii; problemin, ¢dziilebilecegi bir uzaya tasinip, ¢6ziim yeni uzayda
gerceklestirilerek, sonucun ilk uzaya geri taginabilmesine olanak tanir [2]. Bu tersinirlik

sinyalin islem siirecinde ham hale geri doniilebilmesini miimkiin kilar.

Fourier Doniisiimii (FD) ve Ters Fourier Dontistimleri(TFD) sirasiyla su denklemlerle

tanimlanabilir (Polikar 2006):

e 3.1)
G(f) = j g(O)exp(—i2nft) dt

— 00

7 32)
90 =5- [ 6 exptiznrods

Burada; t zaman f frekansi, G(f) frekansa bagl fonksiyonlari , g(t) ise zaman bagh
fonksiyonlart temsil etmektedir. Fourier doniisiimii duragan yani frekansi zaman iginde
degismeyen sinyallerin analizinde verimlidir ancak sinyalin duragan olmadig1 ve i¢inde farkli
frekansta bilesenler barindirdigr durumlarda; spesifik bir frekansin ne zaman gergeklestigini

soyleyemez.
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Fourier doniisiimiiniin bu dezavantajini ortadan kaldirmak adina zaman i¢inde yontem
istiinde baz1 diizenlemeler yapilmistir (Gabor 1946). Gabor, diger adiyla Kisa Zamanli Fourier

Doniigiimiiniin (Okamura 2011) matematiksel ifadesi

b (3.3)
KZFD(b,f) = f x(u(t — b)exp(—i2nft)dt

— 00

seklindedir (Kwok ve Jones 2000). u(t — b) pencere fonksiyonu ve b 6teleme parametresidir.

Pencere fonksiyonunun zaman uzayindaki konumunu b parametresi belirler.

Fourier doniisiimii sinyali sonsuz uzunlukta tek bir pencere altinda incelerken, Kisa
Zamanl1 Fourier Doniislimii, sinyali zaman alaninda pencerelere bolerek Fourier doniistimunu
her bir pencere i¢in yapmaktadir (Polikar 2006). Bu sayede belirli zaman araliklarinda analiz
sirasinda kaybolan zaman bilgisinin de elde edilmesi miimkiin olmaktadir (Valens 1999). Bir

sinyal i¢cin uygulamasi su sekildedir:

I.  t=0 ani, sinyalin baglangicina sonlu bir pencere fonksiyonu yerlestirilir.
ii.  Pencere iginde kalan sinyale FD uygulanir.
iii.  Pencere kaydirilarak her yeni konum i¢in bu iglem tekrarlanir.
iv.  Her yeni pencere i¢indeki sinyale uygulanan FD ile frekans bilgisi elde edilir ve elde

edilen bu deger Fourier katsayisi olarak adlandirilir.

Her bir doniisiim iglemi esnasinda pencerenin uygulandigi zaman bilgisine sahip
oldugundan, frekans ve zaman bilgisine ayni zamanda erisilebilir. Ancak pencere
fonksiyonunun fiziksel sinirlilig1 sahip olmasi onu bir ikilem igine sokmaktadir. Heisenberg
belirsizlik ilkesine benzer sekilde zaman-frekans ikilisini ayni anda mutlak keskinlikle
belirleyebilmemiz miimkiin degildir. Pencere boyutu kiiciiltiildiiglinde daha kesin zaman bilgisi
elde edilebilirken frekans bilgisinin ayirt edilmesi zorlasacak; pencere boyutu biiyiitiildiigiinde
ise frekans ayirim giicii artarken bu defa zaman aralii ¢ok genis olacaktir (Polikar 2006).
KZFD sirasinda pencere fonksiyonu frekans ile degismez, bu sebeple periyodu pencere
genisliginden biiylik olan frekanslar1 -ki bu durumda frekanslar diisiik olacaktir- ¢0zemez
(Stockwell ve ark 1996). Bu sorunu ¢dzmek icin Stockwell 1999 yilinda KZFD den farkli
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olarak pencere fonksiyonunun, frekans ile orantili olarak genisledigi degisken bir hale

getirilebilecegini sdylemis ve su sekilde tanimlamigtir:

< (3.4)
S(b,f) = f x(Du(b —t, Hexp(—i2nft)dt

— 00

Burada, pencere Gaussian fonksiyonu olarak secilir. Pencere fonksiyonu zaman iginde
ilerlerken Fourier siniizoidi b parametresinden bagimsiz ve sabittir (Pinnegar ve Mansinha,
2004).

Kisa zamanli Fourier doniisiimii i¢in gelistirilen alternatif metotlardan biri de Siirekli
Dalgacik Doniigiimiidiir. Siirekli Dalgacik Doniisiimii (SDD); goriintli sinyalinde bulunan
yiikseklik bilgisine erismek icin idealdir ¢iinkii faz hesaplamak icin verimli integral

doniisiimlerdendir.

Fourier siniizoidinin belli bir sinir1 bulunmadigindan -co , +o0 araliginda siirekli olarak
kendini tekrar eder ve tahmin edilebilirler. Ancak sinyaller bu kadar dizenli
olmayabileceginden ¢cogu zaman diizensiz ve asimetrik 6zelliklere sahip dalgaciklar bir sinyal

karakteristigini anlamak adina daha uygundur.

Marsilya teorik fizik merkezi ¢alisma grubu tarafindan, Grossman ve Morlet
yonetiminde gelistirilen SSD yontemi (Abbak 2007); pencere fonksiyonuna alternatif olarak
ana dalgacik adi verilen ¥ (x) fonksiyonunu kullanir. “Ana dalgacik fonksiyonu”
adlandirmasinin sebebi, bu fonksiyonun dalgaciklar yaratmak bir baslangi¢ formu olup, yapilan

otelenme ve genislemelerle dalgaciklar yaratilmasidir (Vetterli ve Cvetkovic, 1995).

¥ (k,) ana dalgacik fonksiyonunun su ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir(Meyers

ve ark. 1993):

I.  Ana dalgacik fonksiyonunda merkez, sifirda olacak sekilde secilmelidir.
ii. x — oo giderken ¥(x) — 0 gitmelidir.
iii. Kabul edilebilirlik kosulundan; ¥(k,) 1n sahip oldugu ortalama deger sifir
olmalidir.

iv.  Dalgaciklar genellikle diizenlidirler dolayistyla, ¥(a < 0) = 0 olur.
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SDD ile frekansi zaman i¢inde degisen sinyallerin analizinde zaman-frekans diyagrami elde

edilir. Herhangi bir h(x) sinyali i¢in bir boyutta siirekli dalgacik doniisiimii

1 7 (3.5)
SDD(a,b)=ﬁ fh(x)‘l’;‘b(x)dx

seklinde tanimlanir (Porch 1989). Ana dalgacik fonksiyonuna genislemeyi saglayan a ve
otelemeyi saglayan b parametreleri eklenerek elde edilir (Addison 2005). Burada W, (x) ,

ilerleme, germe ve sikistirmayi yapan analiz dalgacik W, ,(x)’in kompleks eslenigidir.

Genislemeyi saglayan a parametresi sifirdan biiyiik olmak kosuluyla, a ve b reel sayilar ve -

NG
normalizasyon sabiti ise analiz dalgacik
1 x-b (3.6)
Yopx) =—=Y¥
a,b( ) \/a ( )

elde edilir. Konvoliisyon teoremi kullanilarak SDD esitligi daha kullanigli olan

v 3.7)
SDD(a,b) =+a f P (aa)H(a)exp(i2mba)da

SDD(a,b) = VaTFD{®*(aa)H(a)} (3.8)

seklinde yazilabilir (Kocahan ve ark. 2018). Son esitlik Hizli Fourier Doniisiimii(HFD)
algoritmasi kullanimina olanak verir ve diizenlenmemis haline gére daha hizli analiz imkani

saglar (Addison 2005).
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Herhangi bir 1zgara sinyalinin tek bir satirin1 gosteren, x yoniinde degisen bir boyutlu
sinyal denklemi, I,(x) arkaplan parlakligi, V(x) 1zgara deseninin goriilebilirligi olarak

tanimlanirsa

h(x) = I,(xX)[1 + V(x) cos(2mfox + ¢(x))] (3.9)

seklinde yazilabilir(Afifi ve ark 2002). ¢ (x) faz degeridir ve Taylor serisini agarsak

(x — b)? (3.10)
¢(x) = p(b) + (x = b)¢' (b) + ———¢" (b) + -~

halini alir. Esitligin sag tarafinda bulunan ikinci terimden sonrasi su kosula gore ihmal edilebilir

(Takeda, 1983):

21fy > |% . (3.11)
Buradan yola ¢ikarak faz
¢(x) = ¢(b) + (x — b)¢'(b) 3.12)
olarak yazilabilir. Sinyal fonksiyonunda yerine yazildiginda
(3.13)

1
RGO = 1o {1+ VGO 5 exp (i(2nfox + B(B) + (x = )’ (1))

1
+ V()5 exp([—iQfox) + B(B) + (x = )¢’ B}

19



halini alir. Fourier doniisiimii alinirsa

(3.14)
H(a) = I,(b)m {271’5(36)

"(b
5 <a -8 )) exp (i($(b) — be' ()

(b
+6 <a +fo + qbZST )) exp (—i(¢p(b) - b(,t)’(b)))l}

+ V(b)

a’ nin sifirdan kiiglik oldugu konumlarda sinyalle dalgacigin ¢arpimindan sifir elde
edileceginden ihmal edilir boylece elde sadece son terim kalir (Dursun ve ark 2004; Lilly ve
Olhede, 2009).

Uygun diizenlemeyle esitlik

¢’ (b)

3.15
H(a) = 1,(b)nV (b) IS <a —fo— = )exP (i(¢(b) — b¢'(b)))l (3.15)

halini alir. Bu noktada yapmamiz gereken W(aa) yerine ana dalgaciklardan herhangi birini
yazmak ve hem dalgacigin hem de H(a) FD sini alarak, konvoliisyon teoremi kullanilarak

daha kullanigl hale getirdigimiz 1D SSD esitliginde yerine yazmaktir.

3.1. Paul Dalgacig:

Bu calismada ana dalgacik olarak Paul dalgacigim1 se¢gmemizin sebebi sahip oldugu
serbestlik derecesi avantajidir. Paul dalgacigi x ve frekans uzaylarinda sirasiyla su sekilde tanimlanir

(Torrence ve Compo 1998):
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2"l (1 — ix)~(+D (3.1.1)

P(x) =
(2n)!
2m 25
P(a) = ——— () exp(~a)U(a) (3.12)
n(2n)!

Burada n; dalgacigin serbestlik derecesi, U(a) ise Heaviside fonksiyonudur. Ayni zamanda
basamak fonksiyonu olarak da adlandirabilece§imiz Heaviside fonksiyonu, integrali
alindiginda Dirac delta fonksiyonunu veren bir basamak fonksiyonudur. 0 aninda sigramali
sireksizlige sahiptir. a,b, P, ,(x) ve P(a,a) degiskenleri eklendiginde, x ve frekans

uzaylarindaki dalgacik fonksiyonlari

o) = 2t (1 - i(— b))_(nﬂ) (3.13)
ab\X) =—F=
' Va (2n)!
o 22
P(a,a) = \/(n(+7_1)0(aa)”exp(—aa)U(a(x) (3.1.4)

seklini alir. Paul dalgaciginin ¢6ziiniirliigli; x ve frekans uzaylarindaki analiz dalgaciginin

merkezlerindeki degisimin karesidir (Kocahan ve ark. 2018):

a? (3.1.5)
2n—1

(Ax?) =

2n+1 (3.1.6)

Ax?) =
(Ax*) 10

Buradan ¢oziintirliik Paul dalgacigi igin:

V21 (3.L.7)
V2n—-1

olarak bulunur.
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Tablo 1. Paul dalgaciginin bazi n degerleri i¢in ¢oziiniirliik degerleri

n 1 5 10 15 20 25 30 40 50

R 0,8660 0.5527 0.5256 0.5169 0.5126 0.5101 0.5084 0,5062 0,5050

3.2.Paul Dalgacig ile Faz Eldesi

Bir sinyalin faz bilgisine nasil erisileceginden bahsetmis ve W(aa) yerine ana
dalgaciklardan herhangi birini yazabilecegini sdylemistik. Simdi Paul dalgacigini yerine

koyarak faz bilgisine ulasmay1 deneyelim.

1D SSD yonteminde Paul dalgacigi kullanilarak 1zgara sinyali

© (3.2.1)
SDD(a,b) = f < (aa)“exp( aa)U(aa)) nly(b)V(b) (6 (a —fo
n(2n —
"(b
_ qbZST )> exp (i(¢(b) _ b¢/(b)))>> exp(iba)da
bulunur. aa = t ve da = % olsun. O halde esitlik
(3.2.2)

Smxam—J‘f< mm%w(amww>n%www%}G—m

Jn(2n—1)!

_ ¢;:>> exp( (p() — b (b)))) exp (ib 2) %

halini alir. t > 0 durumunda U(t) = 1 dir. Dirac fonksiyonunu hatirlayalim:

e (3.2.3)
| rese - prdx, = £o)



bu fonksiyondan yararlanarak yeniden yazilirsa esitlik su halde diizenlenebilir:

(3.2.4)

2"l (B)V (b IO
SDD(a,b)=%anﬂ/z <fo+%> exp —a<fo

’

+M> exp i<¢(b)—b<p’(b)+bf0+b%>

2T

Elde edilen bu denklem bir dalga denklemidir ve Ae'(@t*®) formunda yazilabilir. Burada

eksponansiyel kismin igi faz degerini verir ve faz degeri ¢p(b) = arctan % ile hesaplanir.

3.3. Bir Boyutta Dalgacik Doniisiimiinde Paul Dalgaciginin Kullamim Testi

Bir boyutlu SDD algoritmasini1 denemek amaciyla, keyfi belirlenen bir geometri, yani

bir faz fonksiyonu kullanilmistir. Faz fonksiyonu

(3.3.1)
$(x,y) = 0.0004[(x — 200)% + (y — 200)2]

Secilmistir (Afifi ve ark 2002). Daha 6nce tanimlanan tek boyutlu 1zgara sinyalinde, arka plan
parlakligini I, (x, y) = 1, 1zgara ¢oztunirliginii V (x, y) = 1 ve tastyici frekansi f, = 0.2 kabul
edildiginde

h(x,y) =1+ cos(1.26x + 1.26y + ¢(x,y) (3.3.2)
seklinde diizenlenebilir. Burada 1zgara fonksiyonunda ¢ (x, y) kadar bir faz kaymasi: meydana

gelecektir. Fazin sifir ve faz kaymasinin gecerli oldugu durumlarda 1zgara desenler sekil x deki

gibi bir geometriye sahip olur.
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10
0 5l
400
300 400
200 300
200
L 100
y (piksel) 0 o x (piksel)
Sekil 3.3.1 Simiilasyonda yaratilan faz ( Afifi ve ark 2002)
x(piksel) x (piksel)

Sekil 3.3.2 (a) Faz kaymasinin sifir oldugu durumda, x yoniinde tek tasiyici frekansla
olusturulmus 1zgara deseni (f o,= 0.2); (b) faz eklenerek elde edilen 1zgara deseni

Daha 6nce tanimlanan 1zgara sinyali kullanilarak 1D SDD faz hesaplama yonteminde
Paul dalgacig1 ana dalgacik olacak sekilde her satir icin faz degerleri hesaplanmis ve faz
diizeltme islemiyle dogru faz bilgileri elde edilmistir. Hesaplama yonteminde Paul dalgacigina
alternatif olarak, Fourier doniisiimii ve Morlet dalgacig1 parametre 6 olacak sekilde kullanilmis
ve karsilagtirllmigtir. Test faz1 ile Paul Tablo 1 de verilen n degerleri, Fourier doniisiimii ve

Morlet dalgaciklart kullanilarak her noktada faz degerleri hesaplanmis, onerilen faz ile olan
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fark: bulunarak, faz hatalarina ulagilmistir ve Sekil 3.3.3 de ¢izilmistir. Bu grafige gore Paul

dalgaciginin serbestlik derecesi arttik¢a, hatanin azaldigr goriilmektedir. Optimum bir deger

olarak Paul dalgaciginin derecesi 10 kabul edilebilir. Calismanin devaminda, bu simiilasyon

sonucu optimum deger olarak bulunan Paul dalgacigimin derecesi n=10 alinarak ¢oziimler

gerceklestirilmistir.

faz hatasi

10-12

101"

1073 =
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Paul 1
Paul 5
Paul 10
—Paul 20
Paul 30
Paul 40
Paul 200

| )
i

iy \
IR I

'l
1
|

In Ak

//‘\ M\ i

\ / N | ] £l

\ /]| il \\. j| “‘I‘ /| \‘ \! ’\

NN RNGZ AN/ AN AN

N, e NOSCHY ) \/ ] ANCA0N \ 5

/ \ oA iy (i Vi

/ NG / \ \ / \ / \

S S N Ao s N e

i | | = | e [ =y o Z 3
50 100 150 200 250 300 350 400

x piksel

Sekil 3.3.3 Test faz1 kullanilarak Paul ve Morlet dalgaciklar1 ve FFT icin ulasilan faz hatalari

grafigi
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4. BEYAZ ISIK KIRINIM FAZ MiKROSKOBIiSi KURULUMU

Bu tez ¢alismasinda 1zgara desen igeren ornek goriintiilerine ulagmak i¢in standart KFM
den farkli olarak 15181n halojen beyaz 151k kaynagindan saglandigi Beyaz Isik Kirnim Faz
Mikroskobisi (BKFM) kullanilmistir. BKFM kurulumu; Axio Observer Al, Zeiss inverted
mikroskop, dort elemanli bir interferometre ve goriintii alma birimi olarak kullanilan CCD
kameradan olugmaktadir. Sekil 4.1 de tim birimleri ile BKFM 06l¢giim sisteminin sematik

gosterimini bulunmaktadir.

Halojen lamba

Toparlayici mercek

ciklik

A
L d &

Yogunlastinici
mercek

— Orrck INTERFEROMETRE

F Tlup mercek

\

Ayna

Sekil 4.1 Beyaz 151k faz kirinim mikroskobisi (BKFM) kurulumu sematik gosterimi (Pham
ve ark. 2013)

Deney diizeneginde, Sekil 4.2°de sematik gosterimi bulunan, halojen 1518a sahip mikroskop,
tezin amact dogrultusunda kirmiz1 kan hiicrelerinin incelemesine uygun olarak 40X odak ile

kullanilmistir. Mikroskop ayrica 10X, 20X ve 100X secenekleri sunmaktadir.

BKFM kurulumunun test edilmesi asamasinda, yiiriitiilen baska bir tez ¢alismasi igin
gerekli olan kaplama yiikseklik bilgisine erisebilmek adina, gegirgen ince film numunelerinden

Olctimler alinmistir. Bu numuneler i¢in daha saglikli sonug veren 20X odak kullanilmistir.
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Halojen lamba

Toparlayict mercek

Acikhk

Yogunlastinc
mercek

— Ornek

Tip mercek

Ayna \

Sekil 4.2 Beyaz 151k mikroskobunun sematik gosterimi

Kan 6rnegi, 6n hazirlik olmaksizin ve tahrip edilmeden lamel iizerine yayilarak iyi bir
gorlintii elde etmek iizere mikroskop odaklanarak ayarlanir. Belirlenen bdlgenin goruntisu
inverted mikroskobun alt ucundan ¢ikarak interferometreye ulasir. Interferometrenin ilk

eleman1 25 mm? alana sahip, yiizeyinde 110 ¢izgi/mm bulunan gegirgen bir kirmim agidir.
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+1 BILESENI iCIN AGILAN iGNE DELIGI

0 MERKEZ BILESENI iGiN ACILAN KESME

MIKROSKOPTAN
GELEN
GORUNTU

MERCEK 2

MERCEK 1
FILTRE

\

GORUNTU ALMA BIRIMI

]

KIRINIM AGI

Sekil 4.3 Interferometre kurulumunun semasi ve kullanilan filtrenin genel goriiniimii

Kirmim agindan gecen goriintii sinyali bir kirinim deseni halini alir (Sekil 4.3).
Calismada kullanilan kirinim aginda olusan ve ilk mercegin efektif alani i¢inde bulunan birden
fazla bilesen gozlenmektedir. Bu bilesenler farkli acilarda olusan kopya goriintiilerdir. Kirmnim
agidan gecen 151k hala farkl frekanslarda bilgi iceren spektral modiilasyona sahip bilesenlerine
ayrilmis haldedir. Bu bilesenler 63 mm lik odak uzakligina sahip ve aslinda bir Fourier diizlemi
olarak islev goren ilk mercege ulasir. Fourier diizleminde, tipki prizmadan gecen beyaz 1sikta
oldugu gibi, bilesenler merkez bilesen beyaz olmak {lizere, frekanslarina bagli olarak,
merkezden disar1 dogru sirastyla mavi, sar1 ve kirmizi renklerde 5 bilesene ayrilmaktadir. Farkli
acilardan olusan bu 5 bilesenden, merkez 0. bilesen beyaz ve +1 bilesen mavinin gegmesine
icin verilecek sekilde bir filtreleme islemi uygulanir. 0. bilesen bilgi bileseni ve +1. bilesen
referans bilesendir. Referans bilesen se¢imi kritiktir. Sebebi frekans modiilasyondur (FM).
Frekans modulasyonu sinyal kalitesinin yiiksek olmasini saglar. Eger bu modiilasyonda
referans bilesen yiiksek frekansta secilirse giirliltii miktar1 artacaktir. Fourier diizleminden
gecen beyaz 15181n bilesenlerinden en diisiik frekansa sahip olan1 mavi olanidir ki referans

secilme sebebi budur.
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Girisim olusturacaklar disindaki bilesenler filtrelenir. Bu filtreleme islemi ig¢in
laboratuarda tasarlanmis bir filtre kullanilir (Sekil 4.4). Filtre tistiindeki acikliklar kirinim faz

mikroskobisi sistem tasarim ilkeleri temel alinarak yaratilmistir.

Sekil 4.5 BKFM sisteminden elde edilen ve CCD’ den gbzlenen 6rnek bir girisim deseni
a) ornekteki egrilmeler b) referans gorintisu (Kocahan ve ark. 2017).

29



Filtreden gegmesine izin verilen 0. ve +1. bilesenler 150 mm odak uzakligina sahip
yakinsak ikinci mercek ile odaklanip, kamera {izerinde iist {iste bindirilerek interferogram
(girisim deseni) elde edilir. Elde edilmesi beklenen interferogram goriintiisii Sekil 4.5 de

bulunan érnek géruntuler gibidir.

Girisim deseninin olustugu, goriintii sinyalinin yeniden diizenlendigi diizlem CCD
kamera diizlemidir ve CCD kamera BKFM deney kurulumunun son elemanidir. Deney
diizeneginde Hamamatsu marka ORCA Flash 4.0 model CCD kamera kullanilmistir (Sekil 4.6).
Kullanilan kameranin piksel sayis1 2048x2048, efektif alan1 13.312 mm? ve piksel boyutu 6.5
um’dir. Fizik Bolimi Optik Aragtirma Laboratuarinda kurulan BKFM diizenegi sekil 4.7°de

verilmistir.

Sekil 4.6 Deney diizeneginde kullanilan CCD kamera
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Sekil 4.7. Fizik Bolumii Optik Arastirma Laboratuarinda kurulan BKFM deney diizenegi.

CCD g¢ipleri diizlemleri boyunca sensorler bulundurur, bu sensorler 15181 duyarlidir, 15181
algilar ve bunu dijital sinyale doniistiirtirler. CCD diizleminde olusan, 1zgara deseni entegre
haldeki bu holografik goriintii faz terimi yani yiikseklik bilgisini tasir. Onceki boliimlerde
bahsettigimiz doniisiim yontemleri ile eldeki sinyal {i¢ boyutlu hale getirilecek sekilde yeniden

insa edilir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

BKFM’de gecirgen numunelerden alinan, faz bilgisine sahip goriintiiler, 1D SDD’de

ana dalgacik Paul dalgacig1 olacak sekilde analiz edilmis ve ii¢ boyutlu profillerine ulasilmistir.

5.1.BKFM ile Elde Edilen Gorinti ve Bulgular

BKFM kurulumundan alinan faz bilgisine sahip eritrosit ve ince film numunesinin ve
her bir 6l¢lim i¢in kaynak goriintiileri alinmig, 1D SDD faz yonteminde Paul dalgacigi (n=10)
kullanilarak her satir igin ¢o(x, y) numunede cismin gorlntusinin ve ¢, (x,y) kaynak
goriintliniin faz degerleri hesaplanmistir. Fazlarda olusan siireksizliklerin diizeltilmesi adina faz
diizeltme islemi uygulanmis, cismin toplam faz dagilim bilgisine ¢ (x, y) = ¢ (x, y)—po(x, y)

islemiyle ulagilmgtir.

5.1.1. Kan Hiicreleri i¢in

Kan ornekleri 6n hazirlik olmaksizin lamel yiizeyine yayilmis ve iki lamel arasinda
sikistirildiktan sonra inverted mikroskoba yerlestirilmistir. Kurulumun hazir ve kirilma
indisinin daha once bilinerek odaklanmanin yapildig:1 kosullarda; 6rnek alimi ile sistemden
1zgara desenli goriintii alim1 arasinda gecen siire 30 saniyenin altindadir. Goriintliniin kesme
islemi ve algoritma ile analizi sayesinde, li¢ boyutlu, dinamik ve her nokta icin ytikseklik
bilgisine erisilebilen sonuca ulasmamiz, kesme islemi i¢in yaklasik 60 ve analiz i¢in 125 saniye
olmak (izere toplam 185 saniye olmustur. Ornek alimindan sonra, yaklasik 215 saniyelik bir

siirede sonuca ulagilmistir.

BKFM deney diizenegi ile elde edilen kan hiicresi profili faz degerinden yiikseklige
cevrilmistir. Mikroskopta kullanilan beyaz 1s18in orta dalgaboyu A = 550 nm olmak Uzere
yiikseklik degerleri Z(x,y) = Ap(x,y)/|2n(n, — np)| (Popescu vd. 2006) denkleminden
hesaplanmistir. Burada kirmizi kan hiicresinin kirilma indisi nc = 1.41 ve hiicreyi cevreleyen
kan plazmasinin kirilma indisi np = 1.34°dir. Yiikseklik ekseni um birimine ¢evrildigi igin,
yatay eksenler de piksel biriminden pm birimine doniistiiriilmelidir. Bunun ig¢in kullanilan
Hamamatsu ORCA Flash CCD kameranin teknik detaylari ile ilgili dokiiman incelendiginde
2048x2048 piksel biyiikliigiindeki goriintiiniin bir hiicresi 6,5 pm olarak verildigi goriilmiistiir.

32



Ayrica mikroskopta kullanilan objektif 40X biiylitme yapmaktadir. Buna ek olarak
interferometrede  kullanilan merceklerin  sagladigi  toplam biiyiitme 2,38X olarak
hesaplanmistir. Bu biiyiitmeler dikkate alindiginda kaydedilen ham goriintindn bir pikselinin
boyu ve eni 0,0683 um olarak bulunmustur. Elde edilen bu ham goriintiiye zenginlestirme
islemi uygulandiginda gorintii boyutu degismektedir. Bu degisim miktarmma gore
Olceklendirildiginde sekil 5.1.1.1°de verildigi gibi ¢apinin 7 um civarinda oldugu goriilebilir.
Ayrica 1D SDD faz yontemi ile hesaplanan faz degerleri yiikseklige cevrildiginde sekil
5.1.1.1°de gosterildigi gibi kirmiz1 kan hiicresi profili elde edilmistir.

Saglikl1 kontrol grubu ve Epilepsi teshisi konmus hasta grubundan alinan kan 6rnekleri
topolojik farkliliklar yoniinden incelenmistir. BKFM goriintiisiiniin analiziyle elde edilen
bilgiler 1s181nda iki gruptan alinan kan 6rneklerindeki eritrositler arasinda nitel olarak da agikca
secilebilen farkliliklarin kantitatif verisine de basariyla ulagilmistir.  Sekil 5.1.1.1 ve Sekil
5.1.1.2°de kontrol grubuna ait saglikli eritrosit drnekleri ve Sekil 5.1.1.3°te hasta grubuna ait

bir eritrosit 6rneginin BKFM ve analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 5.1.1.1 Kontrol grubuna ait saglikli eritrosit 6rnekleri BKFM goriintiileri; Paul dalgacigi
(n=10) ile analiz sonuglar1 karsidan goriinlimii ve profil goriiniimii.
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Sekil 5.1.1.2 Kontrol grubuna ait saglikli bir eritrosit 6rneginin BKFM goriintiileri; Paul
dalgacigi (n=10) ile analiz sonuglar1 kargidan goriiniimii ve profil goriiniimii.
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Sekil 5.1.1.3 Hasta grubuna ait bir eritrosit 6rneginin BKFM goriintiileri; Paul dalgacigi
(n=10) ile analiz sonuglar1 karsidan goriiniimii ve profil gériiniimii.
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5.1.2. Ince Filmler i¢in

Enstitiide, ince film gelistirme calismalari konusunda devam eden baska bir yliksek
lisans tez ¢alismasi sirasinda; ince film kaplama orneklerinin kaplama kalinlik bilgilerine
ihtiya¢ duyulmustur. Bu bilgiye ulasmak icin spektroskopik ve karsilastirma i¢in AFM
gorlntiileme sistemlerini kullanmis ancak AFM den yiikseklik bilgisi alamamis ve
spektroskopik 6l¢tim i¢in maliyeti yiiksek bir sonug elde etmislerdir. Ayni 6rnekler BKFM de
Olciiliip analiz edilerek yiikseklik yani kaplama kalinlik bilgisine ulagilmistir. Sekil 5.1.2.1 de
bu kalinlik bilgisine ulasilan bir ince film kaplamasinin BKFM ve analiz sonuglari

gorulmektedir.

26
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Sekil 5.1.2.1 BKFM o6l¢iim sisteminden alinan, bir ince film numunesinin hologrami;
BKFM ol¢im sisteminden holografik gorintisu elde edilen ince film numunesinin, Paul
dalgacig1 (n=10) ile analiz sonras1 karsidan goriiniimii ve profil gortiniimii

5.2. SEM ve AFM ile Kirmiz1 Kan Hiicrelerinin Goriintiilenmesi

BKFM den alian goriintii ve 6l¢timler, farkli goriintiileme sistemlerinden elde edilen
goriintii ve dl¢iimlerle karsilastirldi. Karsilastirma igin Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (NABILTEM) biinyesinde bulunan
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanildi. Bu
mikroskoplarda BKFM’nin aksine, kan numuneleri, ©6n hazirlik olmaksizin

kullanilamadigindan bir dizi hazirlik asamasindan gecti.
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5.2.1. Numune Hazirhgi

Taze kan 6rnekleri lamel iistiine alinarak baska bir lamel yardimiyla yayildi. Numuneler,
eritrositlerin rahatga goriintiilenebilmesi, plazma ve kirlilikten arindirilabilmesi i¢in 6nce PBS
(phosphate buffered saline) ile yikandi. Yikama islemi ayn1 zamanda eritrositlerin y1gin halde
durup tekil goriintiilerinin alinamayacagi durumlardan kac¢inmak ig¢inde elverigli bir

uygulamadir.

PBS, izotonik ve hucrelere toksik olmayan bir tampondur. Biyolojik numunelerin
ozmolaritesini (su tutma giici) muhafaza etme kabiliyetine sahiptir. Bdylece tampon, hiicre
kiiltiirlerinde ve immiin analizlerde yikama prosedurleri igin uygundur (Morris ve ark. 2001).
Ancak yikama islemi tek basina yeterli olmamaktadir. Islem sonrasi lamel yiizeyine yayilmis
ve arindirilmis numune sabitlenmelidir. Bu sabitleme iglemi; biyolojik numuneler igin en sik
tercih edilen fiksatif olan 0.1M tamponda %?2,5 glutaraldehit ile lamel yiizeyine yayilmis olan
kan ornegini ortalama iki saat bekletmek suretiyle gerceklestirildi. Bu sekilde fikslenmis

ornekler sodyum kakodilat tamponda birkac ay muhafaza edilebilir.

Boylece hem SEM hem de AFM goriintiilemesi i¢in hazirlik siireci tamamlanmistir.
Numune hazirlik agamasinda, elde edilecek goriintiiden daha 1yi verim alabilmek adimna farkl
yikama iglemleri de denendi fakat basarisizlikla sonu¢lanmistir. Bu denemelerden ilki
numuneyi hi¢ yikama islemi olmaksizin incelemeye ¢aligmakti ancak kan 6rnegindeki plazma
Oyle yogundu ki eritrositlerin varliklar1 goriilmesine ragmen sekilleri gozle goriiliir diizeyde

bozuktu. Numunenin yikanmamis haline ait SEM goriintiisiinii Sekil 5.2.1.1 de verilmistir.

Bir diger deneme, numuneyi sadece PBS ile yikamak ve fiksasyonu kullanmamakti. Bu
kosullarda taranan numunede, lamel ylizeyini genisce kaplayan kristalize fosfat tuzu 6yle yogun
haldeydi ki eritrositleri nadiren segebilmekle birlikte kullanilabilir bir eritrosit goriintiisii almak
miimkiin olmamistir (Sekil 5.2.1.2). Sekil 5.2.1.3 de ise yitkanmamis ancak lamelin PBS ile
kontamine oldugu bir numune goriinmekte. Son deneme ise numuneyi yikama islemini saf su
kullanarak yapmakti. Bu defa tim numune lamel stiinden akip gittiginden mutlak bir

basarisizlikla sonuglanmaistir.
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Sekil 5.2.1.1 Yikanmamis kan numunesinin SEM goriintiisii

/ 0/2018 mag [] 'spor \Y pre re | det WD | HFW T |Jrﬁ
3:12:55PM | 2500x | 3. 500kv | 90Pa |LFD | 9.8 mm | 166 pm NABILTEM

Sekil 5.2.1.2 Sadece PBS ile yitkanmis kan numunesinin SEM goriintiisti
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ﬁwag | spot‘ H‘;’ pressure | det ‘ [
3:06:57PM | 5000x | 3.5 | 5.00 kv 90 Pa LFD | 10.3 mm | 82.9 ym NABILTEM

Sekil 5.2.1.3 Yikanmamis ancak lamelin PBS ile kontamine oldugu bir kan numunesi

5.2.2. SEM Gorintileme

SEM de goriintiiye, yliksek voltaj yardimiyla hizlandirilan elektronlarin numune ile
temasi sirasinda elektron ve numune yiizey atomlar: arasinda olusan etkilesim sonucu agiga
¢ikan girisimlerin, uygun detektorler ile toplandiktan sonra glendirilen sinyalin bir katot
tiipiinden monitdr edilmesiyle ulasilir. Bu galisma sirasinda NABILTEM biinyesinde bulunan
FEI marka QUANTA FEG 250 model taramali elektron mikroskobunu kullanilmistir (Sekil
5.2.2.1).
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Sekil 5.2.2.1 FEI marka QUANTA FEG 250 model taramali elektron mikroskobu

Numune stub ad1 verilen sabitleme diski iizerine iletken bant yardim ile sabitlendi.
Numuneye gonderilen elektronlar, bant iistiinde iletkenlik olmamasi halinde yiizeyde toplanip,
kiimelemektedirler. Bunun sonucu olarak goriintiillemede, numune iistiinde bazi parlamalar
meydana gelmektedir. Bu parlamadan kaginmak i¢in iletken bant sarttir. Stub mikroskop icine
yerlestirildi ve geri sacgilan elektron detektorii 10 mm irtifadayken goriintiilemeye baglanildi.
Sekil 5.2.2.2 ve Sekil 5.2.2.3’de goriilecegi iizere ortalama caplar1 6-7 mikrometre olan hasta

ve kontrol gurubuna ait 6rneklerden eritrositlerin gortintiisii alindi.
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23: 1/17/2018 mag [] | spot HV pressure‘ det ‘ WD HFW 10 ym

2:46:44PM | 10000x | 3.5 | 5.00kV | 250 Pa | GSED | 10.3 mm | 41.4 pm NABILTEM

pressure WD 4 pm
S.00ky | 250Pa | GS 0. 20. M NABILTEM

Sekil 5.2.2.2 Hasta grubuna ait kan 6rneklerinden SEM de elde edilen eritrosit gortntuleri




6?5:{ V 7/27/2018 mag [J | spot Y pressure | det WD HFW 20 ym
4° | 2:50:00PM | 4000x | 3.5 [ 5.00kv | 90Pa |LFD | 9.0 mm | 104 pm NABILTEM

,,;éa 2/9/2018 mag [ 7 spot HV pressure | det WD HFW ‘ 10 pm
3:27:28PM | 10000x | 3.5 | 5.00kV | 250 Pa | GSED | 9.5 mm | 41.4 ym ‘ NABILTEM

Sekil 5.2.2.3 Kontrol grubundan alinan numuneden elde edilen eritrositlerin SEM
gordntasu




Ancak SEM goruntulerinden hicre cap bilgisi ve hasta grubundan elde edilen nitel
olarak gozlenip kesinlik atanamayacak sekil bozukluklart disinda bir veriye ulasmak miimkiin
olmamustir. Yiikseklik, hacim dolayisiyla bozunma miktar1 hakkinda kantitatif veriye

ulasilamamustir.

5.2.3. AFM Goruntileme

AFM yiizeyin 3 boyutlu goriintiisiinli olusturmak i¢in esnek bir manivela ve buna baglh
sivri bir u¢ ile numuneyi tarar. Ayn1 zamanda tarama sonucunda numunenin yiiksekligi ve
yiizey morfolojisi verisine ulasilabilir. Bu ¢alisma sirasinda NABILTEM biinyesinde bulunan
NanoMagnetics Instruments marka AFM PLUS + model atomic kuvvet mikroskobu

kullanilmustir.

Numunenin bulundugu lamel tstiinde hedef bolge gozle belirlenip kigultilerek metal
bir disk iistiine sabitlendi. Alinan ilk goriintii ¢cer¢evesinde gorsel tarama yapilip bir eritrositin
yeri tespit edildikten sonra hedefi taratildi. Her bir 6rnegin tarama islemi minimum 45 dakika

stirdii. Sekil 5.2.3.1 ve 2’de verilen goriintiiler elde edildi.
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Sekil 5.2.3.1 Kontrol grubundan alinan numuneden elde edilen eritrositlerin 2 ve 3 boyutlu
gorintdleri
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Sekil 5.2.3.2 Kontrol grubundan alinan numuneden elde edilen bir eritrositin 2 ve 3 boyutlu
AFM goriintiisii ve bir satir icin yiikseklik grafigi
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AFM goriintiisiinden hiicrelerin ¢apt ve yiikseklik bilgisine erisilebilmistir. Ancak
kullanilan cihazdaki kalibrasyon hatasi sebebiyle bilgiler hatalidir.

AFM operatdriince son iki taramaya kadar bu hata fark edilememis, numuneler iginde
seklen tespit edilen hiicrelerin caplart 2 mikrometre seviyelerinde olduklarindan numunelerin
hatali oldugu diistintilmiistiir. Kalibrasyon hatasi, 6rneklerin SEM den alinan bilgilerindeki
tutarsizlik tizerine fark edilmis ve 6l¢iim hatasi bir miktar diizeltilmistir. Ancak Sekil 5.2.3.3 de
goriilebilecegi iizere goriintiilemesi yapilan numunede bulunan eritrositlerin ¢ap1 ortalama 7.5

mikrometre uzunluga sahip olmasina ragmen AFM den alinan sonug bu degerin yarisi kadardir.

AFM gorintuleme operasyon siresi fazla uzundur ve g¢alisma prensibi sebebiyle solid
malzemelerde iyi sonuglar elde etmesine ragmen, yapisal olarak esnek, plazma i¢inde yiizen,
sabitlenmemis, gegirgen materyallerde goriintiilemeye uygun olmadigi ve ozellikle yiizey

geometrisini deforme ettigi gozlenmistir.

e § g A a > . il
a&” 7/27/2018 mag [] | spot HV pressure | det WD HFW
&° | 2:51:49PM | 8000x | 3.5 | 5.00kv | 90Pa |LFD | 9.0 mm | 51.8 pm NABILTEM

Sekil 5.2.3.3 AFM goriintiilemesi yapilan numunelerin Sem goriintiisii
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6. SONUC

Bir boyutlu siirekli dalgacik doniisiim yonteminde Paul dalgacigi kullanilarak faz
hesaplamas1  yonteminde, dalgacigin serbestlik derecesi sayesinde algoritmanin
gelistirilebilecegi gosterilmistir. Kullanilan, biyolojik materyal ve ince film numunelerinin
yiikseklik bilgisine, BKFM ile elde edilen goriintli ve gelistirilen yeni algoritmanin analizi
sayesinde erigilmistir.

Ornek alim1 ve sonug eldesi arasinda gecen siire yaptigimiz calisma sirasinda yaklasik
215 saniye olmustur. Analiz birimi i¢in kullanilan algoritma ve bilgisayar donaniminin
gelistirilmesi ile siireyi kisaltmak miimkiindiir.

Bu tezin ana konusu olan kirmizi kan hiicreleri eritrositlerin ii¢ boyutlu, her agidan
gozlenebilen, her noktada yiikseklik bilgisine ulasilabilen profilleri olusturulmustur. Bu sayede
saglikli ve Epilepsi hastas1 bireylerin sahip olduklari eritrositler arasindaki nitel ve nicel farklar
tespit edilebilmistir.

Calismamiz i¢in kullandigimiz BKFM kurulumundan edinilen bilgiler, SEM ve AFM
gibi faz bilgisine erisebilen alternatif sistemlerle karsilastiriimis ve BKFM nin, bazi agilardan,
alternatiflerine oranla daha verimli oldugu goriilmiistiir. Numuneleri tahrip etmediginden,
kurulumda goriintii almay1 sekteye ugratacak bir hata yahut analiz biriminde bir sorun olsa dahi
¢oziime ulasilana dek Orneklerin saklanabilmesi imkani saglar. Ayrica alinan Olgiimlerde
olugabilecek hatalar1 analiz asamasinda Paul dalgaciginin serbestlik derecesi sayesinde
temizlemek miimkiindiir. Alternatiflerine oranla kurulum maliyeti olduk¢a diisiiktiir. Kurulum
ve kullanimi pratik, konuda spesifik olarak egitilmis bir uzman operatore ihtiyag
duymadigindan, temel calisma prensiplerine hakim biri tarafindan 6n bilgilendirme ile
kullanimi1 miimkiindiir. Bunlarla beraber, alternatiflerinin aksine 6n hazirlik ihtiyact
duymadigindan, ekstra operator, islem stiresi, kimyasal ve saklama ihtiyacini ortadan kaldirir.
Tim bu sebeplerle zaman ve maliyetten tasarruf saglar. Analiz algoritmasi gelisime agik

oldugundan goriintli alma sistemi de fiziki maliyet olmaksizin iyilestirilebilir.
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OZGECMIS

Merve UYANIK 24 Eylul 1988 tarihinde Istanbul Sariyer’de dogmustur. ilk égrenimini
Istanbul Yenikdy Mehmetcik Ilkdgretim Okulunda tamamlanustir. Sariyer istinye Lisesi’nin
fen bilimleri alanindan mezun olmustur. 2011 yilinin Eyliil ayinda Istanbul Kiiltiir Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Tam burslu Fizik boliimiine giris yapmis ve bolimi 7 dénemde, b61im
ucunclsu olarak bitirmistir. “Termal Alicilarla Konveksiyon Akimlarmin Tespiti Ve Hava
Araglarma Uygulanmasi” adiyla teslim edilen lisans bitirme tezi, infrared alicilarla uzaktan
algilamay1 konu almistir. Yiiksek lisansini, Namik Kemal Universitesi Fen bilimleri Enstitiisii
Fizik anabilim dalinda 2018 yilinda tamamlamistir. Yiiksek lisans egitimi siiresince bir

kongreye katilmistir ve kongre dahilinde bir adet sézlii sunum yapmustir.

Lisans ve lisansiistii egitimi sirasinda cesitli sektorlerde calismis ve havacilik

sektoriinde danismanlik hizmeti vermistir.
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