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Oz

Bu calismada, aydinlik-alan, karanlik-alan ve diferansiyel faz-kontrast goriintilerini ayni anda elde

Anahtar kelimeler
Isik mikroskobu; LED
dizisi; Faz-kontrast

edebilen tek-kamerali bir gorintiileme sistemi, programlanabilir bir isik yayan diyot (LED) dizisi
aracihgiyla farkli aydinlatma modelleri ile birlikte kullanilmistir. Kullanilan LED dizisi, aydinlatma

gdrintileme; 32x32 actlarinin esnek bir sekilde modellenmesine olanak saglamistir. Sol-sag, Ust-alt ve egik aydinlatmalarin

LED dizisi; egik
aydinlatma

etkisi, hem yanak epitel hiicresinde hem de sogan zari hiicresinde detayl olarak gézlemlenmistir.
Aydinlik-alan, karanlik-alan ve diferansiyel faz-kontrast goriintileri, 32x32 LED dizisinin desenleri
degistirilerek herhangi bir hareketli parca olmadan elde edilmistir. Bu nedenle, kullanilan sistem basittir,
disiik maliyetlidir ve geleneksel 1sik mikroskobu ile uyumludur.

Phase-Contrast Imaging at an Optical Microscope utilizing a Light
Emitting Diode Array

Abstract

In this study, a single-camera imaging system that can simultaneously acquire bright-field, dark-field
and differential phase-contrast images is used with different illumination patterns through a
programmable light-emitting diode (LED) array. The LED array allows flexible modeling of illumination

Keywords
Optical microscope,
LED array; Phase-
contrast imaging;
32x32 LED array;
oblique illimunation

angles. The effect of left-right, top-bottom and oblique illumination was observed in detail both in the
cheek epithelial cell and in the onion membrane cell. Bright-field, dark-field and differential phase-
contrast images are obtained without any moving parts by changing the patterns of 32x32 LED array.
Therefore, the system used is simple, low-cost and compatible with the conventional light microscopy.

© Afyon Kocatepe Universitesi.

1. Giris gerekliligini azaltan otomatik kan analiz cihazlarina

ragmen kan yaymasi incelemesi, yaygin olarak

Bireylerin saghgi hakkindaki bilgilerin 6grenilmesine
anemi gibi  hastaliklarin  ayirict  tanisinin

olanak saglayan tani ve teshis yontemleri, ) i . o
doktorlara ve laboratuvar uzmanlarina yardim eden yapimasinda, lenfoma ve I6semi teshisinde, ileri
bilgiler saglar. Teshis konusundaki standart tetkiklerin 6nerilmesinde ve bazi enfeksiyonlarin

hizli  teshisinde hala vazgecilmez bir aractir.

yontemler uzun adimlar icerir. Ornegin, kan

hicresini kullanarak hastalik teshis etmek igin tam
kan sayimi yapan bir cihaz kullanilir. Herhangi bir
anormal durum olmasi halinde cihaz teknisyene
uyari verir. Uyaridan sonraki adim ise mikroskobik
inceleme adimidir. Bazi hallerde, kan yaymadaki
hicresel morfoloji hakkinda yeterli bilgiyi elde
edebilmek icin ek testler de istenebilir. Kan yaymasi

Muayene i¢in bir kan yaymasi hazirlamada ise kan
hiicreleri, metanol eklenerek korunur. Bu isleme
sabitleme islemi adi verilir. Sabitlenmis kan filmi,
cesitli
hiicreler mikroskop araciligiyla incelendigi zaman
taninabilir. Fakat, boyama islemi, kan yaymasi
hazirlamada harcanan zamanin ve maliyetin biliytk

boyalarin  karisimi ile boyanir, boylece
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bélimiini olusturur. inceleme, kan yaymasindan
maksimum bilgi elde etmek icin deneyimli ve
yetenekli bir kisi, bir laboratuvar bilimcisi veya tibbi
patolog

olarak kalifiye bir hematolog veya

tarafindan yapilmalidir. Bu incelemeler, tim
kantitatif mikroskopi (quantitive mikroskopi) tabanh
yontemlerin sahip oldugu, disik verim ve gézlemci
oznelligi sinirlamalarina sahiptir. Bu nedenle; faz
gorintileme teknolojileri, mevcut klinik is akisinda
bu sinirlamalarin Gstesinden gelme potansiyeline
sahiptir. Bu teknikler, hiicreleri etiketsiz (label-free)
olarak gorintiledigi icin, boyamaya ayrilan hem
zaman hem de kaynaklar korunur. Ayrica, bu
teknolojiler, standart iki asamali stireci tek adimli
mikroskobik analizle

otomatik degistirme

potansiyeline sahiptir. Faz gorintileme
enstriimanlari herhangi mevcut bir mikroskopiye
kolayca eklenebilir ve klinik is akisina entegre etmek
icin Ozel bir numune hazirlamaya gerek yoktur
(Majeed et al. 2017).

Bir faz goriintliileme araci olan 1sik mikroskobu, gozle
ayirt edilemeyecek kadar kiglk numunelerin
incelenmesi ve gozlemlenmesi amaciyla medikal
arastirmalarda kullanilan en temel ve en eski
bilimsel araglardan biridir. Ciplak gbéz ile ayirt
edilemeyen kigik ve yogun numuneleri, net bir
boyutlara

donustirebilir. Mikroskobik goriintiilere daha fazla

sekilde ayirt  edilebilir  blyuk
ayrinti getirmek ve gorunirligini gelistirmek igin
suredir farkl tekniklerle
(Abbe, 1873). Bu
tekniklerden en yaygin olani ise kontrast artirici
tekniklerdir.  Isigin,

absorpsiyonu ile dretilen kontrast, aydinlik-alan

ylzyllari  askin  bir

¢ahismalar  yapilmaktadir

parlakligin  veya rengin
mikroskobunda numuneleri gorintiilemenin bir
aracidir. Yapilar dogal olarak renkli olabilirler veya
yapay olarak kimyasal renkli boyalar gibi kontrast
maddeleri eklenerek renklendirilebilirler.  Bu
kontrast maddeleri, beyaz i1s18in bir kismini absorbe
ederken diger renkleri iletir veya yansitir. Isig
tamamen veya kismen absorbe eden bu numuneler
Fakat,

ozellikle canli hiicreler veya boyasiz, ¢ok ince

genlik nesneleridir (amplitude objects).

numunelerden kontrast elde edilirken bircok engel
ile karsilasilir. Karsilasilan en bliylk engel ise, 1s18In
sacllmasi veya absorbe edilememesidir. Bunlar
genelde seffaf veya faz nesneleridir. Kimyasal

boyalar veya sabitleyiciler ile o6ldirerek veya
isleyerek numunelerin yapisini degistirmemek ise
¢ok onemlidir. Faz nesneleri, numune tarafindan
kirilan 1sigin fazini numuneden etkilenmeden gegen
sapmasiz, dogrudan isiga kiyasla yaklasik 1/4 dalga
boyu oraninda geciktirerek hafif bir sekilde
degistirir. Fakat, bu faz degisimi insan goziinin
algilayabilecegi bir fark olusturmaz. Faz degisimi,
yalnizca gorinir spektrumun renklerine veya farkli
Istkk yogunlugu seviyelerine (dalga genligi) daha
dogrudan

duyarldir. Faz numunelerinde,

sagllmayan 15tk numunenin iginden veya
cevresinden sapma olmadan gecer. Bununla birlikte,
numune tarafindan kirilan 1sigin genligi, 1sik emici bir
nesnede (genlik nesnesinde) oldugu gibi azalmaz,
ancak numunenin kirilma indisi veya kalinligi (veya
her ikisi) nedeniyle numune tarafindan yavaslatilir.
Yaklasik 1/4 dalga boyu gerisinde kalan bu kirilan
1stk, gorintl duzlemine faz farkiyla gelir, ancak
girisimde esasen yogunlukta azalmaz. Sonug olarak,
goruntlndn ayrintilari neredeyse goriinmez kilacak
kadar (Davidson &

Abramowitz, 2002). Kirilma indekslerinin uzaysal

kontrasttan  yoksundur
degisimden kaynaklanan faz kaymasi, mikroskopide
uzaysal kontrast kaynagi olabilir. Numunenin faz
(6), numunenin kalinhginin (t) ve kirilma indisinin
(n) carpimi ile belirlenir (6 = k,.(n —n,).t, k,
1sigin bosluktaki dalga vektoriidiir.) (G. Popescu et
al. 2008). seffaf
numunelerdeki faz kaymasini kontrasti artirarak

Faz-kontrast gorintileme,
gorandr hale getiren bir yontemdir, etiketsiz bir
teknik
gorintilenmesi basta olmak Uzere birgok biyolojik
numunenin gorlntiilenmesinde yaygin
kullanilir (Vyas, Li, Lin, Yeh, & Luo, 2022).

Mikroskopide en ¢ok kullanilan goriintileme
aydinhk-alan  (BF)
karanlhk-alan (DF) mikroskopisi ve faz-kontrast (PhC)

olmasi  sebebiyle canli  hicrelerin

olarak

yontemleri; mikroskopisi,
mikroskopisidir (Karakog, Ketani & Ketani, 2016, Liu,
Liu, & Waller 2014). Ote yandan, BF
gorintileme, gliclii absorpsiyona sahip numuneleri

Tian,

gozlemlemek igin ¢ok uygundur. BF gorintiileme,
etiketlenmemis hiicreler ve ince doku 6rnekleri gibi
yari saydam o6rneklerin gdzlemlenmesi igin uygun
degildir, clinkli bu 6rnekler gorinir isikta gl bir
zayiflama sergilemez. DF gorintileme, numunelerin
kenarlarina duyarl olan ince numunelerin yiksek
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kontrasth gorintilerini Uretir. DF gorintileme,
optik gorintileme sistemlerinin yakalayabilecegi
maksimum acinin otesinde egik 1sik aydinlatmasi
kullanir, béylece numuneden kirilan 15181 toplarken
indirir. PhC
mikroskopisi, dogrudan isik (direct light) ve kirilan

sacllmamis arka plani en aza
1sik (diffracted light) tarafindan tretilen girisim egrisi
artirir.  PhC
mikroskopisi, seffaf ve boyasiz biyolojik numuneler

kontrastini  kaydirarak iliskili faz
icin kullanilir. Zernike faz kontrast veya ayrimh
girisim kontrast mikroskobu (DIC), ve kantitatif faz
ornekleri gibi faz kontrast icin bir cok secenek
mevcuttur. Gorintilerin faz bilgisi, yapilarin hem
kalnlik hem de kirilma indisi hakkinda bilgi verir
(Gabriel Popescu, 2011, Frits Zernike 1942, F.
Zernike 1955). BF mikroskopi, DF mikroskopi ve faz-
kontrast gorintileri, numuneler hakkinda detayh
bilgiler sunsa da; faz kontrast gorintiileme, halka
seklindeki yogunlastiricilar ve 6zel objektif lensler
gibi 6zel optik elemanlar (Sekil.1) ve ayri bir optik
dizenleme

gerektirdiginden bu goruntilerin

eszamanli olarak alinmasi geleneksel

mikroskoplarda mumkiin degildir. Ayrica,

goruntileme yontemleri arasindaki donlsime
zaman ve ek optik elemanlardaki masraflar eslik
eder (Kheireddine, Smith, Nicolau, & Wachsmann-
Hogiu 2019, Lee, Ryu, Kim, Jung, & Joo 2015, F.
Zernike 1935, Zuo, Sun, Feng, Hu, & Chen 2016).
Bahsedilen nedenlerden otlri, 6rnegin canh bir
numunenin gercek zamanli goriintiisiiniin BF, DF ve

faz-kontrast gorintilemesinin birlikte yapilmasi

geleneksel  1stk  mikroskoplarinda muimkin
olmamaktadir.
Objektif
Mercegindeki
Faz Plakasi
4X 10X 20X 40X
Kondenserde @
Faz Halkas Ph3° Ph2
Phl
Sekil 1. Faz kontrast optik elemanlari
Mikroskopide, numunenin uygun sekilde

aydinlatilmasi, ylksek c¢ozlntrlikli ve ylksek

kaliteli gortintiler elde etmede 6nemli bir faktordur.
Cogu modern laboratuvar mikroskobu, ilk olarak
1893'te August Kohler tarafindan tanitilan ve su
anda c¢ogu mikroskop Ureticisi tarafindan onerilen
Kéhler aydinlatma diizeni ile donatilmistir. Son
yillarda daha gelismis aydinlatma semalari da
onerilmektedir. Bunlardan birisi de
(LED)
teknolojisinin gelismesiyle birlikte, 151k mikroskopisi

Istk yayan

diyotlarin kullanildigi  yapilardir.  LED

icin 1stk kaynagi olarak LED'lerin kullaniimasi,

maliyeti 6nemli Ol¢clide azaltmis ve kullanim
avantajlari da getirmistir. Onerilen LED 1sik kaynagi
sayesinde, BF mikroskopisi, 1sigin niimerik agikhgi ile
objektif lenslerin nimerik agikliginin eslesmesi ile

elde edilir. DF mikroskopisi, basitce kenardaki

LED’lerin  acilmasi orta kisimdaki LED’lerin
kapatilmasi ile elde edilir. Yani, bu durumda, 1518In
nimerik agikligi  objektif lenslerin  nimerik

acikhigindan fazladir. Ayrica, sirayla her bir LED'i
acabilir ve bir dizi numune goérintisi yakalanabilir.
Bu gorintiler, farkl goris acilari igin bilgi icerir ve
bu nedenle, numuneyi farkli derinliklere dijital
olarak yeniden odaklamak igin bunlar sonradan
islenebilir. Bu bahsedilen goriintileme semalari, tek
bir LED
gerceklestirilebilir. Ayrica, 6nerilen semada higbir

tarama islemi ile ayni anda
mekanik hareketli parga yoktur, uygun maliyetlidir
ve cogu geleneksel 151k mikroskobu ile de uyumludur
(Zheng, Kolner, & Yang, 2011). BF ve DF haricinde ise
PhC gorintilerinin bu sistemde ayrica herhangi bir
donanim degisikligi olmadan da elde edilebilecegi
de gosterilmistir (Liu et al. 2014). Diger bir deyisle,
halihazirdaki
piyasada

geleneksel bir 1stk  mikroskobu
LED dizisi

kullanilarak baska bir donanima ihtiya¢ duymadan,

hazir olarak bulunabilen
BF gorlintiilemenin yaninda hem DF goriintiileme
hem de PhC gorintileme yapabilme kabiliyeti
kazanir.

PhC gorintileme igin, tamamlayici

aydinlatma agilarindan vyalnizca iki gorinti
yakalamanin gerekli oldugu asimetrik aydinlatma
diferansiyel faz kontrasti (DPC) kullaniimaktadir
(Hamilton & Sheppard 1984, Hamilton, Sheppard, &
Wilson 1984). Farkli aydinlatma kosullari altinda
cekilen Ug gorunti (veya bes goriinti), aydinlik-alan,
karanlik-alan ve faz-kontrast modunun tiimini elde

etmek icin yeterlidir. Her iki dik(ey) yon boyunca faz
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kontrast elde edilmek isteniliyorsa dort adet
gorintd kullaniimahdir (Liu et al. 2014).
kadar

gorintileme Gzerine yogunlasmistir ve hala da bu

Bu zamana birgok bilim insani faz
konu (izerine yapilan calismalar geliserek devam
etmektedir. ilk olarak Hollandali fizikci olan Zernike,
1935'te faz kontrastin mikroskopide kullanimini
actklamistir.  Bu  ¢alismasiyla  kultirdeki canh
hiicrelerin dislik kontrast sorununu ¢ézerek Nobel
Fizik Oduli'ni kazanmistir (F. Zernike, 1935). 1943'
te Zeiss fabrikasindaki arastirmacilar, cekirgelerin
spermatogenezindeki mayotik bolinmelerin
hizlandirilmis bir film kaydi gerceklesmistir. Bu film,
faz-kontrast mikroskopiye ticari ilgiyi artirmistir
(Masters, 2008). 1956'da Nomarski, kiiltirdeki canli
hlcrelerin kontrastini da gelistiren diferansiyel
kontrast mikroskobu icat etmistir. Bu yodntem
Nomarski girisim veya farksal girisim kontrast (DIC)
mikroskopisi olarak adlandirihr (Nomarski, 1955).
Dekkers and de Lang, 1974' te, optik mikroskopide
kullanim icin bélinmis-detektore dayal bir yontem
onermistir (Dekkers & de Lang, 1974). Hoffman,
1977' de,

gradyanlarindan vyararlanarak canh materyaldeki

hicre zarlarinin  yakinindaki faz
kontrasti artirmanin baska bir ydontemini tanitmistir.
Bu teknik simdi Hoffman Modiilasyon Kontrasti
¢ogu
mikroskopta istege bagh ekipman olarak mevcuttur
(Hoffman, 1977). Herman, 2001' de basit bir LED 151k

kaynaginin bir¢cok uygulamada karmasik ve pahali

olarak adlandirilmaktadir ve modern

lazer sistemlerinin yerine gecebilecegini
gbstermistir (Herman, Maliwal, Lin, & Lakowicz,
2001). 2007' de ise Bormouth, LED aydinlatmanin
DIC icin yeterli oldugunu gostermistir (Bormuth,
Howard, & Schéffer, 2007). 2008' de Albeanu, LED
tabanh aydinlatma kaynaklarini standart bir genis
alan mikroskobuna baglamak icin basit prosedirler
sunmustur (Albeanu, Soucy, Sato, Meister, &
Murthy, 2008). 2011' de,

gorintileme esnekligi ve islevselligi elde etmek igin

Zheng, daha fazla
bir kondansoriin programlanabilir bir LED dizisi
aracihgiyla degistirilebilecegini gostermistir (Zheng
et al. 2011). 2014 yilinda, Liu ve arkadaslari, dinamik
biyolojik orneklerin BF, DF ve PhC gorintilerini
gercek zamanl olarak ayni anda elde edebilen tek-
LED dizisi
kullanarak herhangi bir hareketli parga kullanmadan

kamerali bir gorintileme sistemini

sergilemislerdir (Liu et al. 2014). Tian ve arkadaslari
ise ayni yil, cesitli aydinlatma acilariyla deve kili
orneginin

yogunluk gorintilerini  yakalayarak

programlanabilir bir LED dizisiyle hesaplamali-
aydinlatmaya dayali 3-boyutlu DPC mikroskobunu
tanitmiglardir. Onerilen yéntem; basit ve ucuzdur,
ayrica hareketli parca icermemektedir (Tian, Wang,
& Waller, 2014). Renk-kodlu ve c¢oklu-kontrast
mikroskop, LED dizisi kullanilarak cesitli seffaf
biyolojik 6rneklerin goérintilerinin ayni anda hem
BF, hem DF hem de DPC gorintilerini elde etmek
icin Lee ve arkadaslari tarafindan sunulmustur (Lee
et al. 2015). 2015 yilina gelindiginde ise Philips ve
arkadaslari, CellScope mobil-mikroskopi platformu
icin programlanabilir, kubbeli bir LED dizisi donanimi
seffaf

mikroorganizmalarin etiketsiz gorintilenmesi igin

ve yaziliminin hicrelerin ve
faz gorintileme yontemlerine olanak sagladigini
gostermislerdir (Phillips et al. 2015). 2016 yilinda,
Chen ve arkadaslari, farkl odak dizlemlerinde
asimetrik ve kismen uyumlu aydinlatma ile
gorintileri yakalayan yeni bir quantitive (¢ boyutlu
faz gorintiileme teknigi 6nermislerdir (Chen, Tian,
& Waller, 2016). Jung ve arkadaslari, 2017 yilinda,
akilli telefon platformunda ince biyolojik 6rneklerin
aydinlik-alan, karanlk-alan ve diferansiyel faz-
kontrastl gorintilerini Uretebilen, portatif ve ¢oklu
kontrast mikroskobunu 6énermislerdir (Jung et al.
2017). 2018 yilinda ise, Chen ve arkadaslari, DPCigin
farkli aydinlatma kaynag modellerine sahip 4
gorantl kullanarak algoritmik bir kendi kendine
kalibrasyon yontemi onermislerdir. Bu da dijital
olarak sapma diizeltilmesini (aberration correction)
saglar (Chen, Phillips, & Waller, 2018).

¢alismada,

mikroskobunda, programlanabilir 32x32 LED dizisi

Sunulan disik maliyetli bir 151k

ile aydinlatlmis ve c¢oklu-kontrast modelleri
kullanilmistir. Sol-sag, Gst-alt ve egik aydinlatmalarin
etkisi hem yanak epitel hlcresinde hem de sogan
zarl hicresinde detayh olarak goézlemlenmistir ve
karsilastirma yapilmistir. Ayni numunenin BF, DF ve
degisik acilardan elde edilen DPC goriintileri

sunulmaktadir.

2. Materyal ve Metot
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Bu calismada mikroskop goriintiislinii incelemek icin
ornek olarak sogan zari ve yanak epitel hicresi
secilmistir. Sogan zari numunesi hazirlanirken,
oncelikle bir sogan ikiye kesilmistir. Dis kisimdaki
seffaf ve cok ince sogan zari pens yardimi ile
alinmistir. Lamel, lam Uizerine bir damla su konularak
bakacak sekilde kapatiimistir.
objektif

incelenmeye hazir hale getirilmistir. Sogan zari

dis kismi yukari

Hazirlanan numune, yardimiyla

numunesi hazirlama islemi Sekil. 2' de gosterilmistir.

Lam dzerine su
damlatiimasi

g

Sofian zaninin pens

Soggan Soganin ikiye bslinmesi yardimiyla gicanimasi

>

P

Damlatilan su Gzerine
sogan zaninin yerlestirilmesi

Sofan zar iizerine lamel
ile kapatiimast

Sekil 2. Sogan zari elde etme islemi

Kurdan ile yanak igi epital hiicresi alimi Numunenin suya karigtiriimasi

Sekil 3. Yanak epital hiicresi elde etme islemi

Sekil 3' te ise yanak ici epital hicresi elde etme
islemi gosterilmektedir. Lam Uzerine kigik bir
damla su damlatilmistir. Kiirdan yanak igine hafif bir
sekilde sdrdlmistir. Bu sirada yanak igini
zedelememeye Ozen gosterilmistir. Temiz kirdan
yardimi ile yanak icerisinden alinan numune, lam
Uzerindeki suya karistirilmistir. Uzeri lamel ile
kapatilarak mikroskop altinda incelenmeye hazir

hale getirilmistir.

Sekil 4, geleneksel bir 1sik mikroskobunu ve sematik
diyagramini (Olympus CX41) gostermektedir. Bu
mikroskobun 1stk  kaynagi cikartilarak yerine
numuneden yaklasik 58 mm asagida olacak sekilde
32x32 LED dizisi (RGB LED Matrix Panel, 4 mm
aralikh, Adafruit 607, A.B.D.) yerlestirilmistir. 32x32

LED dizisi icin Adafruit strici devresi kullanilmustir.

Mikroskobun objektif lensi 20X bilyltme oraninda,
nimerik  acgikhigr  (numerical aperture) 0.40
degerindedir. LED dizisi, Arduino (ATMega 2560,
italya) ile kontrol edilmektedir. Sony IMX264 CMOS
sensoOre (¢ozunirlik 2448 x 2048, cerceve frekansi
(frame rate) 35 fps) sahip Basler acA2440-35uc USB
3.0 kamera, gorintii toplamak icin mikroskobun Ust
kismina yerlestirilmistir. Veri Pylon Viewer programi
bilgisayara (intel(R) Xeon(R) CPU)
transfer edilmistir. Elde edilen goriintiler, herhangi

aracihgiyla

bir gorintli isleme adimi uygulanmamis ham
gorintulerdir. Yalnizca, BF ve DPC gorintileri elde
etmek icin (1-3) denklemleri MATLAB programi
yardimiyla hesaplama islemi icin kullanilmistir. DF
gorintlsli elde etmek icin ise herhangi bir

hesaplama yapilmamistir.

a) b)
e CMOS Sensor

Objektif

< i

- #% Numune

% Kondansor

................................. Kollektor

—_—

LED matrix

Sekil 4. a) Yakin ¢ekim mikroskop, b) LED dizisi ile
aydinlatilan

1stk  mikroskobunun sematik
gosterimi ve c) mikroskop sistemi
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3. Bulgular

BF, DF ve PhC gorintilerini elde etmek amaciyla
farkli LED desenleriile zaman aralikh gorintiler elde
edilmistir. Bu LED desenleri Sekil. 5’de verilmistir.
Sekil 5.a, aydinlik-alan gorintdleri (BFI) elde etmeyi
desendir.  Sekil 5.b,
gorintileri (DFI) elde etmek icin kullanilan desendir.
Objektifin nimerik acgikhgl, BF'den DF LED'lerine
gecisi tanimlayan dairenin yarigapini belirler. DF

saglayan karanlhk-alan

LED'leri ile aydinlatma yapilirken kameraya ulasan
tek 1stk, ornekten sacilan isiktir; bu da bir DF
goruntlsl meydana getirir. Sekil 5.c ve Sekil 5.d ise
DPC gorintdlerini elde etmek icin kullanilan LED
desenleri gosterir. PhC gorlintiisi, sol-sag ve Ust-alt
taraftan isiklandirma ile elde edilen goriintiilerin
farkinin normalize edilmesiyle elde edilir. BF ve DPC
gorintlist elde etmek icin asagidaki denklemler
kullanilir (1-3) (Jung et al. 2017),

Ipr = Iso1 + Isag ey
[sol - Isag
I , = 9 2)
DPC,solsag [sol + Isag
Il'ist - Ialt
) A = = 3
DPC,ustalt Iijst + Ialt ( )

IBF' Isol' Isag: Iiistr Ialtr IDPC,solsag ve IDPC,iistalt
sirastyla aydinhk-alan gorintisi, sol, sag, Ust, alt
aydinlatma ile g¢ekilen gorintiler, sol-sag DPC ve
Ust-alt DPC gorintilerini ifade eder.

Yanak epitel hiicresinin BF, DF ve DPC goriintiileri
Sekil 6'da gosterilmektedir. Sekil 6a’daki BF ve Sekil
6b’deki DF gorintilerini incelersek oldukca seffaf
olan yanak epitel hicresi BF goriintllerde daha iyi
yanak epitel

hicresinin gozlemlenmesi miimkin degildir. Clinkd

gozlemlenirken DF goérintllerde,

BF gorintilemede, numune kontrasti numunedeki
1s18In sogurulmasindan gelirken DF goriintilemede,
numune kontrasti numune tarafindan sacilan isiktan
gelir. Dogal olarak renksiz olan ve seffaf olan
numuneler iyi gorilemez. Yanak epitel hiicresi de
oldukga seffaf oldugu icin DF ve BF gorintileme
numuneyi gdzlemlemek icin yeterli degildir. Sekil 6¢
ve d ise, tipik olarak, DPC' nin aydinlatmalari,
ortogonal yonler boyunca 2 eksenli (yani 4 goriinti)
Olgiimleri olan tamamlayici bir yarim-daire pupil ile
tasarlanir. DPC gorintisinin, desenler dikey yon

boyunca bolindigi icin yatay yon boyunca bir
golgeleme etkisi gosterdigi gorilmektedir (Sekil 6¢).
Faz kontrast gorlnti icin hem yatay hem de dikey

yonlerde gorinti elde etmek oldukga faydahdir.
a) b)

el
(S
(W)

Sekil 5. LED aydinlatma desenleri ile ¢oklu-kontrast

gorantdaleri; sirasiyla a) BFI b) DFI, c) Gst, sag,
sol ve alt, d) A, B, C ve D.

LED dizisi ile desenlemenin esnekligi sayesinde

ilgilenilen  6zellikleri  vurgulamak igin istenen

herhangi bir asimetri yoni kullanilabilir. DPC
tarafindan elde edilen faz-kontrast, aydinlatma
modellerinin asimetrisinden gelir. Tek bir asimetrik
basina

gorintilerde iyi bir faz kontrasti saglar, ancak her iki

aydinlatma  modeli  tek yakalanan
modeli birlikte kullanmak bilgiyi quantitive faz ile
iliskilendirmemize izin verir. Faz degisimi olmayan
gercek bir 6rnek, simetrik bir Fourier dizleme
sahiptir (Iso; = I5q5). Sol ve sag gibi tamamlayici
aydinlatma desenine sahip gorlintiler, tim gercek
(absorpsiyon) etkiler icin ayni olacaktir. Boylece
tarafindan ki

kaynagin her iki gorintindn

cikarilmasiyla elde edilen kontrast, sadece
numunenin faz bilgisinden gelir. Aslinda, iki DPC

gorintisinin arasindaki fark, ornegin asimetrik
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eksendeki fazin birinci tlirevi ile dogru orantilidir (Liu
et al. 2014, Tian et al. 2014).

Sekil 6. insan yanak epital hiicresinin a) BFI b) DFI
c) sol ve sag d) st ve alt e) Ave D f) Bve C LED
desenleri ile aydinlatiimasiyla elde edilen DPC
goruntileri

Sekil 7. Sogan zari hiicresinin a) BFI b) DFI ¢) sol ve sag
d) Ust ve alt e) A ve D f) B ve C LED desenleri ile
aydinlatilmasiyla elde edilen DPC goriintileri

Sekil 6¢ ve Sekil 6d incelendigi zaman, Sekil 6c’de

soldan saga dogru golgeleme etkisi oldugundan

dolayi sol-sag yonlu detaylar daha belirgindir. Sekil
6d’'de ise yukari-asagl dogru golgeleme etkisi
oldugundan yukari-asagl yonli detaylar daha
belirgindir. Sekil 6e ve f ise egik aciyla aydinlatma
vapilarak elde edilen LED desenlerinin asimetrik
modelinden elde edilmistir. Golgeleme etkisi Sekil
6e’de, sol Ustten sag alta dogru ve Sekil 6f'de sag

Ustten sol alta dogrudur. Egik acgiyla yapilan

aydinlatmalarda detaylar daha belirgin olarak

gozlemlenebilmektedir. Ayni Ozellikler Sekil 7'de
sogan zari hiicresi igin de gézlemlenmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Ozetlemek gerekirse, bu makalede uygun maliyetli,
programlanabilir 32x32 boyutlarindaki LED dizisine
dayanan mikroskop aydinlatma semalari
onerilmistir. Onerilen semalarda faz kontrast
gorintlsiinl daha detayl elde edebilmek amaciyla
diger basit modellerin yaninda oOzellikle egik
aydinlatmaya yer verilmistir. Sonuglar, bir kisinin,
karanlik-alan  ve

goriuntuleri aydinlik-alan,

diferansiyel faz-kontrasti ayni anda
gorsellestirmesini ve karsilastirmasini saglamistir.

Elde edilen goriintiilere herhangi bir goriinti isleme

adimi uygulanmamistir. LED dizili mikroskop
kurulumunun  basitligi ve sagladigi  cesitli
gorintileme yetenekleri nedeniyle, LED dizi

aydinlaticisi gesitli uygulamalarda yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin ilerleyen
asamasinda, renkli-cogullamali aydinlatma ile hem
elde edilen gorintilerin kalitesinin artirilmasi hem
de DPC'de daha az goérinti ile sonuca gidilmesi
amaglanmaktadir. Béylece, hem DPC’nin zamansal
¢OzUnUrligl artacak hem de gercek zamanli gériinti
elde edilmesi olanagi dogacaktir.

Coklu o6lglimler, DPC'nin zamansal ¢6zUnurligini
azaltir ve yuksek hizli bir olayin gézlemlenmesini
engeller. Gorintlileme verimliligini artirmak icin,
renkli LED dizisi ile birlikte bir renkli kamera
kullanillarak 4 desenin 2 gorintiye kodlandigi
DPC'de renkli-cogullamal

aydinlatma secilen

529



Istk Yayan Diyot Dizisi ile Isik Mikroskobunda Faz-Kontrast Gériintiileme, Kéksal vd.

calismalar vardir.  Ayrica, U¢-modlu aydinlatma
kullanarak veya cok-renkli bir filtre ekleyerek tek-
¢ekim DPC mekanizmalari gelistirmeye yonelik bazi
calismalar da yapiimistir. Bu yontemler, yakalanan
gorintilerin sayisini tek bir pozlamaya indirger;
bununla birlikte, faz rekonstriiksiyonu igin zayif faz
kontrastina ve zayif sinyal-grilti oranina (SNR) yol

acar (Fan et al. 2019).
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