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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KIRMIZI KAN HUCRELERI YUZEY MORFOLOJISININ BELIRLENMESINDE
KULLANILAN BIYOMEDIKAL OLCUM YONTEMLERI:
KANTITATIF FAZ GORUNTULEME, AFM ve SEM

Esra ERTURK

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Fizik Anabilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. Tanju GUREL
2. Danisman: Dr. Ogrt. Uyesi Ozlem KOCAHAN YILMAZ

Bu ¢alismanin amaci, kantitatif faz 6l¢timii, AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ve SEM
(taramali elektron mikroskobu) goriintiileme kullanarak kirmizi kan hiicrelerinin yiizey
morfolojisinin belirlenmesi ve elde edilen sonucglar 1s183inda bu biyomedikal o6l¢iim
yontemlerinin karsilastirilmasidir. Optik 6l¢iim yontemi olan 1zgara yansitma teknigi ile
mikrometre mertebesinde, nanometre hassasiyetinde 6l¢iim yapabilen beyaz 1sik kirinim faz
mikroskopisi (BKFM) deney kurulumundan elde edilen verilerin analizinde Fourier doniisiimii
kullanilmistir. Bu sistem ile kirmizi kan hiicrelerinin 3D, dinamik (her a¢idan gézlenebilen) ve
her noktada yiiksekligi bilinen profilleri olusturulmustur. Ayrica ayni ornekler icin AFM ve
SEM ile de goriintiiler elde edilmistir. Sonug¢ goriintiiler lizerinden biyomedikal dl¢limlerde

siklikla kullanilan bu ii¢ yontemin avantaj ve dezavantajlar1 tartisilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyomedikal Goriintiileme, BKFM, AFM, SEM,

2018, 46 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

BIOMEDICAL MEASUREMENT METHODS USED FOR THE DETERMINATION
OF SURFACE MORPHOLOGY OF RED BLOOD CELLS:
QUANTITATIVE PHASE IMAGING, AFM AND SEM

Esra ERTURK

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Physics

Supervisor: Dog. Dr. Tanju GUREL
Co-Supervisor: Dr. Ogrt. Uyesi Ozlem KOCAHAN YILMAZ

The aim of this study is to compare biomedical measurement techniques used for the
determination of the surface profiles of red blood cells which are quantitative phase imaging,
AFM (atomic force microscopy) and SEM (scanning electron microscopy). From the fringe
projection profilometry, which is an optical measurement technique, with nanometer precision
(micrometer range) images were obtained by white ligth diffraction phase microscopy (WDPM)
setup and analyzed by Fourier transform. With this system, obtained results were 3D and
dynamic structure. Surface measurements of red blood cells were also imaged with AFM and
SEM. The advantages and disadvantages of these three methods, which are frequently used in

biomedical measurements, are discussed on the resulting images.

Keywords: Biomedical Imaging, BKFM, AFM, SEM,

2018, 46 pages
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GIRIS

Bu tez ¢alismamin hedefi, farkli gériintiileme teknikleriyle kan hiicresinin goriintiisiinii
elde etmektir. Oncelikle Beyaz Isik Faz Kirinim Mikroskobisi (BKFM)’nin kurulumu
yapildiktan sonra {i¢ boyutlu kan hiicresi morfolojisinin ¢ikarilabilmesi i¢in Fourier Doniisiim
Profilometresi  kullanilacaktir. Bu  yontemle  mikrometre boyutunda  Olgtimler

gerceklestirilebilmektedir.

Takeda ve Mutoh 1983 yilinda 1zgara yansitma teknigini kullanarak aldigi Fourier
donilisim profilometresi ile {i¢ boyutlu (3D) yiizey profilini belirlemislerdir. Bu metotta
olusturulan 1zgara deseni analitik sinyale donistiirerek faz dagilimi bulunur. Capraz optik eksen
geometrisi yonteminden faydalanarak cismin faz dagilimi yiikseklik bilgisine doniistiiriiliir.
Gergek faz dagilimi igin faza, faz diizeltmesi yapilmalidir (Takeda ve Mutoh, 1983). Sonraki
yillarda yapilan ¢alismalarla, Fourier doniisiim profilometrisine yeni filtreler eklenerek daha iyi
sonuglar elde edilmistir (Nicchiotti 2014, Singh ve Sirkis 1994). Bu konudaki ¢alismalar farkli
1zgara desenleri olusturulmasi ve algoritmalarin gelistirilmesi ile ilgili konularda artarak
kullanim alanlar1 gelismistir (Berryman, Pynsent, ve Cubillo 2003, Kemao 2007, Quan, Tay ve
Shang 1999, Su ve Chen 2001, Vanherzeele, Guillaume, ve Vanlanduit 2005; Chen ve ark.
2007, Skydan, Lalor, ve Burton 2005; Leonardi, Rmiie, ve Lenarcic n.d. 2014).

2001 yilinda, mikrometre boyutunda cisimlerin 3D 6l¢iimlerinde LCD projektor ile
mikroskoptan olusan sistem kullanilmigtir (Quan ve ark. 2001). Ayrica farkli interferometrik
kurulumlar denenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Leonhardt 2005; Endo, Yasuno, ve
Makita 2005; Blunt 2006). Literatiirde 1zgara yansitma teknigini kullanarak daha iyi 6l¢iim
sonuclar1 almak icin beyaz 1sik kaynagi kullanilmistir (Reolon ve ark. 2006). 2006 yilindan
itibaren Gabriel Popescu bu konuda galigsmalar yapmigtir. Kirmizi kan hiicresi ile nano 6lgekli
yapilarin yiizey profillerini incelemistir (Popescu 2008, 2011, Popescu ve ark. 2006). Isik, 1s1n
boliicii kullanilarak ikiye ayrilmig sonra birlestirilmis ve elde edilen i1zgara desenine ait
goriintiiler kaydedilmistir. Bilgisayara aktarilip analizleri yapilmistir (Thian ve ark. 2007).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligsmalarda analiz birimlerinde ve deney diizeneklerinde
yapilan degisikliklerle sonuglarin daha iyi olmasi i¢in ¢alisilmistir. Mercekler, kamera, 151k
kaynagi, yansitici, 151n boliicii ve gecirgen aynalarin kullanim durumuna ve kullanim sekline

gore farkli deney diizenekleri denemistir (Li, Su, ve Chen 2010, Pham ve ark. 2011, Xue ve



ark. 2011, Yaqoob ve ark. 2011; Shi ve ark. 2013). Ayrica interferometrik kurulum ile pek ¢ok
calisma yapilmistir (Dong ve Lu 2012, Xia, Pan, ve Zhang 2014). Ayni yillarda, BKFM (Beyaz
Isik Kirinim Faz Mikroskopu) adi verilen 6l¢iim sistemi kullanarak kirmizi kan hiicrelerinin
kantitatif faz 6l¢timii gerceklestirilmistir (Pham ve ark., 2011; Pham ve ark. 2013; Bhaduri ve
ark. 2014; Yaqoob ve ark. 2011). Bu kurulum ile cisim ve referans i¢in kaydedilen birer
goriintiden mikrometre oOlgeginde bir cismin ylizeyinin morfolojisi kantitatif olarak
belirlenebilmektedir. L. Thomas 2015°li yillarda Mach- Zehnder interferometresiyle faz
hesaplanmasi tizerine yaptigi ¢alismalarda 1s1k 1s1inin, kirilma indisi degisen ortamda yayilmasi
ve yayilirken kat ettigi ¢apraz yolun uzunluguna bagli ve orantili faz kazanmasini kullanmistir
(Thomas ve ark. 2015). Bu yillarda, interferometrik olmayan goriintii ¢éziimleri ve egimi
yiiksek olan yiizeylerin ¢oztimleri ile ilgili ¢alismalar yapilmistir de (Groot 2015, Sharma M.K
ve ark. 2015).

Izgara yansitma teknigi ile ylizey morfolojisi 6lgiim yontemi CCD, goriintii olusturma
birimi ve goriintii analiz birimlerinden olusur (Gorthi ve Rastogi 2010). Ornegin iizerinde 1zgara
deseni ile goriintiisii olugturulur. Cismin yiiksekliginden dolayr 1zgara deseninde egrilmeler
meydana gelir. Bu goriintiiniin bir satir1 dalga denklemi ile tanimlanabilir. Dalga denkleminin
fazi, 1zgara desenindeki egriliklere karsilik gelir. Integral doniisiimler ile bu goriintiiden faz
hesaplamak miimkiindiir. Analiz birimi bu islevi yerine getirir. (Su ve Chen 2001; Kocahan
2008). Analiz edilen goriintiiden elde edilen faz bilgisi yiikseklige doniistiiriilerek cismin yiizey
morfolojisi olusturulur (Takeda ve Mutoh 1983).

BKFM o6l¢iim sistemi inverted mikroskop, CCD kamera ve Mach-Zehnder
interferometreden olusur (Pham ve ark. 2013). Izgara deseni deney kurulumda olusturulur ve
elde edilen interferogram CCD kamera ile kaydedilir. Analiz islemleri yapilarak 6rnegin faz
bilgisi elde edilir

Bu ¢alismada 6ncelikle mikrometre boyutundaki cisimler i¢in mikroskop, CCD kamera
ve Mach-Zehnder benzeri interferometreden olusan BKFM 6l¢iim sistemi kullanilacaktir.

Alman gorintiilerin Fourier Dontisiimii ile analizi yapilarak faz bilgisine ulasilacaktir.

Manfred Von Ardenne 1937'de yiiksek ¢oziiniirliige sahip gergek anlamda taramali
elektron mikroskobu (scanning electron microscope - SEM) icat etmistir. SEM cihazinin
calisma prensibi soyle agiklanabilir: incelenecek 6rnek SEM iinitesine yerlestirilip sistemin
vakumlama islemi baglatilir ve bu islem tamamlandiginda 6rnegin 6zelliklerine gore voltaj

degeri ayarlamalar1 yapilir, cihaz gerilimi yiiksek degerlere ¢ikarilir. Ornek ile elde edilen



elektron demeti etkilesimi sonucunda monitdrde goriintii olusur. Orek tutucu X, Y, Z
yonlerinde hareket ettirilerek incelenecek bolge tespit edilir. Istenilen biiyiitmeler igin
odaklama ve netlestirme ayarlar1 yapilir. Ornek iizerinde geri sagilmis elektron goriintiisii
(BEI), ikincil elektron goriintiisii (SEI), X-1sinlar1 goriintiileri elde edilir. Goriintii kayitlar
almir. EDS tinitesi kullanilarak yapilabilecek analizler (nokta, se¢ilmis alan ve ¢izgi analizleri)

ornek iizerinde gosterilir.

1986 yilinda Binning, Gerber ve Quate ilk atomik kuvvet mikroskobunu (AFM)
gelistirdiler. AFM esnek yapida olan bir manivela ve gozle goriilemeyecek kadar kii¢lik olan
sivri ugtan olusur. Ug¢ Ornek ylizeyine yeterince yaklasinca yiizeyle aralarindaki kuvvetler
manivelanin biikiilmesine sebep olur. Biikiilme manivela ucundan detektore yansitilan lazer
151t ile Olgiiliir. Biikiilme kuvvetle orantili oldugundan, biikiilme ol¢iildiigiinde kuvvette
Ol¢iilmiis olur. Manivela yiizeyi tararken ylizeydeki tepe ve ¢ukurluklari algilar. Ug yiiksekligi
sabit olursa yiizeye zarar verebilir. Bu yiizden X ve Y yonlerinde hareketle tarama yapilirken,
Z yoniinde hareketle yiikseklik ayarlanir. Biikiilmeler bilgisayara kaydedildigi zaman yiizeyin

topografyasi da ¢ikarilmis olur.

Bu calisma 6 boliimden olusmaktadir. Giris boliimiinde konunun kisaca anlatimindan
sonra, ikinci boliim de ¢alismada faydalanilacak Fourier dontisiimii ile ilgili kuramsal temeller
verilmistir. BKFM 6l¢lim sisteminin kurulumu ve goriintii olusumu, AFM goriintii hazirlig1 ve
olusumu ve SEM goriintii hazirhi@ ve olusumu tigiincii boliimde anlatilmistir. Dordiincii
bolimde deney kurulumlari ve hazirliklar1 agiklanarak, goriintii elde etmek icin yapilan
caligmalar anlatilmistir. Bulgular ve ¢alismanin sonuglar1 besinci boliimde ve yararlanilan

kaynaklarda altinci1 boliimde verilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Fourier Doniisiim Profilometresi

Izgara deseninden faz dagiliminin bulunmasinda pek ¢ok teknik kullanilmigtir. Fourier
dontigiimii profilometrisi (FDP) ad1 verilen ve bilgisayar ile otomatik 6l¢iim i¢in daha iyi bir
yontem olan bu teknik diger, 6l¢timlerdeki hantal gereksinimlere ihtiya¢ duymamaktadir. Adin
matematik¢i Joseph Fourier’den almistir. Takeda ve Mutoh matematiksel islemler kullanarak
tic boyutlu profil belirleme islemini ilk olarak kullanmislardir (Takeda ve Mutoh 1983).
Baslangicta bilgisayar islemi yerine insan gozlemi tarafindan sagak analizi i¢in gelistirilen bir
Moire teknigi ile 6lgme kullanilmaktaydi. FDP yontemi, Moire tekniginden ¢ok daha yiiksek

bir hassasiyete sahip olmasi agisindan avantajlidir (Moore ve Truax,1979).

FDP c¢apraz optik eksenler geometrisinde, bir projektoriin ve bir kameranin optik
eksenleri aynmi diizlemde bulunur ve nesnenin merkezine yakin bir noktada kesisir. Bu
geometrinin olusturulmasi kolaydir, ¢ilinkii bir 1zgarayr ve bir goriintli algilayiciy1 sirastyla
projektoriin ve kameranin optik eksenlerine yerlestirebilirsiniz, ancak yalnizca optik telesentrik
oldugunda diizlemsel desenler verir. Paralel optik eksenler geometrisinde, bir projektoriin ve
bir kameranin optik eksenleri ayni diizlemde bulunur ve paraleldir. Bu geometri diizlemsel
konturlar verir ancak i1zgaranin goriintiiniin gozlem kamera alani i¢inde olusturulmasin
saglamak i¢in 1zgaranin, projektoriin optik ekseninden ¢ok uzakta olmasi gerekmektedir. Bu iki
optik geometri secenegi de mevcuttur FDP'de ve buna ek olarak FDP ¢apraz-optik eksenler

geometrisinde diizlem dis1 desen sorununu ¢ozebilir (Takeda ve Mutoh 1983).

Yeni filtreler, renkli 1zgara deseni kullanimi ile ilerleyen yillarda caligmalar devam
etmis ve daha iyi sonuglar elde edilmistir (Berryman, ve ark. 2003, Kemao 2007, Quan, Tay,
ve Shang 1999, Su ve Chen 2001;Chen ve ark 2007.;Skydan ve ark.2005).

2.2. Capraz Optik Eksenler Geometrisi

Sekil 2.1, projeksiyonun optik eksenleri E, Ej,, kameranin optik eksenleri E, E. ile
normal olan hayali bir diizlem olan R referans diizlemi iizerindeki 0 noktasindaki ¢akisir ve
nesnenin yiiksekligi h(x,y) olgiiliir. Izgara deseninin gizgileri R diizlemine normaldir ve eslenik
goriintiisii (periyot p ile) projektdr mercegi tarafindan olusturulur; E,, ve Ej, sirasiyla,
projeksiyon merceginin giris ve c¢ikis merkezlerini belirtir. Giris ve ¢ikis E. ve E/
noktalarindaki kamera mercegi, referans diizlemi R, goriintii diizlemi S’dir. E,, ve E . lizerindeki

goriintliler R diizlemi ile ayn1 mesafede (¢, kadar) bulunur. Diizlem R diiz ve diizglin bir
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diizlem oldugunda, h(x,y)=0 ve E sonsuz (telesentrik bir projektor i¢in E ile gosterildigi gibi)
ise, diizlem ylizeyinde yansiyan ve E noktasi boyunca izlenen 1zgarali goriintii, diizenli bir

1zgara modelidir (Takeda,1982).

Sekil 2.1. Capraz Optik Eksenler Geometrisi (Takeda ve Mutoh,1983)

Fourier serisi asagidaki gibi yazilabilir:
G:(x,y)=X1% An exp(2minfyx) (2.1)

Fy=1/Py = cosO/p (2.2)



F, gozlenen 1zgaral1 goriintiiniin temel frekansidir ve P, 1zgara genisligidir. X ekseni
sekilde oldugu gibi segilir ve y ekseni sekil diizlemine normaldir. Ep, sonlu uzakliga sahipse,
goriintli diizleminde, h (x, y) = 0 i¢in bile x ile artan bir aralikta deforme olmus 1zgara
goriintiisiinii gézlemlenir ve X ekseni yoniinde bir kayma olusur (Takeda ve Mutoh,1983).

h(x,y) =0 i¢in deforme 1zgara goriintiisii

9o(x%,¥) = X% Anexp{2minfy[x + So ()]} (2.3)

seklinde yazilabilir. Burada So(X)=BC, x'in bir fonksiyonudur ve sekildeki gibi oldugunda C,

B'nin sagindayken pozitif bir isareti vardir. (2.3) denklemini faz modiilasyonlu sinyal olarak:
9o(x,y) = X% Anexpli[2mnfox + npo(x) 1} (2.4)
@o(x) = 21 fyso(x) = 2mf,BC (2.9)
ifade edebiliriz.

Capraz optik eksen geometrisi, Moire topografyasinda kullanildiginda, kaynaklanan
@o(x) faz kaymasindan ancak projektor sonsuza yerlestirilirse s6z edilmez. Bu, telesentrik
optik eksen geometrisinin moire topografyasina uygulanmasi kolay bir yapiya sahip olmasina
ragmen biiylik bir kisitlama getirmistir. FDP'de, bu baslangi¢ faz modiilasyonu otomatik olarak

diizeltilir.

Cismin ytiksekligi h(x,y) sifirdan farkli ise, temel 151m1 Ep, A - H noktasinda nesne
yiizeyine vurur ve H noktasi, Ec boyunca gézlemlendiginde R diizlemi {izerinde bir D noktasi

olarak goriiliir. Dolayisiyla, genel bir nesne i¢in 1zgara deseni,

g, y) = r(x,y) Xne—w Anexp2minfox + s(x, y)1} (2.6)
veya
g(x,y) =1(x,y) X2 Anexpli[2nnfox + ne(x,y)]} (2.7)

seklinde ifade edilir. r(x,y) nesne yiizeyinde yansimanin diizensiz dagilimidir,

o(x,y) = 2nfos(x,y) = 27Tf0ﬁ (2.8)

ise iki boyutlu faz dagilimidir.



2.3. Paralel Optik Eksenli Geometri

Sekil 2.2’de paralel optik eksenli geometri gosterilmektedir. Projektor mercegi EpEp'

ve kamera lensi E-E'paraleldir ve referans diizlemi R'ye normaldir.

Sekil 2.2. Paralel Optik Eksen Geometrisinin Sematik Gosterimi (Takeda ve Mutoh,1983)

Izgaranin G birlesim goriintiisii R diizleminde ve Sekil 2.1'deki ti¢ nokta A, B ve C Sekil2.2'deki
C noktasinda birlestirilmistir. Dolayisiyla, h(X,y)=0 diizleminde yansitilan 1zgaranin
goriintiistinii gorlis alanina dahil etmesi i¢in 1zgaranin projektdr lensinin optik ekseninden ¢ok

uzakta olmasi gerektigi i¢in optik kurulum kullanisgh degildir.



2.4. Fourier Doniisiimii

Denklem 2.7°de verilen deforme olmus 1zgarali goriintii hem faz hem de genlikte
modiile edilen mekansal tasiyici frekanslar1 ile ¢oklu sinyaller olarak yorumlanabilir. Faz
oOlgiilecek 3D sekil hakkinda bilgi tasidigindan, problem nesne yiizeyindeki diizglin olmayan
yansima sebebiyle istenmeyen genlik degisimi r(X,y)'den ayri olarak fazin nasil elde

edilecegidir. Deforme olmus 1zgara deseni asagidaki gibi yeniden yazilabilir:
9(x,¥) = Xn=—w qn(x, y)exp(2minfyx) (2.9)

an(x,y) = Apr(x,y)expling(x,y)] (2.10)

Bir FFT algoritmas1 kullanilarak, y degeri sabit alinarak x degiskeni yoniinde denklem

(2.10)’un 1 boyutlu Fourier doniisiimii alinirsa,

G(Uf,y) = [T 1 W[Z2 Ay exp(—i2nx(f — nfy) + inp(x,y))]dx  (2.11)
elde edilir. Bu denklem

G(f,¥) = X2 Qu(f = nf0, ) (2.12)

seklinde ifade edilebilir.

G(f)y) ve Qn(f,y) 'nin sirastyla g(x,y) ve gn (X,y)' nin 1 boyutlu Fourier déntistimleridir.
Sadece x degiskenine ve digerlerine gore hesaplanir, degisken y sabit bir parametre olarak kabul
edilir. Cogu durumda, r(x,y), 1zgara deseninin frekansina gore ¢cok yavas degistiginden, tiim
spektrum Qn(fn,fo,y), tastyict frekansi ile birbirinden ayrilmaktadir. Sekil 2.3'te gosterildigi gibi,
sadece ilk frekans bileseni Qi(f1,fo,y) se¢ilip karmasik bir sinyal elde etmek igin ters Fourier

doniistimiini hesaplanirsa,

9Cx,y) = q,(x,y) exp(2mifyx) (2.13)
= Ayr(x, y)exp{il2nfyx + ¢(x, ¥)]} (2.14)

elde edilir.



Q,
-

la(r,y)

-y -afy -1

Sekil2.3. Deformasyona ugramis 1zgara deseninin bir satirinin frekans gosterimi (Takeda ve

Mutoh,1983).

h(x,y) yliksekliginin sifir oldugu durum i¢in islemleri tekrardan yaptigimizda denklem

(2.14);

go(xy) = Ajexp{i[2mfox + @o(x)]}

seklinde yazilabilir.

Sekil 2.4’de h(x,y) yiiksekliginin sifirdan farkli oldugu durumda 1zgara deseninin

goriintlisiinii gosterilmistir. Sekil2.5’deki ise h(X,y)’nin sifir oldugu durumda 1zgara deseni

goriintlistidiir.

1100

Sekil 2.4. Yiiksekligi sifirdan farkli olan 1zgara deseni

Sekil 2.5. Yiiksekligi sifir olan 1zgara deseni



Denklem (2.15)’in kompleks eslenigi ile denklem (2.14)’{in ¢arpimindan,

G, ¥)g0 * (x,¥) = |41 1Pr(x, y)exp{i[Ap(x, y)]} (2.16)

elde edilir. Burada faz farki Ap(x,y) = @(x,y) — ¢o(x) = 2nfy(BD — BC) = 2nf,(CD)

— —1 [Im(g(x,y)Go*(x.y))
Bpx,y) = tan™ [EEESRS (2.17)
seklinde hesaplanabilir.

Bilgisayar tarafindan yapilan faz hesaplamasi -n ile w arasinda degisen temel degerler
verdiginden, faz dagilimi bu aralikta alinmistir ve sonug olarak 2x 'den fazla varyasyonlar i¢in
2w faz sigramalar ile siireksizliklere sahiptir. Bu siireksizlikler &t ile - © arasinda degisen faz
atlamasina gore 27 ekleyerek veya ¢ikararak kolayca diizeltilebilir veya tam tersi yapilabilir. 2
fazli bir faz dagilimi, y boliimleri i¢in ayni islemin tekrarlanmasiyla elde edilebilir. Bu isleme

faz diizeltme ad1 verilir (Takeda ve Mutoh1983).
2.5.Maksimum Ol¢iim Arahg

FDP, temel frekans bileseninin sadece tek bir spektrumunu se¢mek i¢in filtrelemeye
dayandigindan, bu frekansi diger tiim spektrumlardan ayirmak gerekir. Bu kosul, FDP

tarafindan olgiilebilen maksimum araligi sinirlar. Denklem (2.7)'de r(x,y)' nin fo'dan daha yavas

degistigine dikkat edilirse, n. spektrum bileseni i¢in anlik bir FM sinyali frekansina benzer bir

yerel uzamsal frekans f, tanimlanir:
fo = o= 0/0x[2mnfox + ne(x,y) (2.18)

=nf, + %.&p(x, y)/0x (2.19)
Temel spektrumun diger tiim spektrumlardan ayrilmasi i¢in, gerekli olan;

(fl)max<(fn)min (n=2131--- ) (2-20)

fo < (f)min (2.21)

Burada fo, (fo )maks Ve (fn)min N=1,2 ve 3 igin Sek.2.5’de gosterilmistir. Denklem (2.19)’u
denklem (2.20) ve denklem (2.21)’de yerine yazarak asagidaki esitlikler elde edilir.

1

fo+—. (‘;_‘ﬁ)max < nfy+ %(Z—z)mm (n=2,3,...) (2.22)

21

fo<fotsm(oe) (2.23)
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Daha giivenilir ve pratik durum asagidaki gibi elde edilebilir.

n6<p

1,0
fot oI5 lmax <fo =51 50 bmax ~ (=23,...) (2.24)
1
fb < fO - El x |max (2-25)

Burada; | (0¢) /0x|maks nin maksimum mutlak degeri |[(0¢)/0x ] maks| Ve [[(0d)/0x]minl’in
degerlerinden daha biiyiiktiir. Denklem (2.24) ve denklem (2.25)’ten asagidaki denklemler elde
edilir.

122 |imax < (n—1/n+1).2f,, (n=23,...) (2.26)

122 |max < 27(fo — fi) (2.27)

Cogu durumda, f},, fy/2'den ¢ok daha kii¢iik ve (n—1)/(n+ 1) n ile monoton olarak

arttigindan, sinir n = 2 igin denklem (2.26) diizenlenir:

d
|52 max < 27fo/3 (2.28)

Maksimum Olgiim araligi ele alindiginda, @(X,y)'nin @o(X)'den ¢ok daha biiyiik oldugu
diistintilerek asagidaki esitlik yazilabilir:

o, y) =4 (x,y) = (—2nfy d/ly)h(x,y) (2.29)

Burada lo>*h(x,y) alinmistir. Denklem (2.29) denklem (2.28)’de yerine yazildiginda sonug

olarak asagidaki denklem elde edilir.

6h(x y)

| === lmax < 1/3.(,/d) (2.30)

Bu durum, maksimum o6l¢iim araliginin, yilikseklik dagilimi h (x, y) 'nin kendisi ile sinirh
olmamakta, fakat onun 1zgarast ile normal dogrultudaki tiirevi tarafindan
sinirlandirilmamaktadir. Maksimum 06l¢lim araligi, fazin agirt modiile edilmesini 6nlemek i¢in
lod biiylikligiinde bir geometri kullanilarak genisletilebilir. Bu, Moire topografisinde sagak
hassasiyetinin azaltilmasina karsilik gelir, ancak FDP, ¢ogu uygulama i¢in, 2n'den ¢ok daha
diisik bir faz dagilimimni tespit edebildiginden, yeterli bir duyarliliga sahiptir (Takeda ve
Mutoh1983).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Beyaz Isik Faz Kirimim Mikroskopisi (BKFM)

Beyaz Isik Kirmim Faz Mikroskopisi, Mach Zehnder interferometresi, kamera ve
mikroskoptan olusan bir sistemdir. Bu teknikte cisimle temas olmadan 1zgara yansitma teknigi
ile mikrometre boyutunda 6l¢timler yapilabilmektedir. Farkli kurulumlar ya da 1s1k kaynaklari
ile 1zgara deseni olusturulabilmektedir. Bunun sonucunda karsimiza pek ¢ok interferometre
¢esidi ¢ikmaktadir. Fourier interferometresi (Endove ve ark.,2005), iki 1sin interferometresi
(Leonhardt ve ark.,2005), beyaz 1sik interferometresi (Blunt 2006). Giliniimiizdeki
interferometrelerin temelini Michelson Interferometresi olusturmaktadir. Cift mercekli
interferometrelerden su anda yiliksek ayirma giiciine sahip bes mercegin birlesmesinden olusan
interferometrelere gecilmistir. Yapilan Olglimlerin kalitesini arttirmak i¢in farkli deney

diizenekleri olusturulmustur.

Beyaz Isik Interferometresinin Michelson Interferometresinden farki dzel bir beyaz 151k

kaynagi kullanilmasidir. Sekil 3.1°de beyaz 1s1k interferometresinin diizenegi verilmistir.

Loae
NMYAG | Woim [ oon o | 3
1064 nm crysal |
Peference
Whste bighe nRIToE
SIPETCOGRIATD LW Ce / Be Laspected saaple
am
3 iplser
S\
MOF = T LA
zzz37 e
.

Gratng

Sekil 3.1.Beyaz Isik interferometresi Diizenegi (Reolon ve ark.2006)
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Sekil 3.2’deki gibi baska bir deney diizenegi ile mikrometre boyutunda Sl¢limler

yapilmistir. Diizenek projektdr, CCD kamera ve mikroskoptan olugmaktadir.

Sekil 3.2. Mikrometre boyutunda cisimlerin yiizey Ol¢imii ig¢in kurulan projeksiyon ve

mikroskoptan olusan deney diizenegi (Shi ve ark.2013)

Sekilde 3.3’deki deney diizenegine interferometrik kurulumla ve lens kullanarak
mikrometre boyutunda Slgiimler yapmak miimkiindiir (Xia ve ark.2014, Dong ve Lu 2012,

Zwemer ve ark. 2006).
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Sekil 3.3. Mikrometre boyutunda cisimlerin yiizey 6l¢timii i¢in kurulan optik mikroskop (Xia
ve ark. 2014)

BKFM olgiim sistemi kan hiicrelerinin ylizey morfolojisinin belirlenmesi i¢in
tasarlanmistir (Bhaduri ve ark. 2012, Pham ve ark. 2013). Duragan ornekler olmasa bile
yeterince hizli bir kamera ile alinacak bir 6rnek bir de referans goriintiisii ile kantitatif faz

Ol¢timii BKFM ile miimkiin olmaktadir

Mikrometre boyutundaki cismin 3D profilini olusturabilmek i¢in ilk olarak 6rnegin
tizerine 1zgara desenini yansitmak ya da referans bir goriintii olusturmak gerekir. BKFM (Pham
ve ark. 2013) dl¢lim sisteminde inverted mikroskop, Mach—Zehnder benzeri bir interferometre
ve CCD kamera kullanilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Beyaz 151k kirinim faz mikroskobisi sematik gosterimi (Pham ve ark. 2013)

Bu sistemde kullanilan interferometre sekil 3.5’de gosterilmektedir. Kirmnim agindan
gegen goriintii M1 merceginde odaklanarak filtre tizerine disiiriiliir. Merkez ve +1 ya da -1
goriintii filtreden gecirilir. Filtreden gegen iki goriintli M2 mercegine gelir. Sonra da CCD
kamera tlizerinde ¢akistirilir ve boylelikle girisim deseni yani interferogram olusur. Olusturulan
cisim ve referans interferogrami, Fourier doniisiimii ile analiz edilerek cismin 3D profili elde
edilir.

Sonug gérunta
dazlemi

Mikroskop ¢ikis

géranta dozlemi Fourier dOzlemi

@ fy f f;

~
>,

Mikroskop
(INET 5

Kirinim ag Filtre

/ (grating) / CcCD

(b) o!h

(©)

Filtre

A

Sekil 3.5. (a) Mach Zehnder iterferometresinin kurulumu; (b) kirinmim sonucu elde edilen

goriintiilerin filtrelenmesi; () filtrelemede kullanilan dairesel agiklik (Kocahan ve ark, 2017)
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3.2. Atomik Kuvvet Mikroskopu

Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microscope - AFM), 6rnek yiizeyinin bir
topografik goriintiisiiniin, bir u¢ ve bir drnek yiizeyi arasindaki etkilesimlere dayanarak elde
edilen tarama mikroskobudur. Normal bir optik mikroskoptan 1000 kat daha iyi goriintii elde
edilmesini saglar. AFM Gerd Binning ve arkadaslar1 tarafindan icat edildi. 1986'da IBM Ziirih'e
bagli olarak, 1981'de sunulan STM (Taramal1 Tiinel Olusturma Mikroskobu) iletken 6rneklere
bagliyken, AFM ayni1 zamanda iletken olmayan 6rneklerin kullanilmasina da izin vermektedir.
1986 yilinda yaptiklari ¢alismalardan otiirii Fizik dalinda Nobel Odiilii'ne layik goriildii. AFM,
1989 yilinda ilk kez ticarilegmistir.

3.2.1. Atomik Kuvvet Mikroskopunun Calisma Prensipi

Sekil 3.6’da goriildiigii gibi tipik bir AFM, serbest ugta bir kiigiik uglu (prob), bir lazer,
bir 4-kadranli fotodiyot ve bir tarayici iceren bir konsoldan olusur. AFM pek ¢ok amag igin
kullanilabilen bir aragtir ve nano 6lgekte yapilan dlgtimler tercih edilir. 3D yiizey profillerinin
Ol¢timii disinda pek ¢ok yiizey l¢timiinii de yapabilmektedir. Sulu ortamdaki canli hiicrelerini
goriintlileyebilir. Kuvvet ve yer degistirme oOlgiilebilir. Yiikseklik-¢oziliniirliik verileri angstrom

Olcekte iken atomik ¢Oziiniirliikte 6rnek iiretebilmektedir

4-kadranh fotodiyot

lazer

AFM konsolu

AFM ornek tutucu

Sekil 3.6.Atomik Kuvvet Mikroskopu Caligsma Prensibi (www.doitpoms.ac.uk)
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AFM’de 6rnegin yiizeyini tararken ¢cubuk ve ucunda ¢ok ince igneden olusan diizenek
kullanilir. Yiizeye igne gereken miktarda yaklastiginda, ylizey igne arasi ¢cekim kuvvetleri ile
cubuk yiizeye dogru sapar. Igne yiizeye yaklastikca itme kuvveti artar ve ¢ubugun yiizeyden
disar1 sapmasina sebep olur. Yapilan ¢alismaya gore kullanilan igne degistirilebilir. Genellikle
Silikon (Si) veya Si;N, igne ve gubuktan olusan diizenegin yapiminda kullanilir. Ugta olan
ignenin kalinligi genellikle 0.2 ile 10 nanometre arasindadir. Sekil 3.7°de AFM kantil ve
uclarinin SEM goriintiileri goriilmektedir (Wilson A.R. ve ark. 2006).

Sekil 3.7. Mikrofabrik silikonlu AFM kantilleri ve ug sekilleri SEM goriintiileri

Sekil 3.8’de gosterildigi gibi lazer 1sin1 ile yiizeye yakinlagtikca veya ylizeyden
uzaklastik¢a cubukta sapmalar goriiliir. Lazer 151m1 diizenekteki ¢ubuk iizerinden yansir. Eger
yanstyan 1sin agisinda degisme olduysa cubuk hareket eder. Degisikliklerin tespitinde
kullanilan foto diyot konuma duyarlidir (Position sensitive photo diode, PSPD). Lazer 1sininda
olan sapmalar ile ornek yiizeyindeki girinti ve cikintilar nano 6l¢ekte kaydedilir. Isindaki
sapmalar ile ylizeyin konum bilgileri kaydedilmis olur. Kabartmali haritalara benzemektedir.
Kabartmal1 haritalardaki gibi konum yiikseklik farkliliklarindan 6rnegin nano ylizey haritasi
elde edilir (Wilson A.R. ve ark. 2006 ve Clementa.ve ark.2008).
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Sekil 3.8. Atomik Kuvvet Mikroskopu Sematik Gosterimi

Sekil 3.9°da gosterildigi gibi itme-gekme kuvvetlerinden olusan topografik harita
olusumu verilmistir. Konsolun serbest ucuna tutturulan ug, ylizeye ¢ok yakin geldiginde, ug ve
ornek ylizeyi arasindaki etkilesimler nedeniyle, konsolun negatif veya pozitif bir biikiilmesine
neden olarak, cekici ve itici kuvvetler ortaya ¢ikar. Bu egilme, bir lazer 1s1ninin yardimiyla
tespit edilir. Ug 6rnek boyunca ilerledikce, drnegin yiizey 6zelliklerine (6rnegin topografya)
gore yukar1 ve asagi hareket eder. Bu dalgalanmalar, u¢ ve ornek arasindaki etkilesimler
(elektrostatik, manyetik, kilcal, Van der Waals) ile elde edilir. Ucun yer degistirmesi dl¢iiliir ve

topografik bir goriintii elde edilir (Wilson A.R. ve ark. 2006 ve Clementa.ve ark.2008).

Sekil 3.9. AFM Ornegi incelerken Gériintiisii(www.bilimfili.com)
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3.2.2. Resim Cekmek

Genel olarak AFM probunun hareketi yerine 6rnek piezoelektrik bir materyalle X, y, z
yoniinde hareket ettirilir. Piezoelektrik malzemeler (piezokristaller), bir voltaj uygulandiginda
biiyiliyebilen veya daralabilen seramik malzemelerdir. Bu sekilde, x, y, z yonlerinde ¢cok hassas

hareketler miimkiin olabilir (Pozisyon nanometre ¢dziiniirliikte kontrol edilebilir)

Bir lazer 1511, konsolun arkasina odaklanmigtir. 4 kadran fotodiyot dedektdriine geri
yansitilabilir. Bu pozisyon duyarli fotodiyot yardimi ile konsolun biikiilmesi tam olarak
Olciilebilir. Konsol ucu, numune ile u¢ arasindaki atomik kuvvet farkliliklarina gore sapar ve
boylece detektor, sapmayi dlger (Sekil 3.10). Olusturulan goriintii, 6rnek yiizeyinin topografik
bir 6rnegidir (Wilson A.R. ve ark. 2006 ve Clementa.ve ark.2008).

Saptirma Sensorii

/Z
N Yaklasim
Kuvvet Sensorii ﬂﬁm
Geri Bildirim Omek | Uc vE
Y
& | =
Piezo Tarayici
Veri Analizi
> (s
Z/ y/4

Sekil 3.10. AFM'nin ¢alisma prensibini gosteren sematik diyagram
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3.2.3. Kuvvet-Mesafe Egrisi

Ucu, 6rnegin ylizeyine yaklastiginda, van der Waals kuvvetleri ¢cekmeye neden olur.
Temassiz bolgede, sonda ve yiizey arasindaki mesafe onlarca yliz Angstrom civarindadir.
Bununla birlikte, mesafe kimyasal bagin uzunlugu kadar kisa oldugu igin, yani birkag
angstromun itici colombik kuvvetleri baskin hale gelir. Temas bolgesinde, toplam Van der
Waals kuvvetleri, pozitif ¢cekirdekler ve elektron kabuklarinin iist iiste gelmesi (Pauli ilkesi)
arasindaki etkilesim nedeniyle pozitiftir (itme Kkuvveti) (Wilson A.R. ve ark. 2006 ve
Clementa.ve ark.2008). Kuvvet ve mesafe arasindaki iliski Sekil 3.11'de gosterilmistir.

AFM, kati-hal fizigi, polimer kimyasi, yari-iletken teknolojisi molekiiler biyoloji,
miithendislik, yiizey kimyasi, hiicre biyolojisi tip gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Kati-hal
fiziginde AFM, ornek ylizeyindeki atomlarin tanimlanmasi, atom ve atoma komsu olan
atomlarin etkilesimlerin incelemede ve atom manipiilasyonu ile olan atomik diizenlemelerden
olusan fiziksel 6zelliklerdeki degisimleri incelenmesini kapsar. Hiicresel biyolojide de ise
AFM, hiicrelerin sertligine bakilarak kanser hiicre ile normal hiicreyi ayirabilme ve bir hiicre
ile komsu hiicrelerinin etkilesimleri inceleyebilir. Iletken cubugun malzemesi ile elektrik
potansiyellerine bakilabilir. Daha da gelismis sistemlerde, elektrik iletkenligi 6l¢timiinde, alt

ylizeyi tasimada igne iizerinden akim iletilebilir.
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Sekil 3.11. Kuvvet ve mesafe arasindaki iliski (Sahin R. 2009).
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3.2.4. AFM Olciim Teknikleri ve Géoriintii Elde Etme Modlar1

AFM’de, yiizey oOzelliklerinin Olgiimiini almak, ylizeyin topografyasini gormek,
goriintii olusturmak i¢in bazi teknikler kullanilmaktadir. Mod adi verilen bu tekniklerin her

birinde farkli yontem kullanilmaktadir.

Temas modu AFM ile goriintii almada en basit mod temas modudur. Bu modda
manavelanin ucu 6rnege dokundurularak 6rnek X,Y yonlerinde hareket ettirilererek taranir.
Tarama boyunca 6rnek yilizeyindeki yiikseklik farki centilevere gelen 1s1gin yansimasini
degistirir. Ug ile yiizey arasnda temas oldugunda atomlar birbirine yaklasik 107°N
biiyiikliigiinde itme kuvveti uygulamaktadir. Bu deger sabitlenir. Degerde azalma olursa igne
bosluga gelmis demektir. Ug sabitlenen degere gelene kadar yiizeye yakinlasir. Eger yiikseklik
artarsa ug¢ yiizeyden uzaklagsmaya calisir. Ayni sekilde yiikseklik olan yerlerde kuvvet artacagi
icin tip uzaklagmaya calisir. Ucun gerekenden fazla kuvvet uygulamasi atomlarin birbirine olan
etkisini arttiracagindan igneye zarar verecektir. Yalitkan ve yart iletken malzemelerde ise
elektrostatik sarj olugmaktadir. Bu da hi¢bir maddenin aslinda tamamen temas halinde

olmadigini gosterir (Arkaz H. 2017).

Temassiz modda ug drnege 50 ile 150A° arasi yakinlasir. Bu yakinlikta ug ile 6rnek
arasindaki Van der Walls kuvvetleri hesaplanarak tarama gerceklestirilir. Tarama sirasinda
rezonans frekans veya yiikseklik sabitlenir. Temasli moddakine gore kuvvet diisiik oldugundan
¢cozlinirliikte diisiiktir. Aliman Ol¢limlerde, 6rnek ve uca zarar vermediginden biyolojik

orneklerde tercih edilir (Arkaz H. 2017).

AFM’de tiklatma modu en kullanigli moddur. Diger modlardaki zorluklari agsmis ve elde
edilen goriintii topografyasi yiiksek ¢oziiniirliktedir. Piezo hareketi ile Centileverin piezo
hareketiyle saniyede 50.000 ile 500.000 arasinda yiiksek frekansla salinimini saglar. Yiizeye
yavagsca dokunacak kadar yaklagarak tarama iglemi gerceklestirilir. Yiizeye dokundugunda ya
da veya etkilesim oldugunda, salimim enerji degisiminden farklilik gosterir. Salinim farki
kaydedilerek bize ylizeyle ilgili bilgi verir. Bu teknik kirilgan ve yumusak 6rnekler i¢in idealdir
(Arkaz H. 2017).
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3.3. Taramali Elektron Mikroskobu
3.3.1.Taramah Elektron Mikroskopu Prensibi

Taramal1 Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintiiniin elde edilmesi, yiiksek gerilim ile
hizlandirilan elektron demetinin 6rnek yilizeyinde taratilmasinda 6rnekteki atomlar ve elektron
arasindaki etkinin algilayici ile toplanip sinyal gii¢lendiriciden gegtikten sonra katot 1sini
tiipliniin ekranina aktarmakla olur. Sinyaller dijitale ¢cevrilip monitore aktarilabilir. SEM ayirim
giicii, goriintii ile analizi birlestirmesi ve odak derinligi gibi 6zelliklere sahiptir. Kullaniminin
kolay olmasi, fiyatinin uygun olmasi, genis aralikta bilgi saglamasindan dolayr kullanighdir

(Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007).

SEM 6rnegi 100.000'den fazla kez biiyiitebilen ¢ok gii¢lii bir mikroskop oldugundan lif
kesitleri, kaplanmis ylizeylerin karakterizasyonunda, biitiin mikro, nano Olcekteki kati
malzemelerin analizinde kullanilir. Optik mikroskoplar sadece 1000 kez biiyiitme yetenegine
sahiptir ve 15181in kirmimi ¢oziiniirliigi sinirlar. Gorlintir 15181in dalga boyu 400 - 700 nm
arasindadir. Bu nedenle, daha kiiciikk boyutlu nesneler veya bazi ozellikler goriiniir 151k

kullanilarak gériilemez (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007).

Dalga-pargacik ikiligine gore, tiim materyaller dalga ve pargacik ozellikleri sergiler.
Yiiksek hizlarda hareket eden bir elektron, dikkat ¢eken dalga dzellikleri sergiler. Ozellikle,
cok kisa dalga boyuna sahip bir dalga gibi davranir. Bdylelikle, boyle bir dalganin kirinim
¢Oziiniirliigl ¢ok iyi olacaktir. Bu SEM ilkesidir. Bir SEM'in basitlestirilmis bir semast sekil
3.12’de verilmistir.
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Sekil 3.12. Elektron tabancasi, kondenser mercek, ornek, XY bobinleri, ikincil elektron
detektorti, geri sagilmis elektron dedektorii, X 151n1 detektorii gosteren SEM sematik gosterimi
(Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007)
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SEM, Manfred Von Ardenne liderliginde 1930 yillarinda gelistirilmistir. 1935y1linda
Max Knoll ilk SEM’i iiretmistir. Pek ¢ok alanda kullanimi mevcuttur. Isinin farkli oldugu
durumlarda metallerin dayanikliligi  belirlemede, tipta doku ve hiicre kiltiirlerinin
incelenmesinde, kriminal uygulamalarda sag, iplik gibi delilleri incelemede biyolojide bitki ve

hayvan dokularmin incelemede, tekstilde kumaglarin analizi ve liflerinin incelenmesinde

kullanilmaktadir. Ticari olarak 1965'de ilk kez kullanilmistir (Palucka T. 2002).

SEM, bir elektron tabancasi (elektron kaynagidir), elektron 1sininin boyutunu kontrol
etmek icin bir elektron yogunlastirict mercek, elektron 1sin1 kontrollii bir sekilde hareket
ettirmek i¢in bir XY defekt bobini ve detektorlerden olusur. “ikincil elektron detektorii” olarak
adlandirilan bir elektron detektorii mevcuttur. Genellikle modern SEM'lerin ¢ogunda geri
sacilan elektron detektorii ve X-1sin1 detektorleri bulunur (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou
W.ve ark. 2007).

Elektron demetindeki elektronlar ile Ornekteki atomlarin yaptigi elastik olmayan
carpismayla olusan ikincil elektronlardir. ikincil elektronlar érnek yiizeyin yaklasik olarak 10
nm’lik derinliginde meydana gelirler. Ikincil elektronlarin enerjileri maksimum 50 eV kadardur.
Foto ¢ogaltici tiip ile toplanip, Grnege ait tarama sinyali konumu ile iliskilendirilerek yiizeyin

goriintiisii elde edilir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007).

Bir diger elektron grubu ise geri sagilma elektronlaridir Yiizeye varan elektron demeti
ve geri sagilma elektronlar1 yaklasik olarak 1800° ac1 sagilirlar. Bu elektronlar 300nm kadar
yiizey derinliginden gelen yiiksek enerjiye sahip elektronlardir. Yiiksek enerjili olduklarindan
fotogogaltict tiip ile tespit edilemezler. Katihal detektorleri ile tespit edilmektedirler. Bu
Detektore gelen elektronlar indiikledikleri elektrik akim siddetine bagli olarak verir. Atom
numarasina biiyiik olan atomundan sagilan elektronlarin enerjisi atom numarasi kiiciik olandan

daha yiiksektir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007).

Gelen elektron demeti ve ornek yilizeyin yaptigi diger etkilesme yaklasik 1000 nm
derinlikte ve enerjileri de keV seviyesinde olan X isinlarinin ¢iktigi duruma aittir. Yiizeye
carpan elektron, 6rnegin atomunun i¢ yoriingesinden bir tane elektron kopmasina neden olur.
Enerjide dengeyi saglamak igin {ist yoriingesindeki elektron bu seviyeye gecis yapar ve
gecgerken de ortama X 1511 yayar Bu X 1sinina karateristik X 1s1n1 denir. Bu X 1s11 6rnegin 10
mm? capinda Si (Li) detektédrle algilanir, sinyal yiikselticiye, sonra ¢ok kanalli analizére son
olarak da SEM bilgisayarina gonderilir. Karakteristik X 1g1n1 incelenen malzemenin SEM’de

nitel ile nicel cinsinden tespitini saglar (http://www.taek.gov.tr.).
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3.3.2. Taramal Elektron Mikroskopu Kisimlari

Elektron tabancasi elektronlar1 yayan bir tungsten filamenti olabilir. Daha pahali
elektron tabancalari, lantan heksaborat (LaB6) kullanir. Bunlar i¢in, sicak filament, goriintii icin
kullanilan termiyonik emisyon ile elektron iiretir. Cok yiiksek biiyiitme i¢in Alan Emisyon
Tabancast (FEG) adi verilen farkli bir elektron kaynagi kullanilir. FEG ile SEM genellikle
Yiiksek Coziiniirliikli SEM (HRSEM) olarak adlandirilir. Bu tipte, kaynak akim tarafindan
1sitilmaz; bunun yerine, elektronlar1 ¢ok keskin bir tungsten kristali veya zirkonyum oksit olan
kaynaktan elde etmek igin bir elektrik alani kullanilir. Elektronlar 1 ila 40 keV arasinda bir
enerjiye sahip olacaklardir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark. 2007).

Tim elektronlar negatif yiikliidiir ve dolayisiyla bir 1sindaki elektronlar birbirini
itecektir. Bu 151n ¢apini artiracak ve goriintiiniin ¢oziiniirligiinii olumsuz yonde etkileyecektir.
Bu nedenle, elektrik bobinleri, 151n1 5 nm veya daha az bir ¢apa sikistirmak i¢in kullanilan
bobinlere yogunlastirict mercek bobinleri denir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark.
2007).

SEM ve optik mikroskoplar arasinda kullanilan teknikler agisindan bir¢ok fark vardir.
Bir elektron 151n1 optik mikroskopta 1s1k ile ayni sekilde kullanilmamistir. Isik mikroskobu, tim
ornek (veya ilgi bolgesi) ayni anda yanar. SEM'de, kiris ile sadece bir kii¢iik nokta yanar. Daha
sonra 1510, ‘rasterleme’ ad1 verilen bir islemle kiiclik adimlarla (genellikle nm cinsinden) taginir.
Bu bir katot 15in tiipiinde (CRT) hareketli elektron 1sina benzer. Uygun elektrik alani
uygulayarak, kirig X ve Y yoniinde "yiirliylis" yapilabilir. Tiim 6rnek elektron 111 taranarak
analiz edilir. Bu nedenle sisteme taramali elektron mikroskobu denir. Elektron demetini hareket
ettirmek i¢in kullanilan bobinlere sapma bobinleri denir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou
W.ve ark. 2007).

3.3.3. Elektron ve 6rnek arasindaki etkilesim

Sekil 3.13’de goriildiigii gibi elektron 1511 Ornege diistiiglinde, atomlarla etkilesime
girer ve gliclii elastik sagilma nedeniyle elektron yavaglar. Atomlar enerjiyi emecek ve
iyonlasacak. Ornek atomlardan gelen elektronlarin bir kismi serbest birakilacaktir. Bunlara
"ikincil elektronlar” denir. Genellikle elektron tabancasinin birincil elektronlarina kiyasla daha

diisiik enerjiye (<50 eV) sahiptirler.
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Elektron 1511 yiizeye diistiigiinde elektronlar dagilir ve 1sin ¢ap1 artar. Bu nedenle,
baslangicta bir koni gibi yayilir ve yiizeyin altindaki alan da incelenir. Isin enerjisi, 6rnegin

icinde daha derine inerken azalir. Uretilen ikincil elektronlarin sayis1 da azalir.

Ayrica, yiizeydeki elektronlar kolayca kacar ve detektdre ulasir. Alttan gelen elektronlar
(oluk), ylizeye c¢ikmadan once diger atomlar tarafindan yakalanabilir. Bu nedenle, oluktan
sadece daha az ikincil elektronlar detektore gelir. Genel olarak, detektordeki ikincil elektronlar
yiizeyin Ustiinde iretilir. Elektron-numune etkilesimi sonucunda ikincil elektronlar, geri
sacilmis elektronlar ve X Isinlar1 agiga ¢ikabilir (Goldstein, J.ve ark. 2003 ve Zhou W.ve ark.
2007).

Elektronlar ikincil Elektronlar

Sagilim

X Iginlar Elektronlar

Ornek

Sekil 3.13. Bir elektronun bir drnegine ¢arpmasinin olast sonuglari
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada ii¢ farkli dlglim sistemiyle kirmizi kan hiicreleri ylizey morfolojisi
incelenmistir. Oncelikle BKFM sistemi kurulmus ve ¢alismada kullanilan &rnegin Fourier
doniistimiiyle 3D yiizey bilgisi hesaplamistir. Daha sonra AFM ve SEM ile ornegin

goriintiistinii almak i¢in gereken hazirliklar yapilip goriintii elde edilmistir.
4.1. BKFM ile Goriintii Olusumu

Kirmizi kan hiicrelerinin kantitatif faz 6l¢timiinii gerceklestirmek i¢in dncelikle drnegin
ve referansin interferogrami olusturulmalidir. Bunun i¢in, BKFM (Pham ve ark. 2013, Bhaduri
ve ark.2014) 6l¢tim sisteminde halojen 1518a sahip Axio Observer A1, Zeiss inverted mikroskop
ve Hamamatsu ORCA Flash CCD kamera kullanilmistir. Sekil 4.1.° de BKFM diizenegi

verilmigtir.

Sekil 4.1. BKFM diizeneginin kurulumu

26



[k olarak, kan 6rneginden kaliteli bir goriintii almak i¢in mikroskop odaklanarak
ayarlamalar1 yapilmistir. Kullanilacak 6rnege gore objektif degistirilebilir. Bu tez ¢alismasinda
kirmizi kan hiicrelerinin goriintiilenmesi icin 40X objektif tercih edilmistir. Goriintiide
olusabilecek giiriiltiiyii arttirabilece§inden mikroskoptaki beyaz 1s1k diisiik seviyede olmasi
tercih edilmistir. inverted mikroskopta odaklanarak ayarlanan goriintii ilk olarak 110 ¢izgi/mm
bulunan gegcirgen bir kirinim agina (grating) ulasir. Burada olusan kirmim deseni 63 mm odak

uzakligina sahip yakinsak M1 mercegi ile odaklanir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Mikroskoptaki goriintiiniin kirinim agindan gegmesi sonucu olusan kirinim deseni

Kirimim deseninde olusan goriintiiniin bes tane bileseni vardir. Olusturulan goriintiiler
M1 mercegi lizerinden filtreye (pinhole) disiiriiliir. 0. ve +1 veya -1. bilesen goriintiiler
filtreden gecirilerek 150mm odak uzakligina sahip M2 ikinci mercege diistiriiliir. Diger
bilesenlerin goriintiilerin kamera tizerine diigmemesi saglanir. Filtreleme islemi ¢ok 6nemlidir.
Sekil 4.3.’deki filtre laboratuvarda hazirlanmistir. 0.seviyede referans 1sin ig¢in kullanilan
aciklik 200pum yaricapinda ve dairesel sekildedir. £1.seviyedeki 1sinin tamamen gegmesi i¢in

dikdortgen seklinde 5x2mm?* boyutunda agiklik yapilmistir.

Filtreden gecen 0. ve £1. bilesenler odak uzakligi M2 mercegi (yakinsak) kullanilarak
CCD kamerada {ist tiste bindirilir ve interferogram (girisim deseni) meydana getirilir. Girigim
deseni Ornek lizerinde egrilmeler olusturdugundan yiikseklik bilgisini tasimaktadir. Izgara

deseninde olusan egrilmeler faza yani yiikseklige karsilik gelir. Goriintii dalga denklemi
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seklinde yazilabilen optik sinyaldir. Bu interferegramdan Fourier doniigiimiiyle 3D yiizey

bilgisi hesaplanabilir.

Sekil 4.3. Laboratuvarda hazirlanan filtre

BKFM deney diizeneginde iki farkli hiicre icin goriintiileme denenmistir. Ilk deneme
epitel doku 6rneginde de yapilmistir. Cubuk yardimiyla alinan doku 6rnegi lamel iizerinde
yayilarak mikroskop odaklanir bdylece interferometreden gegerek ve CCD {izerinde
cakistirilarak interferogram goriintii elde edilir (Sekil 4.4). Epitel doku goriintiisii ve bunun i¢in
aliman referans gorlintiiye Forier doniisimii uygulanarak her piksel icin faz degerleri
hesaplanmistir. @z(x,y) referans gorintiiniin ve ¢@o(x,y) cismin gorlntiisiinin faz
degerlerinde siireksizlikler olusmaktadir. Bu faz degerlerindeki stireksizlikleri diizeltmek icin
de faz diizeltme islemi uygulanarak 6rnek cisim i¢in bulunan faz dagilimi bilgisi ¢@(x,y) =
@o(x,y) — @r(x,y) cismin ve referans goriintiiniin faz dagilimlarinin farkinin alinmasiyla

toplam faz dagilimi hesaplanmigtir ve Sekil 4.5.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Agizdan alinan epitel doku (a) ornegin goriintiisii; (b) referans goriintiisii
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Sekil 4.5. BKFM 6l¢iim sisteminde goriintiilenen epitel hiicrenin Fourier dontlisiimii yontemi

ile elde edilen faz degerleri; a) 3D profil goriiniimii; b) karsidan goriintiisii
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BKFM kurulumu yapilarak incelenen diger 6rnek kirmizi kan hiicresidir. Parmaktan
alinana kan 6rneginin iyi bir goriintiisii elde edilmek tizere mikroskop ayarlanmistir. Buradan
elde edilen goriintii Sekil 4.6.” da gosterilmistir. Yukarida agiklandigi gibi Fourier doniisimii
uygulanarak faz dagilimi hesaplanmis ve yiikseklige g¢evrilmistir (Popescu vd. 2006) Bu
¢evirme isleminde dalgaboyu, mikroskobun halojen lambasinin orta dalgaboyu olan 600 nm
olarak alinmistir. Kullanilan Hamamatsu ORCA Flash CMOS kameranin teknik detaylari,
kullanilan objektif 40X ve interferometrede kullanilan merceklerin sagladigi toplam biiytlitme
g0z oniine alinarak kaydedilen ham goriintiiniin bir pikselinin biiyiikligii 0,0683x0,0683 pm
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar ile kirmizi kan hiicresi igin elde edilen profil Sekil 4.7.’deki
gibidir.
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Sekil 4.6. Lamel iizerine yayilan taze kan 6rneginden elde edilen (a) kirmiz1 kan hiicresi

goriintiisii; (b) referans goriintiisii
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Sekil 4.7. BKFM ol¢iim sisteminde lamel iizerine yayilarak goriintillenen kan hiicresinin
Fourier doniisiimii yontemi ile elde edilen yiikseklik degerleri; a) 3D profil gorliniimii;

b) karsidan goriintiisii

Burada kan hiicresinin alt kisimlarinda sarkmalar goriilmektedir. Bu sarkmalar kan
hiicrelerinin i¢inde oldugu plazmadan kaynaklanmaktadir. Kan hiicreleri plazmada egik

durdugu i¢in yapilan analiz sonuglarinda da egimli bulunmustur. Bu yilizden hiicrenin tiimiinii
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net bir sekilde gozleyebilmek i¢in kan 6rnegi iki lamel arasina sikistirarak da 6l¢iim alinmistir.
Buradan elde edilen sonug biitiin kan hiicresinin plazma igine gdmiilii oldugu halidir. Kan

hiicresinin interferogrami Sekil 4.8’de ve hesaplanan tam profili Sekil 4.9°daki gibidir.
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Sekil 4.8. Lamel arasina sikistirilarak olusturulan 6rnekten alinan (a) kirmizi kan hiicresi
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goriintiisii; (b) referans goriintiisii.
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Sekil 4.9. iki lamel arasina sikistirilan kan hiicresinin Fourier doniisiimii ydntemi ile elde edilen

yiikseklik degerleri; a) 3D profil goriinlimii; b) karsidan goriintiisii
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4.2. Kirmizi Kan Hiicrelerinin AFM ve SEM Gériintiileme I¢in Hazirlanmasi

AFM ve SEM ile kan hiicrelerinin goriintiilenmesi i¢in bir 6n hazirlik yapilmalidir. Bu
boliimde 6rnek hazirligr agiklanmustir. Ilk olarak enjektdr heparinize edilmelidir, yani enjektdr
heparin solisyonu ile yikanmalidir. Heparin kuvvetli asidik oldugundan enjektorde fazlaysa ph
degerini diistirecektir. Bu yiizden ph degeri 7 olarak ayarladi. Lamlar da fosfat bakir salin (PBS)
ile fosfat tamponlu tuz ile iki defa yikanarak islem ic¢in hazirlandi. Froti yayma ile lama
damlatilan tek damla kan 45° ’lik ag1yla hizli ve tek hareketle yayilir. Yaymanin kalin olmamasi
ve kan hiicrelerinin tek tek goriilebilmesi i¢in bu gereklidir. Preparat havada kurutuldu ve PBS
ile yapigmayan kirmizi kan hiicrelerinin gitmesi i¢in 2 defa yikanarak siiziilmeye birakildi. 0,2
molar sodyum cacodylate ve %2,5 glutar aldehit ile olusan ¢ozelti iginde 2 saat bekletildi.
0,2Molar sodyum cacodylate tamponla 3 defa yikanarak kalan hiicrelerin yapistirilmasi
saglandi. Boylece hazirlanan kan 6rnegi buzdolabinda sodyum cacodylate i¢inde birkag ay

muhafaza edilebilir.

4.3.Atomik Kuvvet Mikroskopu fle Kan Hiicresinin Morfolojisinin Incelenmesi

Yukarida agiklanan yontem ile hazirlanan kan 6rnekleri Sekil 4.10°daki Nano Magnetics
Instruments AFM PLUS + ile Namik Kemal Universitesi Merkezi Laboratuarinda
(NABILTEM) gériintiilenmistir. Bu AFM cihazi, XY Tarayici: Motorize 50 mm hareket, 50
nm ¢Oziiniirliik, Z-tarayici: Motorize 50 mm hareket, 250 nm ¢6ziiniirliik 6zelliklerine sahiptir.
Optik mikroskobun goriis alani1 1.25 mm -0.25 mm’dir. Temasli mod ve vurma modu

bulunmaktadir.

Optik kamera agildi. Cantileverin goriintiisiini Sekil 4.11°deki gibi ekranda goriildii.
Cift tarafli bandin istiine hazirlanan 6rnek tam ortaya gelecek sekilde yapistirildi. Kan hiicresi
ornegi AFM kafasina konuldu. Sallanma payimni belirlemek icin genlik degeri verildi.

Centilever’in iyi olup olmadigina bakmak i¢in tanimlandi.
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Sekil 4.10. Kirmiz1 kan hiicrelerinin goriintiillenmesi i¢in kullanilan AFM.

Sekil 4.11. AFM Gortintiisti
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Sekil 4.12. Biitiin olarak AFM’nin sematik gosterimi (Prezi.com.atomik kuvvet mikroskopu)

Monitorden bakarak z yoniinde hareket ettirerek yiiksekligi, x ve y yonlerinde hareket
ettirerek cismin konum ayarlamasi yapildi. Bu islem yapilirken igne ucu 6rnege denk getirmek
icin Once kaba ayarda sonra ince ayarda ayarlama yapildi. Yiizeye carpmamasi i¢in yiizeye
yaklasilinca ince ayara gegildi Yiikseklik degeri (Amplitude) 2,4V degerinden diigmeye
basladi. Yaklasinca slow moduna gegildi ve deger 1,2V gosterdiginde yiizeyde oldugunu
gosterir. Bu islem otomatik olarak da yapilmaktadir ama islem siiresi uzundur. Ne kadar alan

taranacak, hiz1 belirlendi ve tarama siiresi yaklasik 20 dakika siirdii.

Ornek konulduktan sonra AFM’de meydana gelenleri siralayacak olursak (Sekil 4.12);
151k cantilevere carpti; sivri uglu igne 6rnege dogru hareketlendi; 151k cantileverden foto diyota
yansidi. Isik kuvvetlendiricide gliglendirilerek kontrol elemanina gonderilir. Isik kontrol
elemanina, kontrol elemani da bilgiyi bilgisayara ve sensore aktarir. Sensor meydana gelen
sapmay1 elektriksel c¢iktiya ¢evirir. Boylece elde edilen veriler bilgisayarda goriintiilenmistir.

Sekil 4.13°’de AFM’den elde edilen kirmizi kan hiicresinin goriintiisii goriilmektedir.
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Sekil 4.13. AFM ile elde edilen kirmizi kan hiicrelerinin goriintiisii
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4.4. SEM ile Kirmiz1 Kan Hiicresinin incelenmesi

Kan hiicrelerinin goriintiisiiniin alindigr Sekil 4.14’deki SEM’nin cihazinin markasi
FEI, cihazin modeli QUANTA FEG 250°dir. Cihazda bulunan detektérler, Everhardt Thornley
ETD (ikincil elektron detektorii), STEM Detektorii, EDS Detektorii, Genis Alan Diisiik Vakum
ikincil elektron detektorii (LFD), Gaz ikincil elektron detektorii (GSED) Ayrica sulu 6rnekler
icin WETSTEM kiti bulunmaktadir. Sekil 4.15°de SEM cihazinda goriintii olusumu i¢in
parametreler gériilmektedir. (http:merkezlab.nku.edu.tr/atomik kuvvet mikroskopu).

2
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Sekil 4.15. SEM cihazinda goriintli olusumu i¢in parametrelerin ayarlanmasi
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Cift tarafli bandin iistiine yukarida agiklanan yontem ile hazirlanan kan 6rnegi sput
tizerine yapistirildi. SEM cihazinin hazne kismina yerlestirip vakumlandi. Sekil 4.15°de st
kisimda goriildiigii gibi, elektron tabancasinin oldugu boliim siirekli vakumlu halde oldugundan
her zaman yesil renktedir. Bu sekilde oOl¢ciim icin gerekli parametrelerin ayarlanmasi
gosterilmektedir. Ornegin iletken olup olmamasima bagl olarak uygun mod ayarlandi. Esem,
high, low seklindeki {ic moddan high mod segildi. Ornegin elektron demetinin ¢iktig1 yere olan
yani elektron kolonuna mesafesi (yaklasik 10nm) belirlendi. Ornege bagli olarak basinci 90Pa
olarak ayarlandi. Spot gonderilen elektron demetinin ¢ap1 1-7 arasi bir deger segildi ve yatay

mesafe ayarlandi. Verilen deger diistiikkge ¢oziintirliigli artmaktadir.

Uygun gériintii monitdrden taratildi (Sekil 4.16). Ornek icin ideal olan biiyiikliige
getirildi. Ornegimiz igin biiyiitme 500x olarak ayarlandi. Farkli biiyiitmelerde goriintiiler almip
kaydedildi. Kaydedilen goriintiiler Sekil 4.17°de verilmistir.

12018 '-u ik T

Z0IBM 2500x '35 20001 l-ni:‘;j i : s

Sekil 4.16. SEM goriintiisii
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2/9/2018 mag [ | spot HV [ pressure det HFW | ——T,\ pm —
3:27:28PM | 10000x | 3.5 | 5.00kV | 250Pa | GSED | 9.5 mm | 41.4 pm NABILTEM

ag Vv sure det HFW 3 pm —

30000x | 3.5 .00 kv | 250 Pa | GSED 9 n | 13.8 pm NABILTEM

Sekil 4.17. SEM ile elde edilen kirmizi kan hiicrelerinin goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, farkli Olglim sistemleriyle kirmizi kan hiicresi ve epitel dokunun
goriintiileri elde edildi. Oncelikl, bu tez calismasinda kirmiz1 kan hiicresinin gériintiisiinii elde
etmek i¢in interferometre, CCD kamera ve mikroskop kullanilarak BKFM sistemi kurulmustur.
Orneklerin interferogramlar elde edilmistir ve bu goriintiilerden faz hesaplamak igin Fourier

Dontistimii kullanilmis ve 3D profil olusturulmustur.

Sonraki asamada Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilarak kan hiicresinin
goriintiisii alimmistir. Ornek yiizeyinin topografik goriintiisii, bir u¢ ve bir 6rnek yiizeyi
arasindaki etkilesimlere dayanarak elde eden tarama mikroskobudur. Iletken olmayan
orneklerde de kullanilmasi, normal bir optik mikroskoptan ¢cok daha (1000 kat) 1yi ¢oziiniirliikte
goriintii vermesi, sulu ortamdaki canli hiicreleri goriintiileyebilmesi avantajlaridir. Hem iletken
hem yalitkan malzemeler, hem sert hem de yumusak malzemeler mikro ve nano boyutta
morfolojileri incelenebilmektedir. Ancak 6rnegin bir 6n hazirlik islemine tabi tutulmasi gerekir
ve gOrilintiiniin alinmasi yavastir. Elde edilen goriintiiniin ¢oziiniirliglinlin Z y6niinde
hassasiyeti diisiiktiir. AFM ile yapilan Ol¢limlere bakildiginda, incelenen kirmizi kan
hiicrelerinin boyut bilgileri BKFM ve SEM ile ulasilan bilgilerden kismen farklidir. Olgiimiin
gergeklestirildigi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Merkez Laboratuvart NABILTEM ile
yapilan goriismelerde AFM’de kalibrasyon ile ilgili bir problem oldugu anlagilmis ancak bu

problem diizeltilememistir.

Son olarak kirmizi kan hiicresi icin NABILTEM’de bulunan SEM &l¢iim cihaziyla iki
boyutlu goriintii elde edilebilmistir. Yatay koordinatta hiicre genisligi 6lgekle verilmistir Bu
kalitatif (goreceli) bir Ol¢iimdir. Kullanilan kan hiicresinin yikanmis olmasi onemlidir.
Incelenebilecek 6rnek ¢esidi oldukca genistir. Orneklerin yiizey yapilarmi incelemede ve
element analizinde kullanilir. Elektrik ve manyetik alanlarin goriintiisii de elde edilebilir.
Ormegin 6n hazirliga tabi tutulmas: sarttir. SEM’de gériintiiniin elde edilmesi odaklanmis
elektron demetinin 6rnek yiizeyini taramasiyla elde edilir. Ayirim giicti, goriintii, analizleri
birlestirme ve odak derinligi 6zelliklerinden bu tiir calismalarda siklikla kullanilmaktadir.
Ancak 0l¢liim sirasinda ornege temas ederek zarar vermektedir. Sekil 3.17°de SEM ile alinan
kan hiicresi 0rneginin goriintiisli verilmistir. SEM ile yapilan 6l¢limler sonunda kirmizi kan
hiicresi yaklastk 7 wpum c¢apindadir. SEM ve BKFM’den elde edilen sonuglari

karsilastirdigimizda Slgiim hassasiyetinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ornekle temas
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etmemesi ve sonuglari 3D gosterebilmesi BKFM deney diizeneginin iistiin yoOnlerini

gostermektedir.

Bu calismada 6nerilen BKFM deney diizenegi ile elde edilen goriintiilerden Fourier
doniisiimil ile faz hesaplanmasi ve olusturulan 3D profiller her yonden izlenebilen, her noktada
yiiksekligi hesaplanabilen kantitatif sonuclar elde edilmesiyle, tezin amacina ulagilmistir. AFM
ve SEM goriintiileriyle sonuglar denetlenmistir. Bu 6l¢iim yonteminin biomedikal ve endiistri
gibi alanlarda kullanimi bulunmaktadir. Kan hiicresi morfolojisinin belirlenmesi, liretimi
yapilan ince filmlerin ylizeylerinin analiz edilmesi ve iiretiminin kaliteli olmasi hedeflerinde

kullanigh bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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