NAAQONVD ‘94

v

ISALISHAAINQ 194 TAD dILV dIINZI

120¢

[ZMiR KATiP CELEBIi UNiVERSITESI
FEN BILIMLERIi ENSTITUSU

OPTIiK CIMBIZ YARDIMI iLE KAN HUCRELERINi YAKALAMAK

YUKSEK LiSANS TEZi
Baha CANGOREN

Biyomedikal Teknolojileri Anabilim Dal

Tez Damismana:

Dr. Ogr. Uyesi Aziz Kolkiran

OCAK 2021



IKCU, Fen Bilimleri Enstitiisiiniin Y170205002 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi Baha
Cangoren, ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine getirdikten sonra
hazirladign “OPTIK CIMBIZ YARDIMI ILE KAN HUCRELERINI YAKALAMAK”

baslikli tezini asagida imzalar1 olan jiiri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Danisman :

Dr. Ogr. Uyesi Aziz Kolkiran ...
Izmir Katip Celebi Universitesi

Jiiri Uyeleri :
Dr. Ogr. Uyesi Nermin Topaloglu Avsar  .........................

Izmir Katip Celebi Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Rasit Calar ...
Recep Tayyip Erdogan Universitesi

Savunma Tarihi: 15 Subat 2021

111



OPTIK CIMBIZ YARDIMI ILE KAN HUCRELERINI
YAKALAMAK

OZET

Son yillarda, 6zellikle kok hiicre lizerine yapilan ¢alismalarin artmasi ve kiiresel pandeminin
getirdigi saglik krizi, kan bilesenlerinin tedavi amacgli kullanilmasini yayginlastirdi. Kan
hiicrelerinin ayristirilmasi, gruplanmasi, sayilmasi, manipiile edilmesi gibi uygulamalarin
onemi de bu duruma bagl olarak artmistir. Optik cimbiz teknigi, kan hiicreleri i¢in etkili ve
giivenli bir secenek olarak on plana ¢ikmaktadir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, optik cimbiz deney diizeneginin kurulmasi i¢in gereken optik
elemanlar ile hiicreler iizerine uygulayacagi kuvvetlerin hesaplar1 yapilarak teorik altyapi
hazirlanmis, gerceklestirilen laboratuvar deneylerinde ise tam kan preparati iizerinde farkli
hiicrelerin yakalanmasi uygulamasi gosterilmistir.

Laboratuvar uygulamalari esnasinda, su ile seyreltilmis tam kan preparatlari igerisinde
oncelikli olarak biiyiikliikleri 0.5 um olan trombosit hiicreleri, f; mercegi ds=280mm
mesafesinde iken yakalanmigtir. Daha sonra biiyiikliikleri 10 um olan lokositler ve 8 um
capinda olan eritrositler iizerinde, farkli ds mesafelerinde uygulamalar yapilmis ve deney
sonuglari ile teorik hesaplar karsilastirilmistir. Yapilan deneyler, lazer optik cimbizin, sekilleri
ideal kiire olmayan kan hiicrelerinin yakalanabilmesinde etkili oldugunu; bunun yani sira tek
bir diizenekte, ayn1 Ornek icerisindeki farkli kan hiicrelerinin lazer odagi degistirilerek
cimbizlanabilecegini ortaya koymustur.
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TRAPPING BLOOD CELLS VIA OPTICAL TWEEZER

ABSTRACT

Recently, the use of blood components for therapeutic purposes significantly increased due to
many studies on stem cells and the health crisis caused by the global pandemic. Applications
such as sorting, grouping, counting, manipulating blood cells has gained value due to this
situation. The optical tweezers stand out as an effective and safe option for blood cells.

In this study, the theoretical background was prepared by calculating the optical elements
required for the establishment of the optical tweezer setup and the forces to be applied on the
cells. Then the application of trapping different cells on the whole blood preparate was
demonstrated in the laboratory experiments.

During the laboratory applications, primarily thrombocyte cells with a size of 0.5 pm in whole
blood preparate which was diluted with water were trapped while f; lens was at ds = 280 mm.
Later, applications at different d5 distances were performed on leukocytes with a size of 10
um and erythrocytes with a diameter of 8 um, and the experimental results were compared
with theoretical calculations. Experiments show that laser optical tweezers are effective in
trapping blood cells whose shapes are not ideal spheres; also, in a single setup, different blood
cells in the same sample can be tweezed by changing the laser focus.
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KISALTMALAR

HIV: Insan bagisiklig1 yetmezligi viriisii (Human Immunodeficiency Virus)

FWHM: Tepe noktasinin yarisinin tam genisligi (Full Width Half Maximum)

X1



SEMBOLLER

Wy : Gauss 15101 belinin yarigap1
w(z) :zkonumunda Gauss 11 genisligi
U(r) :Dalganin karmagik genligi

: Silindirik koordinatlarda agisal mesafe

: Dalga sayi1s1
z : Kartezyan veya silindirik koordinat i¢in konum
R(z) :zkonumundaki Gauss igin1 i¢in biikiilme yarigap1
{(2) : z konumundaki Gauss 1gininin ilave agisal fazi
A : Dalgaboyu
I : Optik yogunluk
W : Acisal frekans
U : Manyetik gecirgenlik
E, : Baglangig elektrik alan
H, : Baglangi¢c manyetik alan
E : Elektrik alan
H : Manyetik alan
p : Ciftkutup momenti
ny : Parcacik refraktif indeksi
n, : Ortam refraktif indeksi
a : Pargacigin yarigap1
€o : Boslugun elektrik gecirgenligi
€1 : Parcacigin elektrik gecirgenligi
€, : Ortamin elektrik gecirgenligi
Cscar - Sacilim kesidi
q : Parcacigin yiikii
v : Hiz
c : Isik hizi
R : Istma kuvveti orani
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: Kutuplagabilirlik
: Biliylitme orani

: Manyetik alan

: Cap

: Gauss 1s1mninin optik elemandan 6nce ve sonraki parametreleri
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1. GIRIS

Kan, hayat kurtaran bir siv1 organdir [1]. Son yillarda, 6zellikle kok hiicre iizerine
yapilan caligmalarin artmasi ve kiiresel pandeminin getirdigi saglik krizi, kan
bilesenlerinin tedavi amagli kullanilmasini yayginlastirdi. Bilim insanlari, tam
kandan elde edilen tedavi iiriinleri ve hatta ilaglar lizerine ¢alismalarini arttirmis; kan
merkezleri, hastaneler, biyoteknoloji ve ila¢ firmalar1 ise dikkatlerini bu yone
gevirmistir.

Tam kan; hiicresel elemanlar, kolloitler ve kristaloidlerden olusan bir karisimdir.
Mubhtelif kan bilesenlerinin her biri farkli bagil yogunluga, kat1 madde oranina ve
bliytikliige sahiptir [2]. Bu 6zelligi itibariyle kan bilesenleri birbirinden ayrilarak
cesitli kan drlinleri elde edilebilir. S6z konusu uygulamalarda, kan hiicrelerinin
ayristirilmasi, gruplanmasi, sayilmasi gibi 6nemli adimlar bulunmaktadir. Genel
hatlartyla kan ayrigtirilmast uygulamalari uzun yillardir uygulanmakta olan teknikler
ve teknolojiler ile gerceklestirilmektedir. Santrifiigasyon kuvveti ile ayristirma, akigh
hiicredlger (flow cytometry) yontemiyle kan hiicrelerini sayma bunlarin basinda
gelir.

Yaygin kullanilan bu tekniklerin de bazi kisitlar1 bulunmaktadir. Ozellikle kan
hiicresi sayimi, uygulama zorluklar1 ve dikkate deger oranda kullanici hatalar1 olmasi
nedeniyle, giiniimiizde halen arastirmaya agik bir alan olarak degerini korumaktadir.
Kan icerisinde sayilari ¢ok az ve insan hayatina etkileri itibariyle degeri ¢ok biiyiik
olan kok hiicre ve belirli antijenlerin gruplanmasi, sayillmasi ve manipiilasyonu
konusunda yeni teknoloji arayislari devam etmektedir.

HIV tanis1 ve tedavisinde CD4+ T-lenfosit hiicrelerinin saymmi kritik bir dneme
sahiptir [3]. Dogru ve hizli sonug verebilecek, kullanici hatalarini ortadan kaldiracak
laboratuvar veya hasta basi Ol¢lim c¢oziimleri tedaviye destek olarak hastaligin
seyrinde rol oynamaktadir.

S6z konusu ihtiyaclarin yani sira, biyolojik 6rnekler ile calismanin getirdigi bir bagka
kosul ise, canli hiicrelere zarar vermeyecek teknolojilerin tercih edilmesi
gerekliligidir. Biitiin hususlar dikkate alindiginda, mikro ya da nano Olgekteki
biyolojik ornekleri yakalamak, hareket ettirmek, gruplamak veya saymak igin 1s1k
onemli bir kaynaktir. Isigin bu amacla kullanilmasi fikri 19. yy.’da Maxwell ve
Bartoli’nin yaptig1 c¢alismalar ile ortaya atilmistir. Bartoli, gerceklestirdigi
termodinamik deneylerde 1sinim basincini tanimlayabilmistir [4]. Daha sonrasinda
Maxwell ise elektromanyetik teori iizerine yaptig1 ¢caligmalarda 1s1nim basinci tespit
edebilmistir [5]. Bu iki ayr1 calisma parcaciklarin manipiilasyonu i¢in 15181 kaynak
olabilecegine teorik dayanak sunmustur. Isinim basincinin varligi ise Lebedev [6] ile
Nolchols ve Hull’un [7] gergeklestirdigi deneylerde ispatlanmigtir. 1960 yilinda
Maiman ilk lazeri {rettiginde, parcacik manipiilasyonu igin gereken yiiksek
yogunluklu 1s1k kaynag1 da elde edilmis oldu.

Bell Laboratories’den Ashkin 1970 yilinda parcaciklarin ¢ift lazer 151k kaynag ile
cimbizlanabildigini ilk defa gostermistir [8]. Bundan sonra 1986 yilinda ise tek lazer
151k kaynagini odaklayarak 1simnim basincinin egim kuvveti etkisinden faydalanip
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kiigiik pargaciklar1 yakalamayi basarmistir [9]. Boylece optik cimbiz konusunda
onemli bir bagariya ulagilmis ve biyolojik uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir.
1987°de Ashkin ve Dziedzic yesil lazer kaynagi ile bakteri ve virlisleri yakalayarak
sonrasinda gelecek hiicre manipiilasyonu denemelerinin oniinii agmislardir [10].
Canli hiicre ve DNA manipiilasyonu gibi biyolojik uygulamalarin diginda optik
cimbizlar, yalitkan malzeme ve metallerde de kullanilmaktadir.

Optik cimbiz biyolojik uygulamalarda miidahalesiz ¢alisma imkani sunar ve canli
objeler i¢in giivenlidir [11]. Bu 6zelligine bagh olarak optik cimbiz hakkinda diinya
capindaki yayinlarin sayisi son 6 yilda, yillik 600’e kadar yiikselmistir. Sekil 1.1°de
2001-2019 yillar1 arasinda optik cimbiz hakkindaki yayinlarin sayisi ile hiicre ve kan
lizerine olanlarin oran1 grafik olarak sunulmustur [12].

700
Optik Cimbiz Calismalari
600 - Hiicre Calismalari

Kan Calismalari
500 Galig

400 —

Yillik 600'den fazla yayin
300 -

Yayin Adedi

200

100 =

0

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Sekil 1.1 Optik cimbiz tizerine yillik yayin adetleri [12]

2018 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, insan pluripotent kok hiicreleri optik
cimbiz yardim ile basarili bir sekilde yakalanarak gruplanmis, istenilen bir diizende
toplanmas1 saglanmistir [13]. Kok hiicre uygulamalarinin disinda, basta eritrosit
(kirmiz1 kan hiicreleri) manipiilasyonu olmak iizere, tim kan hiicreleri ile optik
cimbiz ¢alismalarn gerceklestirilmekte ve gelecek vadeden sonuglara ulagilmaktadir.

Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda, optik cimbiz deney diizeneginin kurulmasi igin
gereken optik elemanlar ile hiicreler ilizerine uygulayacagi kuvvetlerin hesaplari
yapilarak teorik altyapi hazirlanmis, gerceklestirilen labarotuvar deneylerinde ise tam
kan preparati iizerinde farkli hiicrelerin yakalanmasi uygulamasi gosterilmistir.



Laboratuvar uygulamalar1 esnasinda, su ile seyreltilmis tam kan preparatlari
igerisinde Oncelikli olarak biiytikliikleri 0.5-1 um araliginda olan trombosit hiicreleri,
f3 mercegi ds=280mm mesafesinde iken yakalanmistir. Calisma esnasinda
trombositler piht1 olusturmak iizere kiimelenmeye basladigi durumda dahi optik
cimbizla bu hiicreler kiime halinde yakalanarak hareket ettirilebilmistir. Daha sonra
bliytikliikleri 10-12 um araliginda olan I16kositler ve 7-8 um capinda olan eritrositler,
ds mesafesi kisaltilarak 1sinim kuvvetleri gézlemlenmis, uygulama sonuglar1 teorik
hesaplar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Yapilan deneyler, lazer optik
cimbizin, sekilleri ideal kiire olmayan kan hiicrelerinin yakalanabilmesinde etkili
oldugunu; bunun yani sira tek bir diizenekte, ayn1 ornek igerisindeki farkli kan
hiicrelerinin lazer odagi degistirilerek cimbizlanabilecegini ortaya koymustur. Bu
sayede optik cimbiz tekniginin kan hiicreleri uygulamalarinda yaygin sekilde
kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.



2.MATERYAL VE METOD

Bu béliimde, lazer optik cimbizin teorik altyapisi, deneyde kullanilan kan
hiicrelerinin biyolojik temelleri ile ¢alismada kullanilan deney diizeneginin
bilesenleri ve hazirlanmasi anlatilmaktadir.

2.1 LAZER OPTIiK CIMBIZIN TEORISI

Isik, foton adi verilen paketlerden olusur. Hem dalga hem de pargacik 6zelligi
gosteren fotonlar; enerji, dogrusal momentum ve agisal momentum tasirlar. Bunun
sonucu olarak foton etkilesimde bulundugu bagka bir parcaciga devinim kuvvetini
aktarabilir. Optik cimbizlar, 15181n bu 6zelliginin sonucu olarak meydana gelen
1stnim basmcini kullanir. Isinim basinci, yani cimbizlama kuvveti iki bilesenden
olusur; momentum transferi ile olusan sagilim kuvveti ve yogunluk dagilimi sonucu
ortaya ¢ikan egim kuvveti. Sekil 2.1 de, bu kuvvetler gosterilmektedir [14].

Beam Waist

>

///’Paﬂicl | \)\\

El e
Gaussian
Laser Beam
Fgmd

Sekil 2.1 Cimbizlama kuvveti bilesenleri (a) Ray Optik rejiminde lazer 1sinina
yerlestirilmis bir parcacigin lizerindeki sa¢ilim ve egim kuvvetlerinin sematik
gosterimi (b) Parcacigin iistiindeki bir objektif lense lazer 1511 yansitilmasi sonucu
olusan optik egim kuvvetinin sematik gosterimi [14]
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Isik uzayda elektromanyetik dalga karakteristigi gosterir. Deney esnasinda kullanilan
He-Ne (Helium-Neon) lazer, Gauss 1smm1 profiline ¢ok yakin ozelliktedir [15].
Dolayisiyla bu c¢alismada tanimlamalar i¢in Gauss birim sistemi tercih edilmistir.
Dogrusal kutuplastirilmis Gauss 1511 z dogrultusunda yayilir ve bunun karmasik
genligi asagidaki sekilde hesaplanir [16];

2

| exp| — jkz — jk=2— + j¢(2) @.1)

2R(z)

w
U(r) = Ao - explyie

Burada r, 151n beli merkezinden olan mesafe » = (x,),z); eksenel konum z; dairesel
konum p = /x? 4+ y?; dalga sayis1 k =2m/A; ve dalga boyu A seklinde ifade
edilmistir.

Isik yogunlugu I(r) = |U(r)|’ olarak ifade edildiginde;

I(p,2) = I, [%]2 exp [— 2”2] 2.2)

2
Y@
Isigin z ekseni iizerindeki herhangi bir diizlemin toplam giicii, enine diizlemdeki
yogunlugu ilave edilerek hesaplanir;

P= fooo I1(p,z)2mpdp (2.3)

Ve

P_1

= > Io(mwj) (2.4)

Denklem 2.4’teki gii¢ ifadesi ve 2.2°deki yogunluk ifadesi kullanilarak asagidaki gibi
tekrar yazilabilir;

2
w 2p2
Iz =1Io [—w(j)] exp |- 2| 2.5)

Denklem 2.1°deki karmasik genlige sahip paraksiyal Gauss 1sin1 igin elektrik alan
ifadesi [17];

E(r) =E, (—52 + = 2) U(r) (2.6)

z+]zg

Asagidaki 151n parametreleri ile;

w(z) = wq \/T(io)z @.7)
R(z) =z [1 + (2—0)2] (2.8)
{(z) = arctan (io) 2.9)
wg = ’% (2.10)



2.6 ifadesi 2.7, 2.8, 2.9, 2.10 denklemleri kullanilarak genisletildiginde;

N A W L4 .
E =E (— - ) —jk
(r) = o x+z+]ZOZ jkW§+22eXp[ jkz)
1,2 2 2(,2 2
Lexp |—j 2HEXY | oy | G0l (@ yT) @.11)
(kw3)" +(22)2 (kw3)" +(22)2

Buradaki ilk tistel ifade diizlem dalgasinin fazini, ikincisi faz 6nii egrilik derecesini,
ticiinciisii ise enine diizlemin alan yogunlugunu belirler.

Manyetik alan ifadesi, denklem 2.6’daki elektrik alan ifadesinden Maxwell
dontigimleri (VX E = —jwuH) kullanilarak belirtilmis ve asagidaki gibi
gosterilmistir;

H(r) = -2 (

jou

1
z+jz

y) U(r) 2.12)

Bosluktaki Gauss 1s1m1 igin, elektrik alan, manyetik alan ve yogunluk ifadeleri
belirlenmistir. Anhik akista, elektromanyetik giic Poynting vektori S = EF x H
tarafindan belirlenir. Poynting vektoriinlin zaman ortalamasi bize yogunluk ifadesini
verir;

I(r) = (S(r,t))r = ; Re[E(r)xH" (r)] (2.13)

Yogunluk ifadesi, paraksiyal Gauss 1sminda sifirinct mertebeden yaklasik olarak
hesaplandiginda [18];

I(r) = % |E()|? = I(r)2 (2.14)

Elektromanyetik  dalgalarin  pargaciklarla  etkilesime  girdigi  noktalardaki
parametreler, parcacifa uygulanan kuvvetin ve momentumun hesaplanmasinda
kullanilir.

2.1.1 Isik-Parcacik Etkilesimi

Isik pargacik ile etkilesime gectigi zaman fotonlar farkli bir davramis sergiler.
Fotonlar parcacik tarafinda sogurulabilir, yansitilabilir veya kirilabilir. Bu etkilesim
esnasinda fotonlar enerji ve momentum transfer ederler. Sekil 2.2°de bu farkh
davraniglar sonucu olusan 1s1ma kuvvetlerinin farkli bilesenleri gosterilmektedir [19].



Sogurulma Yansitma Kirillma
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Sekil 2.2 Isima kuvvetleri fotonun etkilesime girdigi parcacigin biiyiikliigiine bagh
olarak degisir. Kirmizi ok dogrudan, sar1 ok dolayli kuvvetleri gostermektedir.
Yogunluk dagilimi mavi ile belirtilmistir. [19]

Isigin  etkilesime girecegi parcaci@in  yaricapt  elektromanyetik  dalganin
dalgaboyundan yeteri kadar kii¢iik oldugu durumlarda ¢iftkutup (dipol) hipotezi
kullanilabilir. Bu durumda kiiresel ve yalitkan parcacik, elektromanyetik dalga
altindaki eyletik nokta ciftkutpu olarak diisiiniilebilir ve parcaciga uygulanan
kuvvetin iki farkli etkisi olabilir. Bu kuvvetlerden ilki, parcacigin yiizeyi tarafindan
sacilan veya sogurulan 1s1ma dalgasinin olusturdugu sacilma kuvvetidir. Bu kuvvet,
sekil 2.2.°de a, b,d ve e’de gosterilmistir. Digeri ise eyletik ciftkutup iizerindeki
Lorenz kuvveti etkisi ile ¢iftkutuptan sagilmis elektromanyetik dalga tarafindan
aktaritlan momentum degisiminin olusturdugu egim kuvvetidir [20]. Egim kuvveti
sekil 2.2, c ve f’de gosterilmistir.

Yarigapt a, kirilma indisi n;, dielektrik sabiti €;, manyetik gecirgenligi u; olan ve
Gauss 1sminin igerisinde herhangi bir konumda bulunan mikron seviyesindeki
kiiresel bir parcacigl ele alalim. Sekil 2.3’te gdsterildigi iizere, 151n beli merkez
noktasimi (O,) koordinat sisteminin orijini, par¢acigin merkezi O, ve orijine olan
uzaklhigin 7; 1s1min yayilma istikameti z ekseni, ortam kirilma indisi 7, dielektrik
sabiti €,, manyetik gecirgenligi u olarak kabul edelim.



Lazer Isini

Sekil 2.3 Lazer 15101 icerisindeki mikro parcacik

Ciftkutup i¢in elektrostatik formiilleri uyguladigimizda, parcacigin ylizeyindeki
elektrik alan E (r, t) ve parcacik ile ortamin bagil kirilma indisi orani m ile
gosterildiginde ¢ift kutup momenti asagidaki gibi olacaktir; [21]

p(r,t) = 4me, a3 1‘6622 E(r,t) (2.15)

€
€1+2
mz—

LE( b (2.16)

_ 2, 3
p(r,t) = 4mnj€qa 1z

Isinin  igerisinde konumlanmis olan pargacik denklem 2.15°te ifade edilen
momentumu kazanir. Ciftkutup momentinin elektrik alan ile orantili olarak
degisecegini kabul edersek, (p = aF) olacaktir ve a bize kiiresel pargacigin

m%-1
m2+2

kutuplasabilirligini ifade edecektir. a = 4mnieya’
(2.17)

2.1.2 Sacilma Kuvveti

Sagilma kuvveti, etkilesim aninda elektromanyetik 1simadan parcaciga aktarilan
momentum ile dogru orantilidir. Isigin parcacik tarafindan sogurulmasi veya
sacilmasi durumu elektromanyetik enerji akisinin biiylikliiglinii ve yoniinii etkiler. Bu
esnada parcacik, momentumun etkisiyle birlikte yayilma istikametinde hareket etme
egilimindedir. Bu etki bize, parcacik iizerindeki sagilma kesit yiizeyi cy.i’€ bagli olan
sacilma kuvvetini verir [22]

Cscat{S(rt
Fypp(r) = ScatS@Ir (2.18)

c/ny



Denklem 2.13’teki Poynting vektor ifadesini 2.15°deki yerine yazdigimiz zaman;

Focat () = (22) Cocarl () (2.19)

Buna gore sacilma kuvveti 151k yogunlugu ile dogru orantili olup, yonii yayilma
istikametindedir. Bu ifadede cy, pargacigin geometrisine baghdir. Kiire gometrisi
i¢in bu ifade [23]

2
1
Cocat = Sr(ka)*a? (2) (2.20)

Bu ifade ile denklem 2.16 yeniden yazildiginda, yogunluga bagh sacilma kuvveti
ifadesi elde edilmis olur.

Foeae®) = 2wt (%52 1) (221)

Gérityoruz ki sacilma kuvveti «° ile dogru orantilidir ve dogrudan uygulanan 1s13m
yogunluguna baglidir.

Kan hiicreleri karmasik geometriye sahiptir. Hiicrelerin tiim yiizey noktalari
tizerindeki her bir sagilim etkisinin ayr1 ayr1 gozlemlenmesi gerekir ve bu kuvvetleri
hesaplamak kaotik bir problem olabilir.

2.1.3 Egim Kuvveti

Lorentz kuvveti, yiiklii bir parcacik {lizerinde elektrik ve manyetik alana bagli olarak
etki eden kuvettir. Egim kuvveti ise ¢iftkutup iizerindeki elektromanyetik dalga
tarafindan endiiklenmis Lorentz kuvvetinden olusur. Sacilma kuvvetinin aksine,
egim kuvveti kiiresel parganin iizerindeki 1518 kirilma bilesenlerinin {iriiniidiir.
Lorentz kuvveti agsagidaki gibi verilmistir [24];

F(r,t) = qE(r,t) + qu(t) X B(1, t) (2.22)

Nokta ciftkutup i¢in, iki ylik arasindaki mesafe d = x; — x, ve d sonsuz kiiciik olarak
alindiginda, net kuvvet /' = F; — F; olarak hesaplanir ve denklem 2.19 agagidaki gibi
yeniden yazilir

d(xt xz)

F(r o) = <E1(r £) — Ey(r, ) + 2C%) o gy, t)) (2.23)

E>(r,t) ifadesi taylor serilerine gore dénﬁstﬁrﬁldﬁgﬁnde

F(r,t) = q (El(r, £ + ((x1 — %) - V)E(r, ) — By (ryt) + 252 B, t))
(2.24)
Ve ciftkutup momenti p = g d iken, kuvvet asagidaki sekilde olur

F(r,t) = (p(r,OVE(r,t) + L0

x B(r,t) (2.25)

Burada c¢iftkutup momentindeki degisimin elektrik alan ile orantili oldugunu
varsaylyoruz ve boylece,

dE (r t)

F(r,t) = a((E(r £) - VEm, L) + x B(r, t)) (2.26)
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Lazerin elektrik alan1 zamanla degismeyecegi igin elektrik alanin zaman tiirevi
sifirdir. Sonug olarak Lorentz denklemini en basit haliyle kullanarak egim kuvvetini
elde edebiliriz

F(rt) = §|7E2 (r,t) (2.27)
Parcacik kararli haldeyken, 2.24’daki denklemin zaman ortalamsi ile elde edilen
egim kuvveti ise,

Fgrad(r) =(F(r,t))r (2.28)

Denklem 2.24, kiiresel pargacik Tlizerindeki ciftkutup momenti ile birlikte
kullanildiginda egim kuvveti,

Z-1\1
Fgraa(r) = 4mn} € a3 (52 S V(EX(r, 0)), (2.29)

(E(r,t)%)y = % |E (r)|*doniisiimii kullanildiginda,

m%-1
m2+2

Fyraa(r) = mn} € @ (152) VIEG)P® (2.30)

Ve son olarak egim kuvvetinin en basit ifadesi i¢in 2.14’teki denklem kullanildiginda
asagidaki gibi olacaktir.

2mnyad (m2 -1
mZ+2

Fgraa(r) = = ) Vi) (2.31)

Burada goriiyoruz ki egim kuvveti @’ ile orantihidir.

Egim kuvvetinin istikameti, yogunlugun egimi ile aymi dogrultudadir. Bu sayde
parcacik, egim kuvveti tarafindan yliksek yogunluk bolgesine dogru cekilir. Egim
kuvvetinin yonii, par¢acigin 1sin igerisindeki yerine gore degisir. Egim kuvveti, 15181n
yayllma istikametinin z ekseni {izerinde hesaplandiginda, kuvvetin yoni ve
blytikliglindeki degisim yaklasik olarak sekil 2.4°te gosterilmistir [25]. Burada O
151n belinin merkezini temsil etmektedir.

Fgra d

Sekil 2.4 Egim kuvveti biiyiikliigiiniin z eksenindeki degisimi [25]
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Denklem 2.30’da egim kuvveti kiiresel parcacik i¢in hesaplanmistir. Denklem
2.15’te verilen c¢iftkutup momenti parcacik sekline bagli oldugundan, karmasik
geometriye sahip kan hiicrelerinin elektromanyetik dalga etkilesimi i¢in baska bir
formiilasyona ihtiyag¢ vardir.

2.1.4 Yakalama Parametreleri

Sacilma kuvveti pargacigi yayilma istikametinde itmeye calisirken, egim kuvveti ise
yiiksek yogunluk noktasina dogru ¢ekmeye ¢alisir. Bu iki kuvvetin birbirini elimine
ettigi noktada ise parcacik sabit kalir. Bu konuma yakalama noktas1 denir. Parcacik
tizerindeki toplam kuvvet;

F(r) = Fyq (1) + Fgrad ) (2.32)

seklinde ifade edilir ve parcacigin konumuna baglh olarak degiskenlik gosterir. Tek
151n ile yakalamak i¢in duraganlik kriteri ise [26]

R=1wrad s q (2.33)

Fscat

Pargacig1 yakalayabilmek i¢in Fy,u4, Fico kuvvetinden biiyiik olmal ki, R > 7 olsun.
Fg.q kuvvetinin x, y, z eksenlerinde bilesenleri vardir ancak Fj., kuvvetinin tek
bileseni yayilma istikametindedir. Egim kuvvetinin x ve y bilesenleri pargacigi optik
eksene dogru ¢ekerken, z bileseni ise sacilim kuvvetine zit etki etmektedir.

Optik cimbiz ile yakalayacagimiz parcacigin boyutu dnemlidir. Parcacik yarigapt a
iken; sagihm kuvveti @’ ile, egim kuvveti ise &’ ile dogru orantilidir. Dolayisiyla
parcacik biiyiidiikge sagilim kuvveti, egim kuvvetine kiyasla daha hizli artacaktir.

Yukarida verilen tiim tanimlamalar durgun sivi igerisinde bulunan parcaciklar i¢in
verilmistir. Yercekimi kuvveti, termal etkiler, sivilarin kaldirma kuvveti, siiriiklenme
kuvveti ve sivi igerisindeki akis thmal edilmistir. Pargacigr sabit durumda tutabilmek
icin bu dis kuvvetler de vektor hesaplarinin igine dahil edilmelidir. Siirtiklenme
kuvveti, s1v1 igerisindeki parcacigin akis yoniine zit siirtlinme kuvvetidir ve asagidaki
gibi ifade edilir; [27],

Fq=3pv?CpA (2.34)

Burada Cj, pargacigin sekline bagli olan siiriiklenme kuvvetini, A kesit alanini, p
stvinin yogunlugunu ve v hizi tanimlamaktadir. Diisiik viskozitede siiriiklenme
kuvveti ¢ok kiiciik olsa da parcacigi hareket ettirecek asgari 151ma kuvveti degerini
etkiler.

11



2.2 KAN VE KANIN BILESENLERI

Insan kaninda, s1v1 kismi olusturan plazma ile 18kosit, eritrosit ve trombositler olarak
adlandirilan kan hiicreleri bulunur. Plazma insan kaninin %355’ini olustururken, kan
hiicreleri de yaklasik %45’ini olusturur [28]. Kan bilesenlerinin 6zgiil agirliklar1 ve
boyutlar1 farklidir. Bu sayede kami bir tiipe koyup santrifiijde yiliksek hizda
dondiirdiigiimiiz zaman, Sekil 2.5’te gosterildigi gibi kan bilesenleri farkli katmanlar

halinde ayrilir.
iyonlar S;]l\" 1 : @

proteinler «—— plazma |okositler ve
/ trombositler
besinler <« 1> L2
atiklar eritrositler
gazlar

Sekil 2.5 Kan bilesenlerinin segmentasyonu [28]

2.2.1 Plazma

Plazmanin yaklasik %901 sudur. Geriye kalan %10'luk kismi iyonlar, proteinler,
besinler, atiklar ve ¢ozlinmiis gazlardan olusturur. Plazma kanin pH'mm1 ve ozmotik
dengesini korumak i¢in Onemlidir. Plazmanin viskozitesi, kisinin yast ve
cinsiyetinden bagimsiz olarak, 37°C’de 1.10-1.30 mPa araligindadir [29]. Plazmanin
kirilma indisi ise 1.345°tir. [30]

2.2.2 Eritrositler

Kirmizi kan hiicreleri ya da eritrositler dokulara oksijen tasiyan hiicrelerdir. Insan
kanindaki eritrositler disk seklindedir ve gorevlerine uygun olarak bikonkavdir. Bu
hiicreler 7-8 um boyutundadir ve kirilma indisi 1.4’tiir [31].

Eritrositler ortalama 120 giinliik 6mre sahiptir. Eski ve zarar gormiis alyuvarlar
karacigerde ve dalakta pargalanir ve kemik iliginde yenileri tiretilir. Eritrosit tiretimi,
diisiik seviyede oksijene yanit olarak bobrek tarafindan salinan eritropoietin hormonu
tarafindan kontrol edilir. Bu negatif geri bildirim dongiisii, viicuttaki alyuvar
sayisinin zaman i¢inde nispeten sabit kalmasini saglar [32]. Sekil 2.6’da eritrositlerin
mikroskop goriintlisi ve trombosit hiicresi ile boyutlarinin karsilastirilmasi
gortilmektedir [33].
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Sekil 2.6 Eritrositlerin (erythrocyte) mikroskoptaki goriintiisii ve boyutunun
trombosit (platelet) ile karsilagtirilmasi [33]

2.2.3 Trombositler

Plateletler olarak da adlandirilan trombositler, kan pihtilasmasinda gorev alan hiicre
parcalaridir. Trombositler, megakaryosit denen biiylik hiicrelerin parcalara
ayrilmasiyla iiretilir ve her biri ayr1 ayr1 2000 - 3000 trombosit yapar. Trombositler,
karmagik geometriye sahiptir. Bu hiicreler, eritrosit ve lokositlerden c¢ok daha
kiictiktiir. Trombositlerin biiyiikliigli 0.5 — 1 um araligindadir ve kirilma indisi
1.39°dur [34].

Bir kan damarinin tabakasi hasar gordiigiinde trombositler yapiskan bir tikag
olusturduklar1 yara bolgesine ¢ekilirler ve kiimelenerek pihtilasmayr saglarlar [35].
Sekil 2.7°de eritrosit etrafinda kiimelenen trombosit hiicreleri goriilmektedir [36].

Insan kaninda ortalama olarak mikrolitre basma 150.000-350.000 civar1 trombosit
bulunsa da, bu hiicreler ¢ok kiiciik olduklari i¢in kan hacminin ¢ok az bir miktarini
olustururlar.
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Sekil 2.7 Trombosit hiicrelerinin goriintiisii [36]

2.2.4 Lokositler

Lokositler veya akyuvarlar (beyaz kan hiicreleri), kandaki hiicrelerin %1 'inden daha
azin1 olusturur. Bu hiicreler esas olarak bagisiklik tepkisinde rol alirlar. Ayrica
bakteriler ve viriisler gibi istilacilar1 tanir ve notralize ederler.

Lokositler eritrositlerden daha biiyiiktiir ve onlarin aksine normal bir ¢ekirdek ve
mitokondriye sahiptir. Bu hiicreler tiiriine gore degisken biiyiikliikklerde olup,
ortalama 7-15 um capindadir. Kirilma indisleri ise 1.35 olarak belirlenmistir [37]
Lokositler bes temel tiirde karsimiza ¢ikar. Bu bes temel tiir mikroskop altindaki
gorliniislerine gore iki farkli gruba ayrilir.

Her akyuvar tiirii savunmada belirli bir rol oynar. Ornegin, bazi akyuvarlar
patojenleri yutmak ve parcalamakla ugrasirken, bazilar ise kimi mikroorganizmalar1
tanir ve bunlara kars1 bagisiklik tepkilerini baglatir.

Farkli tiirlerdeki I0kositlerin goriintiileri sekil 2.8’de gdsterilmektedir [38].
Lokositler kiiresel sekle sahip olmalarina ragmen, yilizeyleri karmasiktir.

Sekil 2.8 Farkl tiirlerdeki 16kosit hiicrelerinin SEM goriintiileri [38]
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2.3 DENEY DUZENEGI

Kan hiicrelerini yakalayip manipiile edebilmek icin, lazer i1sinmin yeteri kadar
odaklanmas1 gerekmektedir. Standart bir optik cimbiz diizenegi ile lazer 15181
odaklanarak istenen 1s1n demeti elde edilebilir. Sekil 2.9°da deney i¢in hazirlanmig
optik cimbiz diizeneginin bilesenleri gosterilmektedir. Kullanilan malzemeler ve
kurulum diizeni, 15181n odagimi degistirerek farkli kan hiicrelerini yakalamaya izin
verecek sekilde secilmis ve yerlestirilmistir.

d d d ;\
«
Ayna
[ —
Lazer kaynagi
\\I">
Ommek
; Objekt r Y 4
g
( \ ( _/'/ ” I
D . /7 Dikroik

Sekil 2.9 Optik Cimbiz Deney Diizenegi

2.3.1 Lazer Isik Kaynagi

Lazerlerin 4 temel 6zelligi; ¢ikis 1s1n sekli, 151n astigmatizmi, giic ve dalga boyudur.
Cikis 151n sekli ve 1s1n astigmatizmi dogrudan odaklamayi etkileyen faktorlerdir.
Optik cimbizda lazerin tek noktaya iyi odaklanabilmesi i¢in, tek enine mod ¢ikish
(TEMy - single transverse mode output) ve 1sin kalitesi yiiksek kaynak tercih
edilmelidir. Lazer dalgaboyu ise uygulamanin tiiriine gore tercih edilir. Biyolojik
numunelerin yakalanmasinda, goriinlir lazerlerin emilimi O6rnege zarar verebilir.
Kizil6tesi lazerlerin emilimi, gérece daha az olacag: icin dalgaboyu 750-1000 nm
aras1 olan 151k kaynaklar1 uygun segenekler olacaktir.

Deneyde kullanilan optik cimbiz diizeneginde 632.8 nm dalgaboyuna sahip HeNe
lazer tercih edilmistir. HeNe lazerler az yogun giiriiltiiye sahip yiiksek kaliteli 151
kaynagi olduklar1 icin sagilma kuvveti uygulamalarinda genel olarak tercih
edilmektedir. Uygulamada kullanilan lazerin 1s1n ¢ap1 0.7 mm olup en diisiik ¢ikis
giicli ise kesintisiz 21 mW tir. Hiicreleri hareket ettirebilmek i¢in giic dnemli bir
unsurdur.
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2.3.2 Optik Elemanlar

Optik cimbizin kuvveti odaklanmis 151nin yogunluguna baglhidir. Farkli boyutlardaki
kan hiicrelerini, ayr1 ayr1 yakalayabilmek i¢in farkli yogunlukta odaklanmis 1sin
demetine ihtiya¢ vardir. Bu dogrultuda Sekil 2.9°da gosterildigi gibi bir mercek
diizenegi hazirlanmistir. Diizlem dalgas1 olusturabilmik icin, lazer kaynaginin
cikisina f; ve f> mercekleri yerlestirilmistir. Bu sayede diizlem dalgasi olustuktan
sonra, citmbiz kuvvetini ayarlamak amaciyla f; merceginin pozisyonu degistirilse de
mercege diisen dalga yogunlugu sabit kalacaktir. Optik cimbiz diizenegini masa
uzunluguna uygun yerlestirebilmek icin, diizlem dalgas1 45 derecelik ayna iizerinden
f3 mercegine yansitilmistir. Bunun yaninda ayna, lamel iizerinde olusan cimbizin
pozisyonunu ayarlamak i¢in de kullanilmistir. Objektife diisecek 151n demeti belini
ayarlayabilmek i¢in ds mesafesini degistirmek gerekmektedir. Bunun i¢in f; mercegi
ray tzerinde hareket edebilecek sekilde monte edilmistir. Sekil 2.10°da ds
mesafesinin 151n demeti belini nasil degistirdigini gosteren grafik bulunmaktadir.

-6

w10
15

lar A

Wy 15in demeti beli

D 1 1 1 1 1
016 013 0.2 0.2 0.24 0.26 0.23 03 0.3z

ds mesafesi

Sekil 2.10 ds mesafesine gore 151n demeti belinin degisimini gosteren grafik

Gergekte tam olarak uymasa da, lazer isinlarinin Gauss 1sinina yakin bir sekilde
yayildigi kabul edilir. Teorik olarak TEM(, moduna karsilik gelen Gauss 1sini
yogunluk profilinde, lazer 1s1n1 kusursuz diizlem dalgas ile baslar ve enine yogunluk
dagilimi gosterir. HeNe lazeri de Gauss 1511 profiline ¢ok yakin oldugundan [39]
optik elemanlarin mesafeleri Gauss Isin1 Optigi kullanilarak hesaplanmistir. Sekil
2.11°de [40] Gauss 151n demeti profili verilmektedir.
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Bagil
Syogunlak = -

0.135

Acisal

4 ~ konum
Sekil 2.11 Gauss 151n demeti profili [35]

Lazer 1s1minin yayilma 6zelliklerini belirleyebilmek adina Gauss 1s1n1 lazerin i¢ ¢ap1
veya sinirlayic1 optik agiklik kadar kirpilir. Bu konuda iki farkli taminlama
mevcuttur. Ilk yaklasima gére gap, 11k parlakligiin tepe noktasmim //e° kadarina
diistiigli noktadan hesaplanir. FWHM (full width at half maximum) olarak
adlandirilan ikinci yaklasimda ise yogunlugun tepe noktasinin yaris1 kadarina
diistiigii noktadan hesaplanir. Sekil 2.12°de bu yaklasimlar grafik {izerinde
gosterilmektedir. [41] Deneysel calisma esnasinda 1s1n ¢apint hesaplamak ve dlgmek
i¢in ilk yaklasim yaklagim kullanilmisgtir.
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g 1/e? de cap, tepe noktasinin %13.5%i

Sekil 2.12 Gauss 1s1n1 ¢api [41]

TEMjy modunda ¢alisan lazerler i¢in parlaklik Gauss fonskiyonu ile verilir;

I(r) = Lye 2" /W* = =2 g=2r%/w? (2.35)
Burada w parlakligin tepe noktasmin /e”'sine diistiigii noktanin 1simin merkez
eksenine uzakligini ifade ederken (Sekil 2.12), P 1s1nin toplam giiciinii ve » merkez
eksenden enine uzakligi tanimlar. w 1s1in z eksenin ne kadar yayildigina baglidir ve
wy ise 1/ parlakligin yarigapidir. [41]

Isinin boyutu basta yavasca sonra hizlica z ekseninde orantisal olarak artacaktir.
Dalga yiiziiniin egriligi z=0’da sonsuz iken, eksen boyunca sonlu olup ve azalacaktir.
En diisiik seviyeye ulastiktan hemen sonra da yine z ile orantili bir sekilde artacaktir.
[41,42]

211/2
w(z) = wy [1 + (niw%) l (2.36)

Dalga z ekseninde yayildiktan sonra 1/ parlakligin yarigap1t w(z) iken, dalgayiizi
egriliginin yarigapt da R(z) olur. Isinin davranisi bu iki parametre ile belirlenir.
Denklemlerde iki parametre de ayni diizende oldugu i¢in, tek bir parametreye
indirgenerek Rayleigh araligi (zz) elde edilir:

2
Zp = — (237)
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z = zg iken, R’nin degeri en kiiciiktiir. Rayleigh aralig1, 151n belinden 151n yaricapinin
V2w, a yiikseldigi noktaya olan uzakliktir. [42] z > zz iken 151n kiiresel dalga
olarak uzaklagsmaya baglar ve tam acisal genisligi;

[ (2.38)

- 2wy

olur. Ism beli orijini, noktasal kaynaga yaklastiginda ve tan 8 =~ 6 iken, 6 geometrik
optik kullanilarak, mercek c¢apmnin (d) odak wuzakligma (f) boliinmesi ile
hesaplanabilir (Sekil 2.13).

Odak uzakhig ()

(3

Lens [a]
capi (d) |

Sekil 2.13 Tam acisal genislik

-1
0 ~ % y (f /d) (2.39)

f/d oran1 fotografcilikta diyafram agikligi (f-number) olarak tanimlanir. Isin beli ¢ap1
ise asagidaki gibi ifade edilir;

42
e a
ve sekil 2.13’te gosterilen odak derinligi (DOF) asagidaki gibi tanimlanir [43].
84 2
DOF = (;) (g) (2.41)

Egriligin karmagik yarigapt q(z), hem benek ¢apmin hem de egrilik yarigapinin
gercek ve sanal kisimlarini igerir, ve de asagidaki denkleme gore degiskenlik gosterir
[44]:

q(z) =z +izy (2.42)
q(2)’nin tersi, Gauss 1511 hakkinda ¢okga bilgi icerir ve asidaki gibi ifade edilir:

e T e L (2.43)

q(z)  z+izg z2+z% z2+z%

Denklem 2.43’i w,, w(z) ve R(z) kullanarak tekrar yazdigimizda;

At
q(z) Rz mnw(2) (2.44)
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Eger baslangictaki q(0) degeri denklem 2.43 ve 2.44 kullanilarak ifade edilirse,
isinin yayildigr farkli z degerleri i¢in  w(z) ve R(z) hesaplanabilir. Boylece q(z)
hesab1 sadelestirilmis olur ve paraksiyal dalga denkleminin hesaplanmasiyla Gauss
isin1 davramigi  anlagilmis  olur [44]. q(z) degeri, her bir optik elemanin
karakteristigini ifade eden ABCD matrisleri kullanilarak hesaplanabilir.

Sekil 2.14’da gosterildigi ilizere, optik elemanlarin 6nce ve sonrasindaki » ve 6
koordinatlarinin dogrusal bir iligkisi vardir.

Sekil 2.14 Optik elemanin r ve 0 koordinatlari

ril] A By[r

[91] = lc D] [e] (2.45)
¥ = Ar + BO (2.46)
0 = Cr+ DO (2.47)

r ve r' degerleri optik elemana giris ve ¢ikis konumlarini, 8 ve 8’ ise optik ag¢ilarini
ifade eder [45].

Gauss 1s1minin giris ve ¢ikis parametrelerini q; ve g, olarak tanimlarsak, buna bagh
olarak optik eleman asagidaki ABCD matrisi ile ifade edilebilir [44].

_ Aqq1+B

= (2.48)

qz

Dalga 1sinlar boyunca yayildigindan, bosluktaki bir 4 mesafesinde, 1sinin
koordinatlari r' =r+ 60dve 8’ = 0 denklemlerine bagli olarak degisir [45].
Boylece iletim matrisi M asagidaki gibi olacaktir:

M= [(1) ‘i’ (2.49)

Kirllma indisleri n; ven, olan iki farkli ortam tarafindan olugsmus diizlemsel
sinirlarin kirtlimindan dolayi, 151nin agilart Snell yasasina gore degisir [45]

n, sin(@) = n, sin(0") (2.50)

Paraksiyal yaklasimla n,(0) = n,(8') olup, 1smin konumu 7’ =r sabit kalir.
Boylece iletim matrisi asagidaki gibi tekrar yazilir;
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1 0
M:lo "1/nzl (2.51)

Odak uzaklig1 f olan ince bir mercekten gecerek yayilan Gauss 1s1n1 igin, eksenden
uzaklik degismez ve agisal denklemi asagidaki gibi ifade edilir:

0 =6 —? (2.52)

Disbiikey mercekler icin  f >0 iken icbiikey merceklerde durum tersidir. ince
mercekler i¢in iletim matrisi [45];

M=l iyl (239

Diizlem aynadan yansitilan 1s1n i¢in agilar ve konumlar degismeyecektir. Boylece
iletim matrisi de birimsel olacaktir.

)
M= [ o 1 (2.54)
Yarigap1 R olan kiiresel ayna i¢in ¢ikis degerleri giris degerleri farklidir; [45]
0 +6=" (2.55)
Ve iletim matiris de bu sekilde ifade edilebilir;
1 0
M = [2 /R 1] (2.56)

R degeri disbiikey aynada 0 ’dan kiiciik iken, i¢blikey aynada biiyiiktiir [44].

Optik elemanlarin iletim matrisleri lazerin ¢ikisindan itibaren z uzakligina kadar
sirastyla M;, M,, M;,... M, iken, tiim optik sistemin iletim matrisi de asagidaki gibi
hesaplanir:

M=Mz-M; M, M, (2.57)

ABCD matrislerini kullanarak 1sin belini bulabilmek ig¢in, 1s1n belinin baglangic
konumu z=0’da ve yarigap1 Gauss dagiliminda (wy) olmalidir [46].

BD + ACq* =0 (2.58)

2 2

2 _ W 2, B
wi =t (a2 + ,,z) (2.59)

Isin belinin yeni pozisyonu ve yarigapi, kirilma indisinin / e esit oldugu kosulda,
denklem 2.58 ve 2.59 kullanilarak hesaplanabilir.

q="0 (2.60)

Bu uygulama igin secilen merceklerin odak uzakliklari f; = 25.4 mm, f; = 175 mm, f;
=175, f4 = 1.8 mm olarak se¢ilmis ve aralarindaki mesafeler; d; = 605 mm, d,=200.4
mm, d; = 400 mm, d; = 40 mm, ds = 280 mm, ds = 30 mm, d; = 90 mm olacak
sekilde ayarlanmistir.
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Uygulamada 15181 en iist seviyede odaklayabilmek i¢in 100 kat biiyilitme yapabilen,
1.8 mm odak uzakligina ve 0.15 mm calisma mesafesine sahip bir mikroskop
objektifi tercih edilmistir. Objektif ile lamel arasinda immersiyon yagi kullanilarak
daha yiiksek sayisal aciklik ve daha net goriintii elde etmek amacglanmustir.

2.3.3 Dikroik Ayna

Deneyde, objektif iizerine lazer 15181 disiirlirken ayni zamanda goriintii elde
etmemizi saglayan dikroik ayna kullanilmistir. Sekil 2.15°te bu uygulamada
kullanilan dikroik aynanin iletim oranlar1 grafigi gosterilmektedir. 45 derecelik ac1
ile yerlestirilen ayna, 632.8 nm’lik lazer 1simminin tamamen yansitilarak objektif
lizerine yonelmesini ve Ornekteki parcaciklara odaklanmasini saglamaktadir. Diger
taraftan, Ornegi aydinlatmak icin kullandigimiz goriiniir 151k, dikroik aynadan
tamamen gecerek goriintiiniin kameranin mercegine ulasmasina imkan verir.

Yesil Dikroik Filtre
100
—m =
ADI =15
10 ADI =10"
AD| =4E"
~~ .
O\O il
p—
O
po—
e
10 -
ﬂ“"’n_-| - T | T 1 ¥
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 2.15 Dikroik aynanin yansitma orani grafigi

2.3.4 Goriintiileme Sistemi

Uygulamada tercih edilen, 100 kat biliylitme 6zelligine sahip objektif lens hem lazer
151ginin - odaklanmast hem de kan hiicrelerinin  goriintiilenmesi amaciyla
kullanilmistir. Goriintii netligini yakalamak, 6rnek iizerinde olusabilecek parlama ve
yansimalardan kaginmak i¢in deneyler karanlik ortamda gergeklistirilmis olup; Sekil
2.9’da gosterildigi iizere harici aydinlatma kullanilmistir. Obejktif lens tarafindan
bliyiitiilmiis ve goriiniir 151k sayesinde dikroik aynadan ge¢mis goriintii, son olarak fs
mercegi vasitasiyla kameraya ulasir.

Deneyde, goriintilleme elemani1 olarak monokromatik dijital kamera (DCU223M
CCD Camera, 1024 x 768 Resolution, B&W) kullanilmis ve USB vasitasiyla

bilgisayara aktarilmistir.
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2.3.5 Ornekler

Tam kan igerisinde yaklasik %50 plazma olmasina ragmen hiicre yogunlugu ¢ok
yiiksek oldugu ic¢in optik cimbiz uygulamasinda istenilen hiicreleri se¢ip hareket
ettirme imkani kisith kalmaktaydi. Buna ¢6ziim olarak deneyde kullanilan preparat
icin, 1 dlgek tam kan, 10 Olgek su ile seyreltilerek ile hazirlanmistir.

2.4 DENEYSEL CALISMA

Bu boéliimde, yukarida bilesenleri sunulmus deney diizeneginin hizalanmasi, hazir
hale getirilmesi, test edilmesi ve optik cimbiz ile kan hiicrelerinin ayr1 ayri
yakalanmasi anlatilarak, deney sonuclar1 gorseller esliginde ortaya konmustur. S6z
konusu gorseller deney diizeneginde bahsi gegen monokromatik kamera yardimiyla
elde edilmis, kaydedilen video goriintiilerinden anlik ekran goriintiileri tiretilmistir.

2.4.1 Optik Elemanlarin Yerlesimi ve Lazer Isinin1 Hizalama

Lazer 151k kaynagi ile hiicreleri yakalayabilmek ve hareket ettirebilmek igin,
kaynagin tirettigi glicii yliksek verimle odaklayabilmek, giicii 6rnege kadar azami
seviyede tasiyabilmek biiylik 6nem tasir. Bunun i¢in optik cimbiz diizeneginin hassas
bir sekilde hizalanmas1 gerekmektedir. Daha 6nce ifade edildigi sekliyle Gauss 1sin1
optigi kullanilarak optik elemanlarin mesafeleri en iyi cimbizlama performansi igin
hesaplanmis, deneysel olarak da kontrol edilmistir. Mercekler ve diizlem ayna, Tablo
2.1°de gosterilen mesafelere uygun sekilde sabit ray iizerine yerlestirilmistir. Isin
hizalayabilmek i¢in de merceklerin bagli oldugu raya sabitlenebilen ve iizerinde
hareket ettirilebilen bir diyafram kullanilmistir. Diyafram i¢ ¢api, hizalamanin her
adiminda 151n capina gore ayarlanarak, 1smin dogrultusu kontrol edilmistir. Ilk olarak
lazer 151n kaynagi cikisindan f; merce8i Oncesine diyafram yerlestirilmis, 1$inin
kaynaktan ¢ikarken masaya paralel olmasi ve herhangi bir eksende agisal sapmasi
bulunmamasi, lazer kaynagmin bagli bulundugu ayaklar ayarlanarak saglanmistir.
Bir sonraki adimda sirastyla f;-f> mercekleri arasi, f> mercegi ile acili ayna arasi, f3
mercegi Oncesi ve sonrasinda da diyafram ile kontroller yapilarak, merceklerin
merkez konumlar1 ayarlanmis ve dikroik aynaya kadar 1sinin asgari giic kaybi ile
dogrusal bir sekilde ulagmasi saglanmistir.

Bununla beraber en yiiksek cimbiz kuvvettini yakalayabilmek i¢in 1s1n ¢apinin
objektif ¢ap1 ile ayn1 olmasi gerekmektedir. f;-f> bikonveks mercekleri teleskop
gorevi gorerek uygun c¢apta kosutlanmis 1s1n demeti elde etmemizi saglamistir.

Tablo 2.1 Optik elemanlarin arasindaki mesafeler

dl 605 mm
d2 200.4 mm
d3 400 mm
d4 40 mm
ds 280 mm
do 30 mm
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Hem teleskoptan hem de f3 merceginden sonra 151n beli ¢aplart ve egrilik yarigaplari
ABCD matris metodu kullanilarak MATLAB ta hesaplanmis (Ek A) [47] ve grafige
dokiilmiistiir. Teleskoptan sonra 151n beli ¢apinin Sekil 2.16’da gosterildigi iizere
4.82 mm olacag1 hesaplanmistir. Boliim 3.1°de deney diizenegi iizerinden yapilan

Ol¢ciim sonucu ile karsilagtirilacaktir.
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Teleskoptan sonraki mesafe (m)

Sekil 2.16 Teleskoptan sonraki 151n beli yarigap1 ve egrilik yarigapi

Sekil 2.17°de f;’ten sonra 151n beli yarigapinin mesafeye gore degisimi verilmektedir.
Bu hesaba gore 151 beli yarigapinin f; cikisinda 0.08 mm olacagi goriilmektedir.
Yapilan deneylerde objektif, /; merceginden 310 mm uzaga konumlandirilmistir. Bu
konumda ise 1s1n beli 0.095 mm olarak hesaplanmaistir.
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Mercek 3ten Sonraki Isin Beli Yangapi
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Sekil 2.17 f;’ten sonraki 151n beli yaricapi ve egrilik yaricapi

Objektiften sonraki 151n beli yarigapi ise 1.082 um olarak hesaplanmis ve sekil
2.18’deki grafikte gosterilmistir.
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Objektiften Sonraki Isin Beli Yarigapi
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Sekil 2.18 Objektiften sonraki 151n beli yarigapt ve egrilik yarigapi

2.4.2 Kosutlanms Isin Demeti Capinin Olgiilmesi

Hizalama islemi tamamlandiktan sonra kosutlanmis 1s1n demetini ve ¢apini kontrol
etmek icin, f> merceginden sonra 2 farkli noktadan gii¢ Slgiimleri yapilmis, yine
Gauss 1smn1 optiginden faydalanarak 1s1mn cap1 hesaplanmistir. Gii¢ OSlgiimleri,
Thorlabs PM100D gii¢ dlcer ile gerceklestirilmistir. Masaya monte edilmis, mikron
hassasiyetinde ayarlanabilir tabla iizerine fotodiyot yerlestirilerek, sabit eksende
hareket ettirilebilir hale getirilmistir. Tabla yardimi ile 250 pm’lik adimlarda, y
ekseni boyunca gii¢ Olgiimleri yapilarak kaydedilmistir. Gili¢ 6l¢timlerinin sonucu
Sekil 2.19’daki grafik {izerinde sunulmustur. Grafige bakildiginda kullanilan lazerin
Gauss 1smna ¢ok yakin bir karakteristigi oldugu goriilmektedir. Burada tepe
noktasinin /¢’ kadarim 6lciim aldigimiz iki noktanin arasi, ayarlanabilir tabla
tizerinden 9.4-4.3=5.1 mm olarak okunmustur. Bu deger, kosutlanmis 151n demetinin
capini belirtmektedir. Yapilan hesaplarda teleskop sonrasinda 1sin ¢apinin 4.82 mm
olacag: belirlenmisti. Ikinci noktada alinan gii¢ dlgiimleri de benzer sonuglar vermis
ve 1s1nin dogrusal bir sekilde ayn1 ¢apta aynaya dogru devam ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 2.19 Kosutlanmis 151n demeti gii¢ 6l¢timleri grafigi. Yatay eksende fotodiyot
hareket ettirilerek alinan dl¢timler sonucu Gauss 15101 grafigine ¢ok yakin bir
karakteristik ortaya ¢ikmustir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, kan 6rnekleri {izerinde gergeklestirilen deneysel ¢calisma esnasinda
ulasilan sonuclar sunulmakta ve elde edilen bulgular tarigilmaktadir.

3.1 Kan Ornegi ile Deney Sonuglari

Deney esnasinda, 6rnek icerisindeki kan hiicreleri yogunlugunu ayarlayabilmek ve
daha iyi gorintii elde edebilmek amaciyla, calisilacak kan Ornekleri su ile
seyreltilmistir. Kan hiicrelerinin net goriintiisiinii elde edebilmek i¢in karanlik
ortamda caligilmis, preparatin altina gii¢lii bir led 151k kaynagi konularak 6rnegin
aydinlatilmasi saglanmaistir.

Trombosit hiicreleri kan igerisinde sayr olarak ¢ok azdir ve sekilleri ideal kiire
degildir. Kanin pihtilagmasin1 saglama 6zelliginin bir sonucu olarak trombositler,
cabuk kiimelesme, sekil degistirme ve yapisma egilimdedir. Bu sebeple baslangicta
trombosit hiicrelerinin cimbizlanmasi hedeflenmistir.

Trombosit hiicrelerinin {izerine etki edecek efim ve sacilma kuvvetlerinin grafigi
sekil 3.1°de verilmistir. Yapilan hesaplamaya gore hazirlanan deney diizeneginin
trombosit hiicreleri lizerine uygulayacagi azami Fguq = 3.83x10% iken Fouw =
2.776x10"""dir. Bu degerler icin duraganlik kriteri ise yaklagik olarak R = 1.38x10°
olarak hesaplanmistir ki bu da trombosit hiicrelerinin ds = 280 mm mesafedeyken
yakalanabilecegini ifade etmektedir.

x<10°11 F grad =101 F scat
4 T T T T T 3 T T T T

.-\._
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Sekil 3.1 Trombosit hiicrelerine etki edecek 1s1ma kuvvetleri
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Uygulama esnasinda, onceden tespit edilen ds=280 mm degeri, lazerin dogru sekilde
odaklanmasini saglamig ve trombosit hiicrelerini yakalamayir basarmistir. Sekil
3.2°de plazma igerisinde akis halinde olan trombosit hiicresinin (a)’da serbest sekilde
cimbiza dogru yaklasmasi, (b)’de egim kuvveti etkisine girerek yakalanmasi, (c)’de
ise cimbiz vasitasiyla hareket ettirilmesi goriilmektedir.

(@) (b)

(c)

Sekil 3.2 Trombosit hiicresinin optik cimbiz ile yakalanmasi. (a) Trombosit hiicresi
turuncu ok ile gosterilen akis istikametinde optik cimbiza yaklagmaktadir. (b) Isin
demeti beline yaklasan trombosit hiicresi, egim kuvvetinin etkisiyle merkezine
cekilmis ve yakalanmistir. (¢) Cimbizlanan hiicre akis istikametinde dik yonde,
kirmiz1 ok dogrultusunda hareket ettirilmis ve bu esnada cimbiz etkisi
kaybedilmemistir.

Trombositlerin yakalandigi durumda, kan hiicreleri serbest akis halindeyken, eritrosit
ve lokositlerin cimbiz tarafindan tutulmadan hareketlerine devam ettigi
gozlemlenmistir. Sekil 3.2°de yesil daire igerisinde gdsterilen trombosit hiicresi ise,
cimbiza yaklastigi anda egim kuvveti etkisine girerek yakalanmistir. Bu esnada baska
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hiicrelerin veya akisin hareketinden etkilenmeksizin cimbizda kalabilmistir. f; ve f;
mercekleri arasinda 45 derecelik ag1 ile konumlanmig olan aynanin, {izerindeki ayar
kollar1 vasitasiyla agisi degistirilerek, cimbiz ve yakalanmig trombosit hiicresi
kirmiz1 ok yoniinde hareket ettirilmistir.

Zaman gectikge preparat igerisindeki trombosit hiicrelerinin  kiimelestigi
gozlemlenmistir. Kiimelesme halindeki trombosit hiicreleri de sekil 3.3°te
gosterildigi gibi optik cimbiz ile tutulmus, hiicrelerin akis istikametine dik
dogrultuda hareket ettirilmistir.

(@) (b)

(c)

Sekil 3.3 Kiimelenmis trombosit hiicrelerinin optik cimbiz ile yakalanmasi ve
hareket ettirilmesi. (a) Turuncu ok ile gosterilmis akis istikametinde serbest hareket
eden kiimelenmis trombosit hiicreleri cimbiza yaklasmaktadir. (b) Egim kuvveti
etkisine giren kiimelenmis trombosit hiicreleri yakalanmistir. (¢) Turuncu ok
istikametinde gosterilen akis istikametine dik dogrultuda hiicreler cimbiz ile hareket
ettirilmis, bu esnada cimbiz etkisi kaybolmamuistir.

Trombosit ile gergeklestirilen basarili uygulamadan sonra, yine kan igerisinde nicelik
olarak az bulunan I6kosit hiicreleri lizerinde deneme yapilmistir. Lazer optik
diizenegin 10kosit hiicreleri {iizerine uygulayacagi egim ve sa¢ilim kuvvetleri
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hesaplanmis ve grafik olarak Sekil 3.4’te gosterilmistir. Burada tepe noktalar1 Fg.q =
3.83x10™ iken Fou = 2.776x10™"" olarak tespit edilmistir. Bu durumda duraganlik
kriteri R</ oldugu icin cimbizlama teorik olarak beklenmemektedir. Ancak
uygulamaya gec¢ildiginde, ds=260 mm mesafedeyken 16kosit hiicreleri sekil 3.4’deki
gibi yakalanabilmis ve bu hiicreler plazma igerisinde hareket ettirilebilmistir.

Sekil 3.4 Lokosit hiicresi optik cimbiz tarafindan yakalanabilmis, preparat i¢erisinde
hareket ettirilebilmistir.

Lokosit hiicresi cimbiz etkisinde iken, trombosit ve eritrosit hiicreleri 1s1n demetine
yakalanmadan akisa devam etmistir. Sadece ds mesafesi azaltilarak, 1s51n demeti beli
cap1 ve cimbiz kuvvetleri degistirilmis, farkli kan hiicreleri birbirlerini etkilemeden,
ayrica yakalanabilmistir. Bu uygulama, kan hiicrelerinin laboratuvar ortaminda optik
cimbiz vasitasiyla filtrelenmesinin, gruplanmasinin, sayilmasimin ve manipiile
edilmesinin miimkiin oldugunu ortaya koymaktadir.

Son uygulamada ise eritrositlerin durumu goézlenmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu
sekil 3.5°te 1s1ma kuvvetleri grafigi elde edilmis ve buna gore tepe noktalart Fy.q =
3.494x10°® iken Foow = 2.24x107 oldugu tespit edilmistir. Bu degerlere gore boyutlari
biiyiik ve disk seklindeki eritrosit hiicrelerinin lazer 1511 tarafindan tutulamayacagi
On goriilmistlir. Ancak uygulama esnasinda ds = 250-255 mm civarindayken tam
cimbizlama olmasa da eritrosit hiicrelerinin lazer tarafindan etkilendigi ve zayifca
yakalandig1 gozlenmistir. Sekil 3.6’da cimbiza yakalanan ve akis etkisiyle biikiilen
bir eritrosit hiicresi goriilmektedir. Bu sebeple eritrositler {izerinde nispeten daha
zayif bir cimbiz etkisi gdzlenmis ve hiicreler hareket ettirilememistir.
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Sekil 3.5 Eritrosit hiicrelerine etki edecek 1s1ma kuvvetleri

Sekil 3.6 Optik cimbiz tarafindan yakalanan ve akis etkisiyle biikiilen eritrosit

hiicresi
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Eritrosit yakalamada etkili olunan durumda, trombosit ve 16kosit hiicrelerinin
cimbizlanmadan dogal akislarina devam ettigi gozlenmis ve boylece tam kan 6rnegi
icerisinde bulunan 3 farkli hiicrenin birbirinden bagimsiz olarak yakalanmasinin
miimkiin oldugu ortaya koyulmustur.

3.2 Bulgular Uzerine Tartisma

Kan bilesenleri ve kan {irlinlerinin 6nemi ve kullanimi arttik¢a, kan hiicrelerinin
filtrelenmesi, birbirinden ayirilmasi, gruplanmasi, sayilmasi ve manipiile edilmesi
ihtiyaci artmis; mevcut tekniklere alternatif arayisi hizlanmistir. Bu deneyde,
laboratuvar ortaminda dnceden benzer amaglar ile tasarlanmis bir optik cimbizin kan
hiicreleri ile ¢alismaya uygun hale getirilerek, kan Ornegi igerisindeki farkl
hiicrelerin  birbirinden bagimsiz sekilde yakalanmasi ve hareket ettirilmesi

amagclanmustir.

Yapilan deneyler esnasinda, basarili bir optik cimbiz uygulamasi gerceklestirebilmek
icin, diizenegin ¢ok hassas bir sekilde hizalanmasinin ve lazerin giicliniin 0rnege
ulasana kadar azami 6l¢iide tasmmasinin olduk¢a énemli oldugu anlasilmustir. ilk
denemelerde bu hususlar saglanamadigi ic¢in etkili bir cimbizlama yapilamamus,

sonradan dogru hizalama ile bagarili sonuglara ulasilabilmistir.

Gorlintlileme sisteminin, diizenek igerisinde en az optik elemanlar kadar 6nemli
oldugu anlasilmistir. Orneklerin diyafram igin uygun calisma mesafesine
ayarlanabilmesi 1ile odaklanmis 1smmin uygun cimbiz goriintiisii tagidiginin

anlagilabilmesi i¢in mutlaka etkili bir goriintiileme sistemi tercih edilmelidir.

Kandaki plazmanin vizkositesi ve kirilma indisi, optik cimbiz uygulamasi i¢in uygun
olsa da, ozellikle eritrosit hiicrelerinin sayica ¢ok ve yogun olmasi sebebiyle tam kan
ornegi su ile seyreltilmis, bu sayede daha kuvvetli bir cimbiz etkisi ile daha net
gorlintii elde edilebilmistir. Santrifiigasyon veya aferez yontemleri ile elde edilmis
(diger kan hiicrelerinden ayristirilmis), spesifik kan hiicresi yogun farkli kan tirtinleri
(plazma igerisinde trombosit, kemik iligi, kok hiicre gibi) ile optik cimbiz
uygulamasi calisilirken, hiicreler plazma igerisinde daha seyreltik olacagi i¢in, su ile

diliite etmeye gerek olmayacaktir.
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Kan Hiicresi Boyut (um) Fgraa (N) Fseat (N) R
Trombosit 0.5 3.83x10° 2.776x107"! 1.38x10°
Lokosit 10 2.726x1077 1.396x107 1.95x10™
Lokositlerin 0.02 2.181x10™8 8.962x102° 0.24x10°
uzerindeki
reseptorler
Eritrosit 8 3.494x10°® 2.24x107° 1.56x107

Tablo 3.1 Deney diizeneginin kan hiicrelerine uygulayacagi 1s1ma kuvvetleri

Caligma esnasinda yapilan teorik 1s1ma kuvveti hesaplart Tablo 3.1°de listelenmistir.
Hiicre boyutuna bagli hesaplanan degerler, deneyde yalnizca trombositlerin
cimbizlanabilecegini 6n gormektedir. Hesaplara uygun sekilde, ds = 280 mm
degerindeyken trombosit hiicreleri hem tekil hem de kiime halinde yakalanarak giiglii

sekilde hareket ettirilebilmistir.

Kanin pihtilasmasini saglayan trombosit hiicrelerinin 6nemi biiyiiktiir. Ozellikle
l6semi hastalarinda diizenli olarak trombosit tedavisi ihtiyac1 vardir. Yapilan ¢alisma
sonuclarina gre, trombositler iizerine gerceklestirilecek calismalarda, tek hiicre
manipiilasyonu uygulamalarinda, tekil hiicre gruplamasi ve sayma islemlerinde lazer
optik cimbiz tekniginden faydalanmak miimkiindiir. Ozellikle 1s1madan kaynaklanan
egim ve sagilim kuvvetlerinin hiicrelere uygulanabilecegi ¢ip istii laboratuvar
teknolojilerinin gelistirilmesi ile yeni sensorler tasarlanabilir. Bu sensorler tedavi
amagch kan {iriinii hazirlayan aferez cihazlar1 veya ekstraktorlerin {izerinde ¢alisarak
iirlin toplanmasi ile es zamanli hiicre sayimi yapabilir. Sistemin hiicre toplama
verimini gérmek ve tedavi dozlarina uygun miktarda iiriin toplayabilmek agisindan

faydal1 bir uygulama olacaktir.

Lokosit hiicreleri i¢in hesaplanan R degerine bakildiginda, boyutlarinin biiyiik olmasi
sebebiyle cimbizlanmast dngoriilmemekteydi. Ancak uygulama esnasinda ds = 260

mm iken, ayni trombositlerde oldugu gibi lokositlerin de yakalanarak hareket
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ettirilebildigi gozlemlendi. Daha oOnce belirtildigi iizere, karmasik yiizey veya
geometriye sahip hiicrelerde, tiim yiizey alanlarina uygulanacak 1sinim kuvvetlerinin
ayr1 ayr1 hesaplanmasi gerekmektedir. Lokosit hiicrelerinin yilizeyinde Sekil 3.7°de
gosterilen geometri ve dlgiilerde reseptorler bulunmaktadir. 10-20 nm civarindaki bu
reseptoOrlere uygulanacak kuvvetler hesaplanmig ve Sekil 3.8’de grafige dokiilmiistiir.
Tablo 3.1°deki azami kuvvetlerin reseptorleri kuvvetli bir sekilde yakaladigi ve
hiicreye uygulanan sagilim kuvvetlerinden yiiksek oldugu icin 16kosit hiicrelerinin

tipk1 trombositler gibi cimbizlanabildigi kanisina varilmistir.

Branched 3
actin

Sekil 3.7 Lokosit yiizeyinde bulunan reseptorler yesil ve kirmizi renklerle gosterilmis
ve boyutlar1 verilmistir [48]
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Sekil 3.8 Lokosit hiicreleri listiinde bulunan reseptorlere uygulanan 1sinim kuvvetleri

Bagisiklik sistemimizi olusturan 16kosit hiicrelerinin varligi kadar, kan iiriinleri
icerisindeki miktarinin belirlenmesi veya filtrasyonu da onemlidir. Her canlinin
l16kosit hiicreleri kendine o6zglidir ve viicudumuz yabancit bir I0kosit ile
karsilagtiginda bunu diigman olarak algilayarak tepki verir. Tedavi amaclh kullanilan
kan iriinlerinin, l6kositlerden arindirilmis olmasi hastaya zarar vermemesi adina
kritik bir kosuldur. Yaptiimiz deney c¢aligmasi, lazer optik cimbiz teknigi
kullanilarak l6kositlerin gruplanabilecegini veya filtre edilebilecegini gostermistir.

Lokosit ve trombosit hiicreleri igin gergeklestirilecek optik cimbiz uygulamalarinda
dikkat edilmesi gereken bir nokta bulunmaktadir. S6z konusu hiicreler mekanik
etkilere karst nispeten hassastirlar ve bu durum  hiicre aktivasyonunu
tetikleyebilmektedir. Dolayisiyla optik cimbiz teknigi hiicrelerin pasif davraniglar
lizerine yapilacak caligsmalarda tercih edilmeyebilir [49].

Son olarak eritrosit iizerine yapilan hesaplar ile uygulama karsilagtiritlmistir. Tablo
3.1’deki sonuglara uygun olarak, calismay1 gergeklestirdigimiz deney diizenegi ile
eritrosit hiicreleri kuvvetli bir sekilde yakalanamamustir. Eritrosit hiicresine ancak
zayif bir ¢ekim kuvveti ile Sekil 3.6’da gosterildigi gibi etki edilebilmistir ve hiicre
sonrasinda akisla uygun hareketine devam etmistir.
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4.SONUC

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda lazer optik cimbiz tekniginin, laboratuvar veya
hastane ortaminda kan hiicrelerini sayma, gruplama, ayristirma, filtreleme ve
manipiile etme uygulamalarinda, saglikli ve verimli bir c¢alisma imkani
sunabilecegini s0ylemek miimkiindiir. Bunlarin yani sira kan hiicrelerinin fiziksel
Ozelliklerine dair hesaplamalar yapmak, hiicre veya dokulara dogrudan ila¢ iletimi
gibi tedavi yontemleri gelistirmek ve in vitro ¢alismalar gergeklestimrek icin de optik
cimbiz diizenekleri gelistirilebilir.

Lazer optik cimbizin, spektroskopik tekniklerle [50] veya mikroakiskan cip
teknolojileri [51] ile birlestirilerek, cok cesitli kan uygulamalarinda tercih
edilebilecegi 6ngoriilmektedir. Ornegin, kan bilesenlerini ayristirarak tedavi dozu
seklinde kan iirlinii toplayan aferez cihazlari i¢in islem esnasinda es zamanli olarak
toplanan iriiniin sayimini yapabilecek bir diizenege ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
dogrultuda gerceklestirilecek arastirma ve gelistirme g¢alismalarinda, lazer optik
cimbiz teknigi tercih edilebilir.

Cesitli hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in de optik cimbizin zaman igerisinde daha
cok tercih edilecegi ongoriilmektedir. Optik cimbiz teknigi, getirdigi 6nemli mekanik
avantajlar itibariyle eritrosit ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Eritrosit
sekil bozukluklarmin incelenmesi, optik gerdirme ile elastisite dlgiimleri ve kan
gruplama [49] gibi uygulama Orneklerinin yani sira optik cimbiz ile canli hayvan
viicudu igerisinde eritrosit yakalama dahi yapilabilmektedir [52].

Sonug olarak lazer optik cimbizin biyolojik uygulamalardaki yeri ve Oneminin,
gelistirilecek teknik ve teknolojilerle orantili olarak artacagi, bu dogrultuda
gerceklestirilecek calismalarin oldukga genis bir alana yayilacagi ongoriilmektedir.
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EKLER

EK A: GAUSS ISINI YAYILIMI ABCD MATRIS
HESAPLARI iCIN MATLAB KODLARI

% Kristoffer Lemoins tarafindan yazilmis ve Dr. Alan Cheville tarafindan

% tadil edilmistir

%

% Teleskop sisteminden sonraki 151n beli yarigap1 ve egrilik yaricapinin

% hesaplanmasi

fl=input('f1 odak uzakligini mm olarak giriniz:')/1000; %f1 giris odak uzaklig1
f2=input('f2 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f2 giris odak uzakligi
d1=f1+1£2; %teleskopun uzunlugu merceklerin odak uzakliginin toplamidir

wo=input('1s1nin baslangic bel yarigapin1 mm olarak giriniz:')/1000; %giris bel
yarigaplt

x=input('1$1n ¢ikisini takip etmek istediginiz uzaklig1 m olarak giriniz:');
lamda=632.8e-9; % He-Ne lazer dalga boyu

%llk olarak mercek 1, mercek 2, mercekler arasi alan ve merceklerden
%sonraki alan i¢in biiylik harfler kullanarak matrisleri belirler

L1=[1 0;-1/f1 1];

L2=[1 0;-1/f2 1];

D1=[1d1;0 1];

Ro=1¢e60;

%q'dan baslayarak hesaplar

go=(1/Ro-j*lamda/(pi*wo”2))"(-1);

% Her noktada w(z) ve R(z) i¢in grafik cizecek bir dongii baglatir
N=500;

d2=linspace(0,x,N); % kullanicinin tanimladig1 mesafe i¢in d2'yi tanimlar
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for k=1:N

%verilen mesafe i¢in D2'yi bulur

D2=[1 d2(k);0 1];

%Sistemin ABCD matrisi

M=D2*L2*DI1*L1;

%1/q bulmak i¢in formiilii kullanarak R(d2) ve w(d2)'yi hesaplar
%0nce A, B, C, D 'yi bulur

A=M(1,1);B=M(1,2);C=M(2,1);D=M(2,2);
%Simdi 1/q
oneoverq=(C+D/qo)/(A+B/qo);
%Gercek kismindan R(d2)
R(k)=(real(oneoverq))"(-1);

%Sanal kismindan w(d2)
oneoverqi=-imag(oneoverq);
w(k)=sqrt(lamda/(pi*(oneoverqi)));

end

%Sonuglarin grafigini ¢izer
subplot(2,1,1);

semilogy(d2,w*1000)
xlabel('Teleskoptan sonraki mesafe (m)')
ylabel('Isin beli yarigap1 (mm)")
title('Teleskop Sisteminden Sonraki Isin Beli Yarigapi')
grid on;

subplot(2,1,2);

semilogy(d2,R);

grid on;

xlabel('Teleskoptan sonraki mesafe (m)')
ylabel('Egrilik Yaricap1 (m)")

title('Teleskop Sisteminden Sonraki Egrilik Yarigap1')
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%

%Mercekten 3'ten sonraki hesaplamalar

fl=input('f1 odak uzakligini mm olarak giriniz:')/1000; %f1 giris odak uzaklig1
f2=input('f2 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f2 giris odak uzaklig
d2=f1+12; %teleskopun uzunlugu merceklerin odak uzakliginin toplamidir
f3=input('f3 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f3 giris odak uzaklig
d3= input('Mercek 2 ve mercek 3 arasindaki mesafeyi mm olarak giriniz:")/1000;

wo=input('1s1nin baslangic bel yarigapin1 mm olarak giriniz:')/1000; %giris bel
yarigaplt

x=input('1$1n ¢ikisini takip etmek istediginiz uzaklig1 m olarak giriniz:');
lamda=632.8e-9; % He-Ne lazer dalgaboyu

%llk olarak mercek 1, mercek 2, mercekler arasi alan ve merceklerden
%sonraki alan i¢in biiylik harfler kullanarak matrisleri belirler

L1=[1 0;-1/f1 1];

L2=[1 0;-1/f2 1];

L3=[10;-1/3 1];

D2=[1d2;0 1];

D3=[1d3;0 1];

Ro=1e60;

%q'dan baslayarak hesaplar

go=(1/Ro-j*lamda/(pi*wo”2))"(-1);

% Her noktada w(z) ve R(z) i¢in grafik cizecek bir dongii baglatir
N=500;
d4=linspace(0,x,N); % kullanicinin tanimladig1 mesafe i¢in d4'i tanimlar
for k=1:N
%pverilen mesafe i¢in D4'i bulur
D4=[1 d4(k);0 17;
%Sistemin ABCD matrisi
M=D4*L3*D3*L2*D2*L1;
%1/q bulmak i¢in formiilii kullanarak R(d4) ve w(d4)'yi hesaplar
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%0nce A, B, C, D 'yi bulur
A=M(1,1);B=M(1,2);C=M(2,1);D=M(2,2);
%Simdi 1/q
oneoverq=(C+D/qo)/(A+B/qo);

%Gergek kismindan R(d4)
R(k)=(real(oneoverq))™(-1);

%Sanal kismindan w(d2)
oneoverqi=-imag(oneoverq);
w(k)=sqrt(lamda/pi*(oneoverqi));

end

subplot(2,1,1);

semilogy(d4,w*1000);

hold on;

wobj=2.5;

plot(d4,wobj*ones(size(d4)));

hold off

xlabel('"Mercek 3ten sonraki mesafe (m)');
ylabel('Isin beli yarigapi(mm)');
title('Mercek 3ten Sonraki Isin Beli Yarigapt');
grid on

subplot(2,1,2);

plot(d4,R*1000);

hold on;

robj=140;

plot(d4,robj*ones(size(d4)));

hold off;

xlabel('"Mercek 3ten sonraki mesafe (m)');
ylabel("Egrilik yarigapi (mm)');
title('Mercek 3ten Sonraki Egrilik Yarigapt');

grid on
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y=min(w*1000);

%Isbeli yarigapunin mm olarak en kiiciik degeri

%

%0ODbjektif sonrasi i¢in hesaplamalar

fl=input('f1 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f1 giris odak uzaklig
f2=input('f2 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f2 giris odak uzakligi
d2=f1+12; %teleskopun uzunlugu merceklerin odak uzakliginin toplamidir
f3=input('f3 odak uzakligin1t mm olarak giriniz:')/1000; %f3 giris odak uzakligi
d3= input('Mercek 2 ve mercek 3 arasindaki mesafeyi mm olarak giriniz:")/1000;
d5= input('Mercek 3 ve objektif arasindaki mesafeyi mm olarak giriniz:')/1000;

wo=input('1s1nin baslangic bel yarigapini mm olarak giriniz:')/1000; %giris bel
yarigapi

fo=1.8; %objektifin odak uzakligi — Edmund optics

wd=fo; %objektifin ¢alisma mesafesi, grafik bu mesafeden sonra anlaml1 degil

lamda=632.8e-9; % He-Ne lazer dalgaboyu

%llk olarak mercek 1, mercek 2, mercekler arasi alan ve merceklerden

%sonraki alan i¢in biiylik harfler kullanarak matrisleri belirler

L1=[1 0;-1/f1 1];

L2=[1 0;-1/f2 1];

L3=[1 0;-1/f3 1];

LO=[1 0;-1/fo 1];

D2=[1 d2;0 1];

D3=[1d3;0 1];

D5=[1d5;0 1];

Ro=1e60;

%4q'dan baglayarak hesaplar

go=(1/Ro-j*lamda/(pi*wo”2))*(-1);

% Her noktada w(z) ve R(z) i¢in grafik cizecek bir dongii baglatir

N=500;

dOb=linspace(0,x,N); % kullanicinin tanimladig1 mesafe i¢in dOb'yi tanimlar
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for k=1:N

%verilen mesafe i¢cin DOb'yi bulur
DOb=[1 dOb(k);0 1];

%Sistemin ABCD matrisi
M=DOb*LO*D5*L3*D3*L2*D2*L1;
%1/q bulmak i¢in formiilii kullanarak R(dOb) ve w(dOb)'y1 hesaplar
%0nce A, B, C, D 'yi bulur
A=M(1,1);B=M(1,2);C=M(2,1);D=M(2,2);
%Simdi 1/q
oneoverq=(C+D/qo)/(A+B/qo);

%Gergek kismindan R(dOb)
R(k)=(real(oneoverq))™(-1);

%Sanal kismindan w(dOb)
oneoverqi=-imag(oneoverq);

w(k)=sqrt(lamda/pi*(oneoverqi));

end

subplot(2,1,1);
semilogy(d4,w*1000*1000/100);
xlabel('Objektiften sonraki mesafe (m)");
ylabel('Isin beli yarigap1 (um)');
title('Objektiften Sonraki Isin Beli Yarigapt');
grid on

subplot(2,1,2);

plot(d4,R*1000*1000/100);
xlabel('Objektiften sonraki mesafe(m)');
ylabel("Egrilik yarigap1 (um)');
title('Objektiften Sonraki Egrilik Yarigap1');

grid on
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EK B: OPTIiK CIMBIZ EGIM VE
KUVVETLERINI HESAPLAMAK

KODLARI

%% Isik kaynaginin 6zellikleri

P=21e-3; %Lazer ¢ikis giicii
lamda=632.8e-9 ; %dalgaboyu
w01=(0.70e-3)/2; %1s1n ¢ap1
c=3e8;

k=2*pi/lamda;
z01=w01"2*pi/lamda;

fl1 = 25.4¢-3; %mercek odak uzakliklar
2 = 175e-3;

f3 =175¢e-3;

f4 = 1.8e-3; %objektif

dl = 605¢e-3;
d2 = f1+1£2;

d3 =400e-3;
d4 = 40e-3;

d5 = 280e-3;
d6 = 30e-3;

d7 = 90e-3;
WD = 20.5e-3;

%% birinci mercege
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ul=dl;
Mrl=abs(fl/(ul-fl));
r1=2z01/(ul-f1);

M1=Mrl1/sqrt(14r1"2);
w02=M1*wO01;
vI=MI1"2*(ul-f1)+f1;
z02=w02"2*pi/lamda;

%% ikinci mercege
u2=d2-f1+0.0001;
Mr2=abs(f2/(u2-12));
2= z02/(u2-12);

M2=Mr2/sqrt(1+12/2);
w03=M2*w02;
v2=M2"2*(u2-12)+12;
z03=w03"2*pi/lamda;

%% uglincu mercege
u3=le-6;
Mr3=abs(f3/(u3-13));
r3=z03/(u3-13);

M3=Mr3/sqrt(1+r3/2);
w04=M3*w03;
v3=M3"2%(u3-f3)+{3;
z04=w04"2*pi/lamda;
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%% objektif
u4=d5+d6-v3;
Mr4d=abs(f4/(v4-14));
r4= z04/(u4-14);,

Wl=sqrt(w04"2*(1+((lamda*u4)/(p1*w042))"2)) %%objektif girisine denk gelip
gelmediginin kontrolii

M4=Mr4/sqrt(1+r4"2);
w05=M4*w04;
v4=M4"2*(u4-f4)+{4;
z05=w05"2*pi/lamda;

w0=wO05;
z0=z05;

%% Optik cimbiz parametreleri
N2 =1.35; %ortam kirilma indisi

N1 =1.39; %hiicre kirilma indisi

m = N1/N2; %bagil kirilma indisi

syms X y z% w0 z0 P

Psize(1) =0.5e-6 ; %hiicre boyutu

%% kuvvet hesaplamalar1
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i=1;
PS= Psize(i);
p = PS/2;

=(P*2/(pi*w0"2))/(1+(2%(z/(2%20)))"2)*exp(-
(2%((x/WOY 2+(y/wWOY 2))(1H2*(2/(2520)))*2)):

Gl=gradient(I);

Fscat=[0,0 ,17*(8/3)*(N2*pi*k"4*rp~6/c)*((m"2-1)/(m"2+2))*2*1 ; %%from
Radiation force on a dielectic sphere in the rayleigh scattering regime

Fgrad= (2*pi*N2*rp”3/c)*((m"2-1)/(m"2+2))*GI;
yp=0;

xp=0;

%zp=0.86¢-6;

for zp=-3*z0:5e-9:3*z0

FS=subs(Fscat, {x, y, z}, {xp, yp, (zp)}); %% partiikiil bulundugu konumdaki
intensity

FG=subs(Fgrad, {x, y, z}, {Xp, yp, (zp)});
subplot(1,2,1);plot((zp),FG(3),'b.");title('F grad'); hold on;

subplot(1,2,2);plot((zp),FS(3),'r.");title('F scat'); hold on;

end
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