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OZET

IKI FOTON UYARTIM TEMELL i MIiKROSKOPIK
HUCRE GORUNTULER INDEN UC BOYUTLU YAPININ
MODELLENMES i

BAL, Ufuk

Doktora Tezi, Elektrik-Elektronik Mihendigli Bolimu
Tez Dangmani: Dog.Dr. Mehmet ENIBI
Subat 2012, 76 sayfa

Bu tez kapsaminda; konfokal floresans ve iki fotéfloresans
mikroskopi yontemleri kullanilarak floresans proler ile isaretlenmg
kanser hucreleri incelengtir. Bag dokusu taklitleri de konfokal yansima ve
ikinci harmonik tretimi mikroskopi yontemleri il@éelenmgtir. Yontemler,
bag dokusu taklitlerinin optik nifuz derigi ve kontrasti, floresans
proteinlerinin fotobeyazlatma dayanikiili ve nitfuz derinii acisindan
karstlastiriimistir.

Son olarakta hicre gorunttleri, goruntgleme yontemleri ile
iyilestiriimis ve Uc¢ boyutlusekilde gericatiimgtir. Dalgacik DOnglimu
tabanh birters evrgim yontemi ve referans gorintiniin bilinmgdiurumlar
icin gorunti  kalitesi OlcUtl  Onerilgtir.  Sonuclarimiz, onergimiz
yontemlerin  floresans  mikroskopi gérUntllerine  uggabilecgini
gostermgtir.

Anahtar sozcikler: Konfokal Mikroskopisi;iki Foton Mikroskopisi;
Bag Dokusu Taklitleri; Kor Ters Evgim; Gorunti Kalitesi Olguti; Dalgacik
Dontsumda.






Vil

ABSTRACT

3D MODELLING OF TWO PHOTON EXCITATION BASED
MICROSCOPIC CELL IMAGES

BAL, Ufuk

PHD in Electrical and Electronics Eng.
Supervisor: Associate Prof. Dr. Mehmet ENG
February, 76 pages

Within the scope of this dissertation; fluorescemoteins labeled
cancer cells were investigated using Confocal Escence and Two Photon
Fluorescence microscopy methods. Also Extracelliatrix mimics were
investigated using Confocal Reflection and Secomanm®nic Genaration
microscopy methods. Methods were compared withrdegia penetration
depth and contrast of ECM mimics, photobleaching) @enetration depth of
fluorescent proteins.

Finally, cell images were enhanced using imageqssiag techniques
and reconstructed three dimensionally. A Wavelean$form based
deconvolution method and a non-reference imageitgualetric were
proposed. Our results show that our methods arkcapfe to fluorescence
microscopy images.

Keywords: Confocal Microscopy; Two Photon Microscopy, ECM
Mimics; Blind Deconvolution; Image Quality Metricg/avelet Transform.
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1. GIRIS

Biyofotonik, biyolojik maddelerin gérintilenmesigdanmasi ve denetimi
icin 1s1gin  Oretilmesi  ve kullaniimasi  bilimidir.  Optik  y&emlerle
biyogoruntileme, biyofotogin en temel dayargadir. Optik biyogérintileme,
hiicrelerin ve dokularin gérintilenmesi icin biyomkad aragtirmalarda yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir. Biyomedikal gorintilemedeptik gorunttleme
yontemleri, goruntilenen hiicre veya dokuya az zaeamesi ve daha derin
goruntilemeye izin vermesi gibi getirileri nedemriyercih edilmektedir (Prasad,
2003).

Canli hicrelerin optik yontemlerle gorintilenebigingin hicrelerin icinde
hiicresel aktiviteleri gerceldtirebilecesi dogal bir ortama ihtiyac vardir. Ba
dokusu (ECM, extracellular matrix) taklitleri (Kajen I, Agarose, Fibrin gibi),
hiicre ve hicre kiumelerinin yayllmasi ve gocuni lememizi sglayan (¢
boyutlu daal bir ortam sunar. Orgén icine fibrosarcoma (fibroblastlardan
tireyen habis timor) ve aker kanser hicresi ekilen Kollajen | hidrojellern(e
yaygin kullanilan bg dokusu taklitlerinden birisi), kanser hicreleri ¢§o
suresince, proteoliz (protein sindirirgiami) ve adhezyon (birene) ile iligkili
hiicre yapilarini incelemek icin kullaniimaktadir ¢V & Friedl, 2009). Y&
dokusundan elde edilen mikrodamarlarin filizZlenmsegéreci, mikrodamarlarin
Kollajen | icerisine ekilip, birka¢ giun boyunca iitke edilmesi yoluyla
incelenmgtir (Hoying, et al., 1996). Beyin tumora hicrelenrgécl, hicrelerin
Fibrin icerisine ekilmesi ile incelengtir (Hayen, et al.,, 1999). Bka bir
calismada da sinir hicrelerinin blylmesi, hicrelerin dga icerisine ekilmesi
ile incelenmgtir (Cao, et al., 2009).

Batin bu cakmalar, zaman serisi goruntilemesi ve uzun doneiiitiile
imkan veren oOrselemesiz gorintileme yontemlerinrekgair. Hlcre gocu
sirasinda meydana gelen hicre c¢ikintissuwstw, hiicre yagmasi gibi gamalari
algilayabilmek icin mikron veya daha kicuk diuzegdetnurlige ihtiyac vardir.
Lazer tarama mikroskopi yontemi, incelenen @masik altinda kalma suresini
optimize etmesi sayesinde minimum derecede fotoagaly bozulma ve hicre
tahribati icin ideal bir yakkamdir. Lazer tarama mikroskobu, numuneyi seri
bicimde, nokta nokta aydinlataca&kilde tasarlanmtir. Odaklanmy lazer i8I,
tum numuneyi X-Y ekseni boyunca tarar. Bu sayedejigfileme boyunca tim
numunenin yiksek uyartimsigina maruz kalmasi engellenmblur. Bu da
floresans proteinlerin, floroforlarin optik goruigine siresincesima yapma



Ozelligini yitirmesi anlamina gelen fotobeyazlamaya (pbtgaching) grama
derecesinin azalmasina neden olur (Prasad, 20@8jfoKal yansima (Confocal
Reflection, CR) mikroskopi yontemi, ortamdaki kmd indisi farkindan
kaynaklanan sacilma sayesinde mikron ve daha kigakuttaki yapilari
ayirtedebilir ve fibriler yapilarda iyi bir kontrasglar (Friedl, 2004). Benzer
sekilde fibriler kollajenin tekrarlayan yapisi ikindarmonik Uretimi (second
harmonic generation, SHG) olarak bilinen frekaridegneli salinima neden olur.
Bu olay ¢ok dgik uzunlukta ve yeterli glicte lazer darbeleri églanabilir. Ug
boyutlu kultirlerde ygayan hicreleri belirlemek icin endojenik flores&nsatrasti
histokimyasal  garetlemeye (boyama) tercih edilmektedir. Hem
NADH(Nikotinamid Adenin Dinukleotid+Hidrojen) ve dvinler gibi enzimatik
kofaktorlerin  (enzimlerin aktiflgirici kismi) hicresel otofloresansi (i¢sel
floresans) hem de genetik olarak dizenlgnffuresans proteinlerin yayinimi,
hiicre gbcl ve gmlmasi calmalarinda cok yaygin bicimde godzlenmektedir
(Bjorkoy, et al., 2005; Condeelis & Segall, 200&djantonakis & Papaioannou,
2004; Heikal, et al., 2000; Kim, et al., 2009; Véual., 2005).

Optik yontemlerle goérintilemede, hiicresel aktieitel algilanmasi, g
kez floresans yapan proteinlerin hedef molekileurtotasi yani garetleme
sayesinde mumkin olabilmektedir. Hicre hatlarini gekirdegini ayri ayri
isaretlemek icin cift renklisaretleme gereklidir. GFP (Green Fluorescent Prptein
Yesil Floresans Protein) ile membran tipi matriks pdagici enzimlerin
(Metalloproteinazlar: MT1-MMP) aga cikmasinin artmasi gibi hicresel
aktiviteler algilanirken (Cao, 2005), hicre hatlda baka bir floresans yapan
proteinle algilanabilir. Yaptimiz calsmada da incelengi tzere, cift renkli
isaretleme icin secimlerden birisi DsRed2 (DiscosemaRed Fluorescent Protein
variant 2, Kirmizi Floresans Protein tirl) ve e@FR# olabilmektedir.

Optik goruntileme yontemlerinden klasik gemilan mikroskopide, kalin
dokularin goéruntilenmesinde gorintl, odak ici biéigken gelen net gorunti
ayrintilari ile odak @i dizlemden gelen bulanik goruntilerin toplageklinde
olusur. Bu da elde edilen goruntinun uhi disirtr. Konfokal mikroskop,
goruntiyd olgturan siIgin  dizleminde konfokal bir aciklik (pinhole gibi)
kullanarak odak di etkiyi engellemek suretiyle bu olumsugluaar. iki foton
mikroskopi yonteminde ise oldukca iyi odaklagrayartim gig1 kullanildigindan,
odak dgi bolgenin uyartim ihtimali oldukca diiktur. iki foton uyartimin bu
Ozelligi sayesinde konfokal acikl ihtiya¢c olmadan da odaksdfloresans dnemli
Olcide engellenir (Prasad, 2003).



Konfokal ve iki foton floresans mikroskopisi ileoflesans yapan proteinlerle
isaretlenmg hiicreler goruntilenebiliriki foton mikroskopisi kullanilarak, yé
floresans yapan proteinin uyartimi iyi belirlestii GFP’nin en geni iki foton
kesit alani, farkl trleri icinde benzer olmak t&e920nm civarindadir(Blab, et
al., 2001). Onceki caimalar, GFP’nin, hem konfokal hem de iki foton uyart
icin fotobeyazlamaya goreceli olarak dayanikh @laou gosterngtir(Patterson,
et al.,, 2001; Tsien, 1998). DsRed2 icin en etkin fikon uyartimi 1120nm
civarinda olur (Andresen, et al., 2009; Drobizhetval., 2009). Ancak 800nm’nin
altinda da mudmktn olabilgi incelememizde bulunmtur. Ayrica 1120nm’de
uyartim, TiSaph lazerle tek gaa muimkin olmagh icin, optik parametrik
osilatér (Optical Parametric Oscillator, OPO) iidikte kullanimi gerektirir. Hem
GFP hem de RFP, Argon lon lazer (488nm) ve Argogpkon lazer (568nm)
kullanilarak, konfokal mikroskopi yontemi ile etkibir bicimde uyartilabilir.
Konfokal lazer tarama mikroskopu, floresans prdezingdrintilemek igin,
genellikle iki foton sisteminden daha az maliyetlid

Bag dokusu taklitleri icine ekili, floresans yapan fmiolerle saretlenmg
hicreleri goruntulerken, uygun gorintileme yontemaecimini belirleyen ctli
etmenler vardir. Ba dokusu taklitlerinin goruntilenmesinde, kicuk capl
fiberlerin g6zlenebilmesine ihtiyac vardideal olarak secilnibagz dokusunda,
gucli bir sacllma ve gorma olamayagandan birka¢c yiz mikrometre
goruntileme deringine ulgilabilir. Bag dokusunun bazi bigenleri (kollajen ve
elastin gibi) otofloresans yaparlar. Konfokal yamai mikroskopisi, yiksek
cozunurlik ve iyi bir kontrast gemmasi nedeniyle, fibrilli yapilarin
goruntilenmesinde yaygin olarak kullanilan bir windir (Friedl, 2004,
Hartmann, et al., 2006). SHG, fibriler kollajenirgitulerken cok iyi bir kontrast
ve yuksek c¢oziunurfiiin yanisira derine nifuza da imkarglaa (Friedl, 2004;
Mohler, et al., 2003).

Konfokal ve iki foton floresans mikroskopi yontemjecanh hicrelerin ¢
boyutlu analizini mumkin kilmaktadir. Sayisal gdtiinisleme yontemleri
sayesinde elde edilen U¢ boyutlu goruntilerdenlikasd bilgi elde edilebilir.
Ancak konfokal ve iki foton mikroskopi ya da daha genfdeyle floresans
goruntulerde kaliteyi sinirlandiran iki etken vardunlardan birincisi mikroskop
optiginden (PSF, point spread function, nokt&itlen fonksiyonu ile modellenen),
ikincisi gurultiden (foton wvuru gurdltist, okuma rgidisu, 1sil gardltd)
kaynaklanmaktadir. Fotodedektérde (PMT,photo miidtiptube, foto-coklayici
tup), foton yaymniminin rasgele gisindan kaynaklanan foton vuru gurdlttsia



(photon shot noise) temel gurdltd kagrhr ve Poisson Sireci olarak
modellenebilir (Wu, et al., 2008). Ek olarak isilrgltt, okuma gurtltist gibi
sinyalden bgimsiz gurultt etkileri de vardir (Delpretti, et,a2008). Sinyalden
bagimsiz gurdltinin toplam etkisi normal glamli farzedilebilir. Ancak
goruntileme donanimindaki son geileler, gordltinin sadece foton vuru
gurultist olarak alinip ger etkilerin ihmal edilmesine olanak giamaktadir
(Wu, et al., 2008).

Floresans goruntilerde kaliteyi sinirlandiran  elieém  (stesinden
gelebilmek icin, DsRed2 ve eGFP ilsaietlenm§ htcrelerin kaydedilen
goruntulerinde, guraltt atma (denoising) ve tersrisem (deconvolution)
yapilmstir. Arastirmacilar bulanikigi gidermek icin cgtli ters evrkim
algoritmalari 6nermglerdir. Literatirde dgrusal, d@rusal olmayan, kér (PSF
bilinmeyen durum), kér olmayan, yinelemeli ve yigrleli olmayan algoritmalar
vardir.

Dogrusal yontemlere; Ters filtre, Wiener filtre ornekarak verilebilir.
Dogrusal yontemler, en basit yontemlerdir ve yinelen@madiklarindan
oldukca hizlidirlar. Ortalama gurdltt icin kullaidirlar. Dogrusal yéntemlerin
bir GstinlEl de Fourier Dorgiima ile etkili bir bicimde uygulanabilmeleridir.
Ancak PSF’'deki hatalara karcok duyarlidirlar (Sarder & Nehorai, 2006). Bunun
yanisira 0zellikle kenarlara yakin yerlerde ve &uillan sinir kgullari nedeni ile
gorunta sinir boélgelerinde, golge benzeri hatategden olurlar (Elhayek, 2010).
Dogrusal yontemlerin bu eksikliklerinden dolayi, ddhala gorinti iyilgtirmesi

icin dogrusal olmayan yontemlere ihtiya¢ vardir.

Dogrusal olmayan yontemlere yinelemeli sinirlagpniikhonov yontemi
(ICTM) ornek olarak verilebilir. Dgrusal yontemlerin eksikliklerini gidermek
icin c¢ssitli sinirlamalar (negatif olmama gibi) getirir. Aak yinelemeli
olduklarindan glem hacimleri daha fazladir. Bausal olmayan yontemlerin bir
goturasu de, istatistiksel yontemler gibi bir gtiiiidzaltma 6nlemi olmamasidir.

Istatistiksel yontemler, ters eyirn sorununu, girilti barindiran kaydedilen
goruntaden bilinmeyen net géruntiiniin tahmini olagék alirlar. Bu baki acisi
Kestirim Teorisinden (Estimation Theory) iyi bilingpek cok yontemi kullanma
imkani verir. Bunlardan en yaygin olanlari, En BkiyOQlabilirlik Kestirimi
(Maximum Likelihood Estimation) ve Bayes Kestirihii (Shah, 2006). Bu
yontemler gurdltinin fazla olgu durumlarda dier yontemlere goére daha etkin



¢6zim sunarlar. Ancak gousal ve dgrusal olmayan yéntemlere gokgeim yuku
oldukca fazladir.

Yukarida bahsi gecen yontemlerin hepsi PSF’in téana& bilindigi (ya da
modellendgi) durumlar icin gektirilmistir. Ancak gercek gorintilemede PSF'i
tam olarak bilmek zordur. Deneysel PSF 6lcumleri zeman guraltd barindirir.
Teorik PSF modellemeleri de mikroskop @ptin tim parametrelerini
belirleyemez. Kor ters ewim yontemleri hem mikroskobun PSFi hem de
goruntd icin ayni anda tahminde bulunur. Richardsocy (RL) tabanl
yinelemeli kor ters evgim yontemi 6rnek olarak verilebilir (Sarder & Nehaor
2006). RL algoritmasi gurdltiye cok duyarlidir. foa yinelemeli bir yontem
oldugundan fazlasiem suresi gerektirir.

Calsmamiz kapsaminda ele alinan; optik yontemlerle m@itémede
kullanilan mikroskopi yontemi, ka dokusu taklitlerinin 6zellikleri, gorunti
¢c6zunarligh ve floresans proteinlerin 6zellikleri @&kl bir gorintileme igin
onemli parametrelerdir. Agairmada, secilen konfokal ve iki foton mikroskopi
yontemi ile hticrelerin géruntilenmesinda@adaki hususlar 6nem arzetmektedir.

a. Konfokal ve iki foton mikroskopi yontemlerinin birterine goére getiri ve
gotardlerinin bilinmesi.

b. Bag dokusu taklitlerinin ndfuz derirdi, gorunti zitlgi(contrast) ve
otofloresans 6zelliklerinin bilinmesi.

c. Floresans yapan proteinlerin, fotobeyazlama dayérgikin bilinmesi.

d. Mikroskop optginden kaynaklanan, hicre gorintileri Gzerindeki uooz
etkilerin modellenmesi. Goruntisleme yontemleri ile gortntd zignin
arttinlmasi, c¢o6zunurgiinin arttinlmasi ve daha yuksekaiet guralti
oranlarinin elde edilmesi.

e. Uygulanan goérintl sieme yontemlerinin deerlendiriimesinde, referans
goruntalerin - bilinmedii durumlar icin goérintd kalitesi 6lcutlerinin
gelistiriimesi.

Yaptigimiz calsma ile yukaridaki maddelere cevap aragtmi Hicrelerin
Uc boyutlu kultirde en uygugekilde gorintilenebilmesi icin onlara ¢ boyutlu



ortami s@layan bg dokusu taklitlerinin secimi 6énemlidir. Bu nederfgarose,
kollajen-1 , fibrin, gelatin, puramatrix ve matriggibi bag dokusu taklitleri
incelenmgtir. Calisilan floresans proteinlerden DsRed2 ile ilgili ta#&irde
calismalar az olup 06zellikle belli dalgaboylarinda galaya rastlanmarstir.
Ayrica TiSaph ve OPO ile kizil 6tesi (infra red)lgiboylarinda uyartim pahali
bir islemdir. Ozellikle kizil 6tesi dalgaboylarinda ineeén floresans proteinleri
acisindan konfokal ve iki foton mikroskopisinin interine gére Ustiin olan ve
olmayan yonlerini bilmek 6nemlidir. Bu nedenle kizitesi dalgaboylarinda
konfokal mikroskobun iki foton mikroskopa alterdatolup-olamayacgni
degerlendirmek icin iki yontem birbiriyle kadastiriimistir. Bu durum sistem
maliyeti acisindan olduk¢ca 6nemlidir. g@r 6nemli nokta da kullangimiz
konfokal mikroskobun gier konfokal mikroskoplardan farkl olarak ayni anda
yansima ve floresans 6lcimu yapabilmesidir. Teainlgigi tarine kadar bu tezin
kapsamindaki caimalar Ulkemizde iki foton mikroskopu bulunmgohdan bu
alandaki ilk deneysel agarmalardir.

Ayrica calsmamizda, Fourier D6guma tabanli, kér, yinelemeli olmayan
bir ters evgim yontemi olan SeDDaRa (Self Deconvolving Data destruction)
Oz-Ters Eviimli Veri Gericatmasi yonteminin (Caron, et al.,02) Dalgacik
DOnGsUmU tabanli olarak ggstirilmesi onerilmitir. Ayrik Dalgacik DOngimu
ve Dalgacik Paket Dogumu, farkli ana dalgacik tipleri icin gigtirilmis
SeDDaRa algoritmasinda kullanikir.  Kullandigimiz  yontemler hicre
goruntulerinden 6nce, bilinen temiz gorintiler irme test edilmitir. Referans
goruntandn  bilinmeg@i  durumlarda goranti  kalitesini  (zithk — arttirimi)
degerlendirebilmek icin dalgacik entropisi tabanli parametre (De & Sil, 2010;
Gabarda, et al., 2007) oneriktii. Bu amacla, entropi goruntisinin standart
sapmasl! kullaniligtir. Goérunt kalitesi, RMSE (Root Mean Square Error
Ortalama Karesel Hatanin Karekoki), AQI(Anisotrofality index, yone
bagimli kalite indisi) (Gabarda & Cristobal, 2007) dalgacik entropisi tabanli
onerdgimiz bir parametre ile dgrlendirilmistir. Son olarak temizlenmive
bulaniklgi giderilmis gorintilerden 3 boyutlu model elde editmi

Ozetle cayma kapsaminda; konfokal floresans (Confocal Flumese, CF)
ve iki foton floresans mikroskopi yontemleri kulllrak floresans proteinler ile
isaretlenmg kanser hticreleri incelengtir. Bag dokusu taklitlerinde ise kontrastin
kayna olarak, konfokal geri sacilma (backscatteringHjGS ve otofloresans
incelenmgtir. Yaygin sekilde kullanilan ve ticari olarak bulunabilengbdokusu
taklitleri secilmitir. inceleme icin konfokal yansima, SHG ve iki fotorrd®ans



mikroskopi yontemleri kullanilmgtir. ' Yéntemler, bg dokusu taklitlerinin nifuz
derinligi ve kontrasti, floresans proteinlerinin fotobeyamb dayanikhfi,
kollajen icerisindeki hicrelerin ne kadar derine rigitlenebildgi gibi
parametreler acisindan keastiriimistir.

Son olarak hicre goruntileri, gorangleme yontemleri ile iyilgtirilmis ve
Uc boyutlu sekilde gericatilmgtir. Gorintl kalitesi 6lcutli ve ters eym icin
yontemler oOnerilmitir. Dalgacik Dongimia tabanli olarak ggstirdigimiz
SeDDara yontemi floresans mikroskop goruntileriygulanmstir.



2. MALZEME VE YONTEM

Malzeme bahigi; kullanilan mikroskoplari, incelegimiz bas dokusu
taklitlerini, hicreleri ve bunlarin hazirlanmalarkapsamaktadir. Yontem $eg|
ise; goruntileme, gérintgleme ve bunlarin derlendirmesi ile ilgili kullanilan
yontemleri kapsamaktadir.

2.1 Malzeme

2.1.1 Mikroskopi

Optik Goruntileme

Biyomedikal goruntilemede optik gorintileme yontnml gorintilenen
hiicre veya dokuya az zarar vermesi, daha derimgjidgimeye izin vermesi gibi
getirileri nedeniyle tercih edilmektedir. Caha kapsaminda kullanilan optik
goruntileme yontemleri ve ilgili kavramlargagida deinilmistir (Prasad, 2003).

Floresans Mikroskopi Yontemi

Floresans mikroskopi yontemi, biyomedikal gorintidele oOnemli
yontemlerden birisidir. Floresans yayinimi, uyartsnginin dalgaboyuna gadir.
Tek foton s@urma icin uyartim enerjisi, yayinim enerjisindel&alir (uyartim
Isiginin dalgaboyu, yayiningiginin dalgaboyundan daha gdiktir). Floresansin
onemli bir getirisi, d§iik konsantrasyonlu durumlarda bile uzaysalilda ayirt
etmemize imkan verecek ylksek biraret-guriltt orani gamasidir.
Floresanstan faydalanmak icin, 6z floresans (oteflans) kullanilabilir ya da
hiicre uygun bir floresans yapan proteinjarétlenebilir. Floresans mikroskobu,
hiicre ve dokulardaki floresans yapan proteinleriiygnsekilde algilamak icin
uygun bir mikroskoptur (Prasad, 2003).

Tarama Mikroskopi Yontemi

Floresans goruntilerde temel problemlerden birismanenin odak ¢
bdlgelerinin parlama olarak goérulmesidir. Bu duruigaret-garaltd  oranini
oldukca azaltmaktadir. Bununla beraber, goruntildragunca tim numuneyi
aydinlatan uyartim si1g1 siddeti yuksektir, bu da floresans proteinlerin



fotobeyazlamaya gramasina neden olur. Her iki problemin ¢ézimindena
mikroskobunun kullaniimasi mamkudnddr.

Optik tarama mikroskopu, numuneyi seri bicimde aokokta aydinlatacak
sekilde tasarlanngtir. Odaklanmy lazer 181, tim numuneyi X-Y ekseni boyunca
tarar. Goruntd, sigin fotocoklayici tuplerde algilanmasi sayesindestalulur.
Goruntd ¢cozunurlgl lazer g1ginin benek bayukigi ile sinirlidir (Prasad, 2003).

Konfokal (Es Odakli) Mikroskopi Ydntemi

Klasik geng alan mikroskoplarda, kalin dokularin gorintilenmes
goruntd, odak ici bolgelerden gelen net goruntiirdyari ile odak dy diizlemden
gelen bulanik goruntilerin toplarseklinde olgur. Bu da elde edilen gorintinin
zithgini disarar. Konfokal mikroskop, goéruntiyd clwran sigin dizleminde
konfokal bir aciklik (pinhole gibi) kullanarak odalksi etkiyi engellemek suretiyle
bu problemi gar.

Konfokal mikroskopta, noktasakik kaynal objektif aracilgiyla érnek
Uzerinde odaklanir. Gorunti benede ayni lens Uzerinden konfokal aciklik
(pinhole) ve dedektor Gzerine odaklanir. Pinholiigtiniin odak ici kismindan
gelen gi1gin yakinsadii noktanin bulundgu dizleme yerlgirilir. Konfokal
mikroskobun cabma prensibi Sekil 2.1’de gosterilmitir. Sekilde, Ornekten
yansiyan odak g 1s1gin, konfokal aciklik (pinhole) kullanimi ile en¢ghimesi
gorulmektedir.

Konfokal aciklgin kullaniimasi, odak ¢l 1sig1 engellemek suretiyle
gorunta zitlgini arttinir. Ancak konfokal agiklik floresans satyseviyesini de
azalttgindan, daha fazla uyartimig kullanilmasina neden olabilir. Bu da daha
fazla fotobeyazlamaya yol acar. ger bir problem de, tek foton konfokal
mikroskopi yonteminde kullanilansigin dalgaboyundan kaynaklanmaktadir.
Morétesi veya mavi stk boélgesindeki dalgaboylarindasik dokuda oldukca
zayiflamaya gramaktadir. Bu durum derine gmi engellemektediriki foton
mikroskopi yontemi ile bu problemlerin bazilarinistesinden gelinebilir (Prasad,
2003).
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Sekil 2.1(Prasad, 2003) Konfokal mikroskop gada prensibi.
Coklu-Foton Mikroskopi Ydntemi

Coklu-foton mikroskopi (multi-photon microscopy) ni@minde, floroforlar
(isima yapan madde) cok fotonlu ggmma ile uyarilir. Cok-fotonlu floresans
mikroskopisinde, hem iki hem de Uc¢ fotonggomadan kaynaklanan floresansin
kullanimi ile gorintileme yapilgtir. Ancak ¢ foton sgurmada oldukca yiksek
guc kullanimi gerekginden, biyo-goruntilemede iki-foton mikroskopi ditkir
yontem olarak ortaya cikigtir. iki foton tarama mikroskopi yonteminde, uyartim
icin, kirmizi ve vyakin kizilétesi dalgaboyu apgahda, cok kisa sureli
(femtosaniye) darbeler Ureten lazer kullanilir. Bgartimin sonucunda goérinur
dalgaboyu araginda yayinim ortaya cikar.
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hv,

hv, hvg

So

Sekil 2.2 iki foton s@urma ve yayinim (Prasad, 2003gkilde h,v, ve ve s
sembolleri sirasiyla planck sabiti, ggmma frekansi, yayinim frekansi ve eneriji
seviyesini temsil etmektedir.

iki foton uyartimda, istenilen dalgaboyu agatda sima olabilmesi igin, iki
fotonun ayni anda gorulmasi gerekir§ekil 2.2). Ayni anda iki foton gmrma
olasilgl ani ik siddetinin karesiyle orantilidir. Bu da c¢aglddetli lazer darbesi
gerektirir. Cok kisa sureli darbeli lazer kullandsn tercih edilir. Bu sayede
ortalama guc¢ ¢ok az seviyede tutulur ve hiicreleamar gérme derecesi azaltigmi
olur. En yaygin secimlerden birisi, 100 femtosargiarinda darbe treten ve 50
kW mertebesinde tepe gig ureten Titanyum Safirtaze

iki foton mikroskopi yonteminde oldukca iyi odaklagmuyartim gigi
kullanildigindan, odak @i bolgenin uyartim intimali oldukca giiktir. Iki foton
uyartimin bu 6zelfi sayesinde konfokal agilgia ihtiya¢ olmadan da odaksdi
floresans Onemli Olclide engellenir. Ayrica sadeckako noktasi bdlgesinin
uyartimi, odak di fotobeyazlamayi da oldukca dik seviyeye indirir. Tek foton
uyartima gore, iki foton uyartimin bir @r getirisi de nufuz derirdin fazla
olmasidir. Daha uzun dalgaboylaringdek idaha az sagiimayagradigindan, $ik
daha derine nufuz eder. Ancak iki foton mikroskgginteminin tek foton
mikroskopi yontemine go6re goturist de vardir. Bu, dallanilan $igin
dalgaboyundan dolayi, iki foton yonteminin daha edzunurlige imkan
vermesidir.

ikinci Harmonik Mikroskopi Yontemi

Bu yaklgimda, gorintd zitginin kayn& olarak, dgrusal olmayan optik
bir stire¢ olan ikinci harmonik tretimi kullanilikinci harmonik tretimi “simetri
merkezi olmayan” (non-centrosymmetric) ortamda sotu ikinci harmonik
Uretiminde, uyartimsiginin iki kati frekansta (ya da yari dalgaboyundayigim
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Is1g1 olusur (Sekil 2.3). iki-foton siirecinde oldgu gibi, ikinci harmonik Uretimi
de kik siddetinin karesi ile orantilidir.

i
hv

R S 2hv

hv

g

Sekil 2.31kinci harmonik Uretimi enerji seviyesi gosterimirgBad, 2003)Sekilde
h planck sabitinip frekansi, g ve i ise enerji seviyelerini temsihektedir.

ikinci harmonik Uretimi, ger uyartim 181 sggurma bandi ginda segilirse,
soggurma sirecini icermeginden fotobeyazlamaya neden olmaz. Ayrigana
yapma Ozellii olmayan ornekler ve dokularda da, ikinci harmorniketimi
mikroskopi yontemi kullanilabilir.

iki foton yontemine goére en buyik goturisii sadeceesik olmayan
ortamlarda Uretilebilmesidir.

Fotobeyazlama

Fotobeyazlama, floroforlarin optik goéruntileme simee gima yapma
Ozelligini  yitirmesi, solmasi anlamina gelir. Fotobeyazéemm nedeni,
fotokimyasal tepkime sonucu molekulleringsoma-yayinim déngisuntnscha
ctkmasidir. Kisa sireler igin fotobeyazlamaninitergevrilemez bir stre¢ olgu
kabul edilebilir (Pawley, 2006). Bu kabul, 6zelkklaydilatilan alan gindaki
floroforlarin, fotobeyazlamaya guamg alana diftizyonu ilkesine dayanan
yontemler icin Orarttir.

Deneysel cajmalarda elde edilen fotobeyazlamarikeri ikili Ustel
ifadelerle temsil edilebilir (Gavrilyuk, et al., @@). Bunun nedeni fotobeyazlama
oraninin uyartimsigina b&li olmasi ve uyartimsiginin uzaysal daliminin
homojen olmamasidirsik darbesinin uzaysal gdiminin homojen olmamasinin
ise iki nedeni vardir. Birincisisigin sgurma nedeni ile zayiflamasi, ikincisi ise
Isik darbesinin Gauss gdéiml olmasidir. Aydinlatilan bolge,sigin homojen
olmayan bu dalimi nedeni ile yaklgik olarak iki kisma ayrilabilir §ekil 2.4).
Sekilde koyu renkte gosterilen birinci kisim, yiksgk siddetine maruz kalan
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dolayisiyla yiksek fotobeyazlama oraninagdi)/sahip odak bélgesi, acik renkte
gosterilen ikinci kisim ise daha agki siddetine maruz kalan dolayisiyla daha az
fotobeyazlama oranina (k4) sahip d¢ bolgedir g1<tg2).

| .‘: .

I{rj

Sekil 2.4 kik darbesinin homojen
olmayan dagilimi (Gavrilyuk, et al.,
2007) .

B2

Kullanilan Mikroskop

DsRed2 ve ECM taklitlerinin olcimleri, tek demetintravital (canl
dokulari yiksek c¢ozundrlikte goruntilemeye yarabhanmikroskopi tur) bir
mikroskopla  (TrimScope, LaVision BioTec, Bielefeld, Germany)
gerceklatirilmi stir. Mikroskobun yapis$ekil 2.5a ve b’de gortlmektedir.
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Sekil 2.5aiki foton biriminin yapisi.

Mikroskop, ayni anda iki foton ve SHG goéruntulenmreganisira konfokal
goruntilemeyi de mumkun kilan, konfokal birimigiekil 2.5b) barindirmaktadir.
Iki foton suregleri, tclu algilayic8€kil 2.5a, PMT 3,4,5) aracgiyla kaydedilir.
Bu slreclerde, uyartinsigl ile yayinim g1 ayni yolu takip etmezler (non-
descanning). Konfokal floresans ve yansima gorém@ki, yeil spektrumda
uyartim ve kirmizi spektrumda algilama yapilabikegekilde §ekil 2.5b, PMT
10) gerceklgtirilmistir. Bu calsmada, DsRed2 floresans ve ECM taklitlerinin
konfokal yansima o6lcuimleri, konfokal birimgékil 2.5b) ile gercekigirilirken,
DsRed2, eGFP floresans ve ECM taklitlerinin SHGUGeri iki foton birimi
(Sekil 2.5a) tarafindan gercekteilmi stir.

Konfokal birimi, ArKr lazerden (643-PERYB-A01, Mek Griot) gelen
dogrusal kutuplu gig1 (568nm) kullanir. Lazerigl konfokal birimine fiber optik
bir kablo ile b&l olup, Unite icinde stk paralel hale getirilir. Daha sonrsik,
PBS ( Polarizing Beam Splitter cube, kutuplayicmde boélict) ve dgrusal
kutuplu si1g1 dairesel hale getiren QWP’den (Quarter Wave Plgggrek dalga
plaka) gecer. Ornekten yansiyargin kutuplanma yoni ters doner ve QWP’den
gecip, PBS’den yansiyip algilama moduliinemleBu yaklgim, diger konfokal
mikroskop tasarimi (6r@n Sekil 2.1) yaklaimlarindan farkli olarak, ayni anda
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yansima ve floresans Olcimune izin verir. Deneylerile, floresansi algilamak
icin gerekli sk siddetine ulailldiginda, yansimayi algilayan dedektériin doyuma
ulasmamasi icin, dedektdriin dnune kg zayiflatacak filtre (Absorbtive Neutral
Density Filter, NE510B, Thorlabs) konulmasi gerejtmi

=

] -2 N{/{: s

PMT 9 [],0

Sekil 2.5b Konfokal Biriminin Yapisi

iki foton birimi, tarayici lniteye W olan TiSaph lazersik kaynaini
kullanir. Tarayici Unite, objektif lensin c¢s¢kiaralgina (exit pupil) dgen sik
demetinin ¢capinin ayarlanmasinglsgan uclu lens teleskopu, ornek tzerindeki
Isik darbesi genligini 120 femtosaniyede tutmayi @ayan sabit prizma tabanl
civilti duzenleyici (chirp compensator) ve saniyed®00’e kadar cizgi
taranmasina olanak @ayan x/y tarayicisindan ibarettir. Lazergl siddeti ise
elektro-optik modulator kullanilarak ayarlanir.

Deneyler i¢in kullanilan TrimScope mikroskobun séami, Molecular
Probes’ PS-Speck™ mikroskop nokta kaynak seti (BY22 agarose jel icine
ekili altin kdreler kullanilarak dgrlendirilmistir. Gortntilenen kireler, nokta
dagilim fonksiyonunun (point spread function) aksiyel yanal Yari Maksimum
Gucteki Tam Darbe Gegliginin (FWHM, Full Width Half Maximum)
Olculmesinde kullanilmgtir. Floresans kureler 0.175 + 0.00& ve altin kureler
yaklasik 30nm caplarindadir. Sistemin kirinim ile singtizinurliginidn teorik
deseri yaklgik 0.4 pm’dir (ro=0.61/NA, NA=0.9)(Born & Wolf, 1993).



16

Konfokal floresans gortintiileme konfiglirasyonu igarik yaricapsal ¢ozunurlik
0.29 mikrondufWHMr, = 0.61Auyartm/NA/Y/1 + B2, B = Auyarunfhaigiame=0.9,
NA = 0.9)(Mueller, 2005) Konfokal floresans sisteminin teorik yanal
¢OzUnurligh, sonsuz kuguk pinhole igin 1.38 mikrdfWHM, = 2nA,yartim/
NA?2//1+ B2) (Mueller, 2005), 20 mikron capl pinhole igin 8.3nikrondur
(FWHMZyiyikpinhoie=7-4n&/AIM?, n=1.33, a=10, M=20)(Kino, 1996).

Konfokal floresans konfigirasyon icin yanal c¢oziagin deneysel
degerleri bekledgimizden daha koéti c¢iktl. Bunun nedeni, kullggmohiz pinhole
capinin 20 mikron (ideal cap 10 mikron olmali) ohr. Sistemin blyutmesi 20
oldugundan 20 mikron capli pinhole’den gecemk idemeti, 6rnek Uzerinde 1
mikron capli $1k demeti olgturmaktadir. Bu captaki aciklik ise yagla2 Airy
birime kaslilik gelmektedir.

iki foton floresans icin deerler, benzer bir dizenek kullanan
calismadaki(Niesner, et al., 2007) ile benzer ¢cikmaktadi

Mikroskobun konfokal biriminin konfigtirasyonu eGlelgartimi icin uygun
olmadgindan, bu dlcimleri gercekfiirmek icin Zeiss Lazer Tarama Mikroskobu
(LSM 510, 40x NA:1.0 WI) kullanilngtir.

Floresans, band geciren bir filtre (500-550nm) iimkan toplannytir.
Argon ve NIR (Near Infra Red, Yakin Kizil6tesi) &ain Uzerinden gegcmesi igin
cift dalgaboylu demet bolict (HFT KP 700/488) kallenistir.

2.1.2 Bag dokusu taklitleri
2.1.2.1incelenen badokusu taklitleri

Agarose: Polisakkarit tabanli olan agarose, hicrelere kajésevi sglayan
gozenekli bir yapilya sahiptir (ortalama gozenek uboy konsantrasyon ve
agarose’un turine Bhdir, fakat tipik olarak 100’den 300nm’ye kadar@@riess,
et al., 1989)). Agarose, tek ¢maa hicre bganmasini kuvvetlendiremez. Bu bir
Olclide g boyutlu kilttr olarak kullaniimasini gem (Lin, et al., 2005). Yine de
Agarose, yaygin bir bicimde ekilme ortami (embeddimedium) olarak
kullanilmaktadir, Orngin, sinir mihendisfii calismalarinda t¢ boyutlu iskele
gorevi goérmektedir (Cao, et al., 2009).



17

Kollajen I: Pek cok dokunun Badokusunda bulunup, adezyon (yapa) ve
proteoliz (proteinlerin parcalanmasi) incelemelerinlanak sgar. Alt deri,
tendon ve kemiklerde bol bulungiundan genellikle bu yerlerden elde edilir. Bazi
uygulamalari, timaor hicresi yayllmasi, gocu veilfigelisimi olarak sayilabilir
(Leavesley, et al., 1993; Seppa, 1988).

Fibrin: Fibrinojenin trombinle etkilgnesinden olgur. Kollajene gore Ustingii,
hiicreler fibrini daha kolaysekillendirebilir ve kendi bga dokularyla yer
degistirebilir (Black, et al., 2009). Oldukca esnek, yugak bir yapida olmasi ve
yikilmasinin aprotinin (protein yikimini engelliyorile kontrol edilebilir
olmasindan, fibrin 6nemli bir lgadokusu bilgenidir. Kanamanin durdurulmasi,
yara iyilsmesi ve kanser camalarinda kullanilir (Atala & Lanza, 2001,
Jockenhoevel, et al., 2001).

Gelatin: Kollajenin denattre bicimidir. Kollajenle kiyasknilir 6zelliklere
sahiptir ve ¢cok daha ucuzdur (Ratanavaraporn, 20&Rat kollajenden daha az
antijen 6zellgi vardir (Lien, et al., 2009). Gelatin kamli iskeleler, kikirdak gibi
doku muhendisfii uygulamalarinda kullaniimaktadir (Huang, et 2005).

Puramatrix [3DM]: Sentetik peptit tabanhdir ve gdi hiicre kiltiri deneylerinde
tanimlanmg ¢ boyutlu mikro cevre ofturmak icin gelgtirilmistir (Ma &
Elisseeff, 2005). Dgal olarak yeniden okiurulmus bag dokusu taklitlerinden
daha iyi hidrasyon ve besin diftizyonu 6zglWvardir. Puramatrix, kalici(kivamlr)
ve tanimli bir bg dokusu mikrocevresi ghr. Bazi uygulamalari, hicre
rejenerasyonu, hiicre terapisi ve ilagitian sistemini icerir.

Matrigel [BD Biosciences,California]: Dgal baz dokusunu daha iyi temsil etmek
icin, cesitli bag dokusu proteinlerinin kagimidir. %56 laminin, %31 kollajen 1V
ve %8 entaktin icerir. Matrigel, néronlar, damaiteeadotel hiicreleri ve karaigr
hicreleri gibi hicrelerde Bnma ve bgkalssimda etkilidir. Fakat agarose ve
kollajen I'den daha pahalidir.

2.1.2.2Incelenen badokusu taklitlerinin hazirlanmasi

Agarose, Kollajen 1, Fibrin, Gelatin, Matrigel veumMatrix jelleri,
mikroskop lami Uzerine No O cam oOrtilerek yapil@0x20x2 mm boyutlu
kutucuklarda hazirlanrgtir.
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Agarose, %2’lik PBS( phosphate buffered saline faiosamponlu tuz)
solisyonu yapildiktan sonra mikrodalgada eritilggn kutucgunda sgumaya
birakilarak hazirlanrgtir.

Kollajen | (BD Biosciences) 3mg/ml olacgkkilde: 4X kiltir ortamindan
250ul/ml, uygun hacimde kollajen I, son hacime leklenen su ve pH'ini
ayarlamak icin az hacimde 1M NaOH kullaniimak sytet olusturulmustur.
Kollajen, polimerize olmasi icin 20dk. boyunca 3R lam kutucguna
konulmustur.

Fibrin, 3mg/ml fibrinojenin (Sigma) 2U/ml trombin ogeltisi ile
karistirilmasi suretiyle hazirlangtir.

Gelatin, %5’lik PBS solisyonu yapilip, mikrodalgadaxitilip, lam
kutucysunda sgumaya birakilmak suretiyle hazirlarytm.

Matrigel, (BD Biosciences) 4°C’de eritilip lam keuguna yerlgtiriimis, 20
dk. boyunca 37°C’de polimegimeye birakilmytir.

Puramatrix (BD Biosciences), Uretici firmanin piatti takip edilmek
suretiyle hazirlanngtir. PuraMatrix 1:1 Olgginde su ile seyreltilngj lam
kutucysuna 50ml’lik damla konulmy ve PBS dikkatlice damlanin kenarina
eklenmitir. Lam, 37°C’lik inkUibator icerisine konulrpwe PuraMatrix pH’ini
dengeleyebilmek icin U¢ defa PBSgdgirilmi stir.

2.1.3 Cift renkli isaretlenmg hiicreler

MCF-7 meme kanseri hlcrelerine, histon etiketli GERyon proteini ve
RFP proteini beraber aktarilgtir. Hiicreler, FuGene-6 (Roche, aktarim ayiraci)
kullaniimak suretiyle aktariimive Zeocin ile Blasticidin (secici antibiyotikler)
kullanilarak secilmitir. RFP talyici, BamHI ve Notl sinirlama bdélgelerinde
pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen) icine klonlanan DsRé@bntech) kullaniimak
suretiyle yapilmgtir. NUkleer hedefli GFP, pBOS-H2BGFP siaci (BD
Pharmingen) ile elde edilgtir. Ug boyutlu kultiirlerin gorintilenmesinde, cift
renkli isaretlenmg hucreler yaklgtk 1-5 milyon hicre/ml konsantrasyonunda
kollajen jel icerisine konulmyiur.
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2.2Y0ntem

2.2.1 Bag dokusu taklitlerinin gorintilenmesi

ECM taklitleri, konfokal yansima (568nm) ve SHG Qnén) yontemleri
kullanilarak gorunttlenmgiir. Oto-floresansin temel olarak UV ile uyartimla
olusacal ve mavi dalgaboylarinda yayinim yapgcdarzedildginden, 780nm
dalgaboyu secilngtir. SHG'yi algilamak icin band geciren filtre FFR@F7/50
(Semrock) ve dikroik ayna Di01-R405-25x36 (Chromaidofloresans icin ise
band geciren filtre HQ450/100M-2p-25 (Chroma) vekrdik ayna 505dcxr
(Chroma ) kullantlmytir.

ECM taklitleri, 8Qum ve 40@m derinlik icin optimize edilmi iki farkli ayar
kullanilarak gorunttlenrgiir. Lazer bloke edilerek elde edilen arkaplan
goruntaleri, her bir matris jelin goruntisinden agiknistir. Sensor arkaplani
cikartilan ECM jel goruntuleri icin,sik siddetinin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplanmngiir. Gorunti siddeti degerleri, 6rnek Uzerine gén lazer
glcu dikkate alinarak duzeltilgtir. Bu dizeltmede,sik siddeti guc ilgkisinin,
konfokal icin d@rusal ve TPEF (Two Photon Excited Fluorescence fakon
uyartimli floresans) icin ikinci dereceden ofgudikkate alinmtir.

Elde edilen goruntu kalitesini gerlendirmek icin, ortalamalk siddeti ve
kalite faktori (bir gorintideki ortalamaik siddetinin en yiksek %10 ve en
disik %10'u arasindaki fark) @erleri hesaplanmgtir. Ayrica, ik siddeti ile
derinlik arasindaki ikki asagidaki Ustel bgintiya uydurulmstur:

1(2) = Iye™ 1)

Burada;u zayiflama katsayisi vederinligi ifade etmektedir (Jacques & Gareau,
2006). Zayiflama katsayisi, @rma c¢ok az oldgundan, esas olarak sacilma
katsayisini icermektedir. Ancak sacilma yonundenobgektif lensin nimerik
acikhgindan da (NA) etkilenmektedir (Jacques & Gareau620 Bu Ustel
denklemden,sik siddetinin 1/e (%37) deerine digtigt durumdaki derinlik dgeri
(optik derinlik) belirlenmg ve tim ECM taklitleri icin kanlastiriimistir.
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2.2.2 Floresans proteinlerin gérunttlenmesi

2.2.2.1DsRed2'nin goruntilenmesi

DsRed2, mikroskobun konfokal birimi ile 568nm’de ke foton birimi ile
720nm ve 760nm’de uyartilip, fotobeyazlama ve nigfernligini degerlendirmek
icin, kollajen | icerisine ekili (embedded) cift nmidi hicreler Uzerinden
goruntilenmgtir. Deneylere bgamadan 6nce 700nm’den 1020nm’ye kadar,
20mW’lik lazer gucinde, uyartim dalgaboyu taramgapiims ve uyartim
verimliligi sonuclarinin, dgiik dalgaboylari icin, 6nceki cainayla (Drobizhev, et
al., 2009) uyumlu oldgu gortlmigtar (Sekil 2.6). Sekildeki eri deneyin alti kez
(n=6) tekrarlanmasi sonucu elde edjtini
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Sekil 2.61ki foton floresans mikroskobu ile DsRed?2 igin ddlggu taramasi.

Konfokal biriminde, DsRed?2’yi algilamak i¢in, korMal floresans PMT'nin
(PMT 10 Sekil 2.5b) 6nine band geciren filtre FF01-630/92enfock)
yerlestirilmi stir. Iki foton floresansi algilamak igin ayni filtre eorslaki PMT’nin
(PMT 5Sekil 2.5a) online yerygrilmi stir.

DsRed2 nifuz derindi deneyleri, her bir adimpn olmak tzere 4Q0m
derinlik icin gerceklgtiriimistir. Konfokal floresans ve iki foton floresansin
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ortalama siddetlerinin oraninin nidfuz derigine bal degisimi, konfokal
goruntandn yanisira iki foton gorintideki hiicredgahticre grubu etrafinda ayni
dairesel ROl (ROI; Region of Interest, ilgilenilalan) icin ortalamasiddet
bulunarak hesaplangtir. ROl secimi, 3 boyutlu goérintd &ni boyunca
tekrarlanmgtir. Konfokal floresans icin elde edileng@eler ve iki foton floresans
icin elde edilen dgerlere bolindp, bu oranin derinlik ileglgmi elde edilmgtir.
Bu oran ustel bir hantiya (denklem 1) @tlenmistir. Bagintidaki Ustel sabit, iki
yontem arasindaki zayiflama sabiti farkini gostestedir.

DsRed?2 icin fotobeyazlama, konfokal floresans (36&121W) ve iki foton
floresans (760nm 44mW ve 720nm 22mW) yontemleriaj@i dizlemin ardi
ardina taranmasi sonucu yayingiddetindeki azalma olarak gerlendirilmistir.
Guc ayarlari, ayni tip PMT sensorlerde ayni ortalarayinimsiddetini verecek
sekilde ayarlanmstir. Ayrica iki foton mikroskobun optik parametrigsilator
kullanilip dalgaboyu arall gengletilmis hali ile bgka bir calsmada (Andresen,
et al.,, 2009) yapilan 6lcimler yazarin izniyle kollmstir. Bu calgmada,
760nm’de yapilan o6lcimler kendi dlgcimlerimizdekiOnén sonuclari ile ayni
Olcege getirilerek, 1100nm’deki sonuclar uyarlagrmae uyarlanan sonuclar giir
sonuclarimizla karlastiriimistir. Ornekler ayni derinlik noktasi icin ardi ardin
100 taramaya maruz birakilghr. Yayinim siddeti degerleri, ilk dizlemde elde
edilen siddete gore normalize edilgtir. Bitlin egriler, baka calgmalarda
(Gavrilyuk, et al., 2007; Moissoglu, et al., 200&por edilen, iki Ustel terimden
olusan gagidaki fonksiyona uydurulmgur:

I(n) = Ae™"™ + Be=Fn (2

Burada;A,Bo ve  pozitif sayilardir ve dizlem ici fotobeyazlamayahd ygun
ve daha az maruz kalgnimolekilleri ifade ederler. Daha acik ifadeyle,
fotobeyazlamaya maruz kalan ve odak bélgesi igetesioldgundan yukseksik
siddeti digen bdlgeye difiizyonla gelen molekillerin gérecedgynlugu A ile
ifade edilirse, daha azik siddeti digen alandaki molekullerin géreceli anlugu

B ile ifade edilir.a ve B ise, her iki bdlgenin fotobeyazlama oranlarini $g¢m
etmektedir.

Objektif lens Uzerine dign sk demet capinin fotobeyazlamaya etkisi, 20x
objektif lensin (XLUMPLFL, Olympus) arka acikl tizerinde birisi 13mm, deri
18mm capindaki iki farkli demet icin kallastirilmistir. Lazer gtcd, iki demet capl
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icin odakta ayni olacalgekilde ayarlannstir.Siddet azalmasi denklem 2'ye
uydurulmutur.

Ayrica, U¢ boyutlu gorinti gini, dizlem du fotobeyazlamayi incelemek
icin, adim miktar1 iim olmak UzeretOum derinlge kadar 40 kez olcllngive iki

yontem arasindaki fark analiz edikti.

2.2.2.2eGFP’nin goriuntulenmesi

eGFP’nin konfokal ve iki foton floresans yontemlda goruntilenmesini
karsilastirmak icin LSM 510 (Zeiss) mikroskobu kullanighr. Konfokal
Olcimleri icin 488nm (102W) ve iki foton floresans dlcimleri icin 920nm
(22mW) secilmgtir. Her iki yontem icin yapilan deneylerde ayni PMullaniimss
ancak iki foton floresans icin pinhole tamamenragiir.

Kollajen jel icerisine konulan cift renktearetlenms hicrelerden eGFP,
adim miktari 4m olmak Uzere 4746n derinlige kadar goruntilenstir. Hicre
goruntaleri, ilk kez 120m’de ortaya cikmitir. griler, DsRed?2 ile benzegekilde
elde edilmgtir. Ustel siddet digtima ile ilgili veri, hiicrelerin yiinda nerede
gozlendgine baimli dezildir. Cunkd kollajen y@unlugu 6rneklerde sabit
tutuldusundan, zayiflama da sabit olmaktadir.

2.2.2.3Cift_renkli isaretlenm¢ hucrelerin konfokal ve iki foton ile birdek
goruntilenmesi

Birlesik konfokal ve iki foton floresans goérintlleme sisinin gosterimi
icin, cift renkli hticreler kollajen | icerisine kaitup, konfokal yansima, SHG ve
iki foton floresans mikroskopi yontemleri ile gotarenmitir. eGFP ve SHG
(920nm’de) icin kullanilan filtre ve dikroik aynalgunlardir:

* Band geciren filtreler FF01-525/50 (Semrock) ve ZA60/80 (Chroma),

e 490dcxr (Chroma) dikroik ayna (SHG'yi yansitmaknigi

 FF568-Di01 (Semrock) dikroik ayna (eGFP'yi, eGPMT (PMT4, Sekil
2.5a) ve SHG PMT (PMT3ekil 2.5a) Gizerine yansitmak icin).
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Konfokal PMT’ler, DsRed2yi ve konfokal yansimayiaydetmek icin
onceden anlatil@l bicimde dizenlenrgiir. Belirtiimesi gereken énemli bir nokta
da sudur: 780nm’'de ECM taklitlerinin goruntilenmesingé&le edilen sinyal,
920nm’de elde edilene gbre daha guclidir ciunkd Ski@deti kisa
dalgaboylarinda artmaktadir (Zipfel, et al., 2003).

2.2.3 Hucre gortntilerinin G¢ boyutlu modellenmesindeligdi iyilestirme

Bu kisimda elde edilen hiicre gorunttlerinden; tguba, daha temiz ve net
bir gorunti elde edebilmek icin kullanilan goruntgleme yodntemlerinden
bahsedilmgtir. Konfokal ve iki foton mikroskopi yontemlerindga da daha genel
ifadeyle floresans goruntilemede bozucu etki, nskop optginden (PSF, point
spread function ile modellenen) ve guriltiden k&jaranaktadir.

Fotodedektorde, foton yayiniminin rasgelegakndan kaynaklanan foton
vuru guordltistd temel guaraltt kaygair. Bu sireg, Poisson model ile
modellenebilir. Ek olarak, 1sil giriltd ve okumagjtiist gibi sinyalden @amsiz
gurultt etkileri de vardir. Sinyalden gensiz gurdltiinin toplam etkisi normal
dagihmli  farzedilebilir. Ancak gorintileme donanimatkd son gekmeler,
gurultinin sadece foton vuru gurdltist olarak plidiger etkilerin  ihmal
edilmesine olanak gemaktadir. Bu nedenlerden dolay! galamizda; gurulti
atma (denoising)siemi ve ters evsim islemi yapiimstir. Ters evgimde amacg,
netlik kaybini (blurring) gidermektir.

Bu calsmada Fourier tabanli bir ters eim yontemi olan SeDDaRa
yonteminin (Caron, et al., 2002) Dalgacik Dgiminti tabanh yeni bir tird
gelistiriimi stir. Onerdpimiz ters evgim yonteminde guriltd temizleme de
yapilmaktadir. Temizlenmive netlgtiriimis gortntiler, ImagedJ programinin
eklentisi olan Volume Viewer (Barthel, 2005) ild8yutlu olarak geri-catilngtir.

Kullandigimiz yontemler hiicre goérintilerine uygulanmadanefiilinen
temiz goruntiler Uzerinde test ediktm. Goruntl kalitesi; RMSE, k&a bir
calsmada (Gabarda, et al., 2007) 6nerilen AQI (Anisautraquality index, yone
bagiml kalite indisi) 6lcutl ve geftirdigimiz entropi tabanh kalite olcutd ile
degerlendirilmistir. Referans goruntintn bilinmedi durumlarda, gortntd
kalitesinin netlgtirme anlaminda dgerlendiriimesinde 6nergdimiz dalgacik
entropisi tabanli goruntu kalitesi parametresiride @ Sil, 2010; Gabarda, et al.,
2007) oldukca uygun g@tiigt géralmigtar.
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Zithk arttinmi ve gurdltd atmayi iceren, goruniyilestirme gamasinda
kullanilan genelgslem akgi Sekil 2.7°de verilmektedir.

Yontem
SeDDaRA V| | ayrk  Dalgacik Dalgacik  Paket
literaturde Donisimi  ile | | Dontsumu ile
Onerilen  dEel | pegistirilmis Desistirilmi s
ters eviim | (6nerilen) (6nerilen)
yontemleri SeDDaRA SeDDaRA
\ v \2
PSF ve Gdriltd PSF ve Gdrulta PSF ve Gurilti
bilinirken test bilinirken test bilinirken test
goruntilerinin goruntdlerinin goriintulerinin
incelenmesi incelenmesi incelenmesi
v
Median Filtre- Median Filtre-
Esikleme ile Esikleme ile
Gurultd Atmge Guraltd Atme
\ \4
En uygun Ana En uygun Ana
Dalgacik tipi Dalgacik tipi
secimi, j=2 adim secimi, j=2
filtreleme derinlikli  agacg
segimi
Basarim
SN Olctleri ile

Degerlendirme

Onerilen yontem ile hiicre gorintilerinin incelenr

v

Sonuclarin entropi tabanli ggim oélcutleri ile dgerlendirilmes

\

Temizlenmg ve netlgtiriimi s goriintilerden t¢ boyutlu gericat

Sekil 2.7 Goruntu iyilgtirme islem aks semasi.
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2.2.3.1Ters evrgim yontemleri

Bulaniklgma; temiz goruntinin sistem PSF'i ile gimi (convolution)
olarak ifade edilir. Ters ewim; istenilmeyen bu ewim etkisini telafi etmek icin,
sinyalin (goruntindn) filtrelenmesi (nefteilmesi) surecidir. Evgim islemi,
Sekil 2.8’de 6rnek bir goruntt tzerinden verilmekted

Pek ¢ok goruntileme uygulamasi icin gorintinin oasini,f(x,y) gercek
goruntd, * evrisim operatori,d(x,y) nokta dgilim fonksiyonunu (PSF)w(x,y)
guralti ve g(x,y) kaydedilen goruntiylt temsil etmek Uzese sekilde
modelleyebiliriz:

gx,y) = f(x,y) *d(x,y) + w(x,y) 3

Ters evrgim; f(x,yynin kestirimini, g(x,yjden elde etmesiemidir. Ancak,
hichbir zaman ideal(gercek) goruntl tekrar eldeesddz. Fakat gercek gorantinin
kestirimi, ters evgimle daha iyi ¢ozunurlikte ve daha yukselaret guraltt
oraninda (SNR, signal to noise ratio) elde edilebil

fx.y) g(x.y)

Sekil 2.8 Evrgim islemi.

Floresans goruntilemede PSF, odak duzlemindeki asakt kaynak
tarafindan goruntii duzleminde dretilen benek ya ndi&roskop optginden
kaynaklanan ewgimin bir 6lcimud olarak tanimlanabilir. PSF, dendyskrak
mikroskobun (gorintileme sisteminin) ¢cOozungdidden daha kucgik floresans
yapan kureler kullanilarak olculebilir. Analitik arlak da, Gibson ve Lanni’'nin
(Gibson & Lanni, 1992) klasik kirinim temelli modée hesaplanabilir. Ugtinci
yontem de, PSF’in bilinmegi ve kaydedilen gorintiden kestiriggdidurumdur.
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Floresans mikroskopi gorintilemede kullanilan t&vssim yontemlerini
kisaca gagidaki gibi siniflandirabiliriz (Sarder & NehoraiQ@6):

Dogrusal Yontemler

En basit yontemlerdir. Yinelemeli (iterative) olmkldrindan oldukca
hizhdirlar. Tipik garaltt seviyeleri icin kullaghdirlar.

Goruntinin bozulmasinda, denklem 3'deki modeldeiilgintn ihmal
edilebilecgini farzedersek (guraltyl ele almama ters filtrenen 6nemli
goturasudar), Fourier dogiimuni alarakG,F,D sirasiylag(x,y),f(x,y),d(X,yhin
Fourier dongimi olmak Uzere, G=F.D ifadesini elde ederiz. Ters eym
probleminin dgrudan ¢c6zUmuF’i elde etmek icin basitc&’yi D’ye bdlmektir.
F’in ters Fourier dongiimu alinmasi suretiyle net goruritélde edilir. Bu gleme,
ters filtreleme denir. AncalD’nin sifira yakin dgerler aldgi durumda, ters
filtreleme az bir miktardaki guraltayd ciddi orankavvetlendirir (McNally, et al.,
1999). Bu kararsizii gidermenin en basit yolu, kiicik pozitif bir sabit olmak

uzere:

. (G(u,v) @
foen =1" 1{D(u,v)}’ ID(w,v)| = ¢
0, ID(u,v)| < €

ifadesindeki gibi sinirlama getirmektir. Ters ®iin daha ileri dizeyde kararli
hali Wiener filtredir (Wiener, 1949):

1 |[D(w,v)|?’G(u,v
fxy) = T—l{D(u,v) | |1§(u,3;|)|2€rz<)} ©)
Burada K; gurdltinin gu¢ spektrumunun net goérintiinin gucktsp@una
oranidir. Ancak pratikte net goruntinin gug spektruigok nadir bilinecgnden,

K en iyi gorsel durumu elde edecsékilde secilen pozitif bir sabit (0.001-0.1
aralginda) olarak alinir (Agard, et al., 1989). Denkl&ueki G(u,v) ifadesi,
G=DF+W seklinde acik yazilinca paydada yer alln sabitinin artmasinin,
gurultt W) ifadesini kuaculttglu daha rahat gorulebilir. Ancak sabitinin artmasi,
gurultiya azaltirken goruntinun goérsel olarak bomgina neden olagadan,K
icin en uygun tercih yapiimalidir.
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Eger d alcak geciren filtre ise, Wiener filtresi band gen filtre gibi
davranir. Yuksek ve guk frekanslar zayiflatirken, orta frekanslari gginglirir.
Bu nedenle ortalama gurdltiiye sahip gorintilerdiatkaghdir.

Dogrusal yontemlerin bir Ustingii de, Fourier Dorgiimu ile etkili bir
bicimde uygulanabilmeleridir. Ancak PSF’daki hataldguriltiden kaynaklanan
yanls tahminine) kayi cok duyarhdirlar (Sarder & Nehorai, 2006). Bunun
yanisira, ozellikle kenarlara yakin yerlerde veldulan sinir keullari nedeniyle
gorunta sinir boélgelerinde, golge benzeri hatategden olurlar (Elhayek, 2010).
Dogrusal yontemlerin bu eksikliklerinden dolayr dahazl& iyilestirme icin
dogrusal olmayan yontemlere ihtiyac vardir.

Dogrusal Olmayan Yodntemler

Bu yontemler dgrusal yontemlerin eksiklerini gidermek icin sg¢é
kisitlamalar (negatif olmama gibi) getirir. Ancalhglemeli olduklarindansiem
hacimleri daha fazladir.

Yinelemeli Sinirlanmy Tikhonov-Miller algoritmasi (ICTM, Iterative
Constrained  Tikhonov-Miller  algorithm),  mikroskopi goéruntulerinin
iyilestiriimesinde yaygin olarak kullanilan, gilmsal olmayan bir ters egnn
yontemidir. ICTM algoritmasinda, gurultinin toplah&auss gurultist olarak
modellenebilec@ varsayilir. Tikhonov; iyi bilinen Tikhonov fonkgbnelini, ¢
gurultt varyansinin bir tahmini yebir enerji siniri olmak tzere:

o(F) = llg—d+flI2 + (§>2||f||2 (6)

tanimlamgtir. ICTM algoritmasi, ¢(f) icin minimum dgeri, her yinelemeden
sonra negatif deerleri sifir alarak ardurir. Yinelemeli aramaslemi, genelde
eslenik tlrev (conjugate gradient) optimizasyonu tiényapilir.

Dogrusal olmayan yontemlerin goétirtlerinden biristaistiksel yontemler
gibi bir gurdltt azaltma 6nlemi olmamasidir.
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Istatistiksel Yontemler

Bu yontemler ters ewim problemini, gurdltd barindirang(x,y)
Olcimunden, bilinmeyeri(x,y) nesnesinin tahmini olarak ele alirlar. Bu Baki
acisi, Kestirim Teorisinden (Estimation Theory) fgilinen pek cok yontemi
kullanma imkani verir. Bunlardan en yaygin olanl&n Buydk Olabilirlik
Kestirimi ve Bayes Kestirimi'dir (Shah, 2006).

Bu yontemler, gariltinin fazla olgu durumlarda dier yontemlere daha
etkin ¢6zUm sunarlar. Ancak glusal ve dg@rusal olmayan yontemlere gogbeim
yuki oldukca fazladir.

Kor ters evrisim yontemleri

Yukarida bahsi gecen yontemlerin hepsi PSF'in téana& bilindigi (ya da
modellendgi) durumlar icin gektirilmistir. Ancak uygulamada PSF’i tam olarak
bilmek zordur. Deneysel PSF o6lctimleri her zamariilgiitoarindirir. Teorik PSF
modellemeleri de mikroskop optnin tim parametrelerini belirleyemez. Kor ters
evrisim yontemleri, hem mikroskobun PSFi hem de gorimgin ayni anda
tahminde bulunurlar.

Richardson-Lucy (RL) algoritmasi, floresans mikmyskgorunttlerinin
iyilestiriimesinde yaygin bir bicimde kullaniimaktadirLRgoritmasi tabanl ve
gurultiyda Poisson olarak ele alan kor ve yinelerbgliers evgim algoritmasinin
parametreleri, i her denklemin, k ise algoritmayimeleme sayisi olmak Uzere :

_ g(x, }’) % -1, _ 7
dlk+1(x'y) - {[di((x,y) ®fk_1(X,y)] fk ( X, y)} d{((x'y) ( )
fa(oy) = {[fik(x, y‘%’ Zi_l(x, y] *d T (x, —y)}ﬁk(x, y) (8)

seklinde verilebilir (Sarder & Nehorai, 2006). RLgalitmasi, gurultiye cok
duyarhdir.

2.2.3.2 Onerilen ters evgim yontemi

Uzerinde dgisiklik yaptizimiz SeDDara yontemi, Fourier tabanli,
yinelemeli olmayan, kor (PSF bilinmeyen) bir tergrigm yontemidir. Kirli
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goruntiag(x,y) temiz goruntif(x,y), gurdltiw(x,y) ve nokta dgihm fonksiyonu
d(x,y)ile ifade edilirsesu baintiyl yazabiliriz:

gx,y) = f(x,y) xd(x,y) + w(x,y) %)

Burada amag; temiz goruntigx,y)i, elimizde bulunan gorintiden, gurultd ve
goruntileme sisteminin bozucu etkisinin bilinmgdiPSF bilinmeden) durumda
en iyi sekilde tahmin edebilmektir. Her iki tarafin Fourg@niumand alirsak:

G(u,v) = F(w,v)D(u,v) + W(u,v) (10)

ifadesini yazabiliriz. Buradau,v frekans uzayindaki koordinatlari temsil
etmektedir. Denklem 10’un her iki tardd*(u,v) ile carpilirsa gagidaki ifade elde
edilir:

G(u,v)D*(u,v) = F(u,v)|D(u, v)|?> + W(u,v)D*(u, v) (11)
Denklemin her iki tarafi-(u,v) ile bolandr ve-(u,v) yalniz birakilirsa:

G(u,v)D*(u,v) (12)

F(u,v) =

ifadesi bulunur. Paydadaki ikinci terimin yerine r@iinin kuvvetlenmesini
engelleyici bir dgisken olarak,K (|D(u,v)[nin ortalamasinin %1'i) secilmesi
uygun olacaktir (Caron, 2011). Sonug¢ olarak tergisewi, ters filtre

(pseudoinverse filter) kullanarala sekilde ifade edebiliriz:

_ Gw,v)D*(w,v) (13)

Fluv) = ID(u,v)|? + K

Literattirde (Caron, et al., 2002)(u,Vv) su sekilde kabul edilmitir:
D(u,v) = [KsS{IG(u,v) — W (u,v)[}]*¥) (14)
Burada a(u,v) ayarlama parametresidiKc de |D(u,v)| <1 olacak sekilde

secilen gercel ve pozitif bir sayidig ifadesi uygulanacak filtreyi (smoothing
filter) temsil etmektedir. Ayrica(u,v), O<a(u,v1 olacaksekilde secilmelidir.
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Basitlestirmek acisindanwW(u,v)yu ihmal edip, filtrelemeyi (smoothing filter)
uygularsak denklem (10)tu sekilde ifade edebiliriz:

_S{IG )

DY) = SiFG oD

(15)

D(u,v)nin yava desisen bir fonksiyon oldgu farzedilerek, yumatma
operatorinung) etkisi kaldiriimstir.

a(u,v)yi ¢cozmek icin denklem 15'deki D(u,v) ifadesini midem 14’de yerine
koyarsak:

SUG@W W} _ KeSUGw, v}
SUFGL ) KerSUF ()]} (16)
= [K;S{IG (w, ) [}]%»)

elde ederiz. BuradKg ve Kg, |D(u,Vv)K1 olmasi icinKe=1/Max[S{|G(u,v)|}] ve
Ke=1/Max(S{|F'(u,v)|}] olarak alinmgtir. Gergek goruntiF(u,v) bilinemedgi
icin yerine F’'(u,v) (mikroskop gorintld ininin ortalamasi) alingtir(Caron,
2011).Burada yumgatma filtresinin varkginda, aagidaki ifade sglanmalidir:

KerSUF'(u, )1} = KeS{IF (u, v)[} (17)

Denklem (16)’damx(u,v)yi her iki tarafin logaritmasini almak suretiylekgcek
olursak:

_ LnlKeSUG(w v)}] — Ln[Kp, SUF'(w, v) |}]
Ln[K:S{IG(w, v)1}]

a(u,v) (18)

elde ederiz.

Sonu¢ olarakD(u,v) (bizim icin PSF tahmininin Fourier dogiimunt ifade
ediyor)su sekilde ifade edilebilir:

D(u,v) = [KS{IG(w, v)[}]**Y) (19)
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Calismamizda kirli goérintinin filtrelenmesi sirasinda riky Dalgacik
Donisumu kullaniimgtir. Onerdgimiz ters evigim isleminde, denklem 13'de yer
alanG(u,v) ve denklem 19'da yer al&®{G(u,v)} filtrelenmis gérintiiniin Fourier
donGumuanu ifade etmektedir.

Dalgacik Analizi

Fourier Dongumu, 1950’lere kadar dogiim temelli gérunttisiemede ana
akim olsa da daha yeni bir d@iin olan Dalgacik Dongiimu, goranti analizini
ve sikstirmasini daha kolay hale getigtii (Gonzalez & Woods, 2008). Dalgacik
donlUmu ile goruntinan birden fazla ¢ozinurlikte temad analizi, pek cok
uygulama icin etkin bir yontem olmasi nedeni ile@ gamanlarda oldukca populer
hale gelmgtir (Mallat, 1989). Dalgacik Donlimu, gorintl slemede en cok,
gurultd temizleme, gorintl sgkirma (Bernas, et al., 2006; Grgic, et al., 2001;
Shapiro, 1993), goruntideki baskin etkilerin yédii¢o-Marin, 2002) ve kenar
algilamada kullanilir (Willett & Nowak, 2003).

Klasik Fourier Dongimu ile sadece frekans bilgisini elde ederiz, zaman
bilgisi yok olur. Dalgacik Dorgiimu ile sinyale(gérintiye) hem zaman(veya
konum) hem de dlgcek (frekans) perspektifinden bakdfisa Zamanl Fourier
Donsiminde, zamanda pencerelesmiaretin Fourier DOndumu alinmakta,
pencere kaydirillip timsaret taranarak aynslem devam etmektedir. Boylece
zaman boyutu eklenmiolsa da, pencere fonksiyonu tim frekanslar iciniay.
Yani yuksek ve alcak frekanslar icin pencere gghi sabittir. Dalgacik
DonGsimuinde, dgisken boyutlu pencere kullanifg icin, coklu cézunurlikte

analiz imkani sganir.

Fourier D6ngimiunde taban fonksiyonlari kargna Ustellerdir. Dalgacik
Donsiminde ise gecici ve zamanla gden bilgenler iceren sinyal ve
goruntialeri en iyisekilde temsil ve analiz edebilmek icin, ayni andanan ve
frekans boyutunda sinirlandirilgnyeni taban fonksiyonlari getirilmistir. Bu
fonksiyonlara, pek gau kisa sureli dalga veya gittikce c¢coken gérinuminde
oldugundan dalgacik adi verilgtir. Dalgacik, Olcekleme ile geghetilip-
sikistirilabilir ve ayrica zaman ortaminda Otelenebilralgacik Dongiminde
sinyal (ya da goruntt) olceklengrve 6telenmy ana dalgacik ile temsil ve analiz
edilir. Dalgacik Donglimunde yaygin olarak kullanilan ana dalgacik tiitiar,
Daubechies, Coiflet, Symlet, Morlet ve Meyer'dir éNat & Peyré, 2009).
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Ayrik Dalgacik Dongumi (ADD) ile bir sinyal, alcak frekans bglenlerini
iceren yaklaaim (approximation) ve yiuksek frekans kéelerini iceren ayrinti
(detail) alt bilgenlerine ayrilir. Daha sonra yakla bileseni tekrar alt
bilesenlerine ayrilir ve istenen ¢ozunig#i ulgilincaya kadar busiem devam
eder.Sekil 2.9a,b’de ADD’de sinyalin herhangi Qicézunirligl icin yaklgim ve
ayrinti katsayilarinin elde edilmesi gosteriitini

y = h,(n) 2| * W (jn)
W, (+1,n) — = h,(n) 2] oW, (—1n)
= h,(n) 2l H w, G
> h (n) 2| —eW (—1n)
b) S
— / y
o A D
\ .
Al p1] W,0m
Wy (—1,n) Wy(—1,n)

Sekil 2.9 : Ayrik Dalgacik Donguimu, a. Bir boyutlu sinyal analiz filtre bankasi b.
Esdeger gosterim, S sinyal, A yaldean, D ayrinti anlaminda kullanilgtir.

Dalgacik Paket Doniiminde (DPD) ise yakjan bileseninin yanisira
ayrinti alt bilgeni de alcak ve yiksek frekans kdalerine ayrilir. Bu durum
Sekil 2.10’da gosterilngiir.
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Sekil 2.10 : Dalgacik Paket Dogiim

iki Boyutlu Ayrik Dalgacik Doniisiimii: iki boyutlu Fourier Dongiimini
hatirlarsak tek boyutlu taban fonksiyorea‘t | iki boyutlu taban fonksiyonu

katsayisi iki dgiskenli fonksiyona dongiir. Olcekleme ve dalgacik fonksiyonlari
iki degiskenli fonksiyonlardir vep(x,y) vew(x,y) ile gosterilirler ve ayrilabilir
fonksiyonlardir (Gonzalez & Woods, 2008):

(x,y) = p(x)e(y) (20)
YY) =9 (0)e®»)
PP (e, y) = ()Y ()
PG, y) =Y ()

Burada;Y yatay, D dikey ve K kdsegensel anlamindadir. Goruntuler icin yone
duyarli bu dalgaciklar farkli yonlerdeki gri sevigesisimlerini élgmektedirler.
w'(x,y) sutunlar boyunca olan gisimlere (6rngin yatay kenarlar),y°(x,y)
satirlar boyunca olan gaimlere (6rngin dikey kenarlar) ves/*(x,y) kdsegenler
boyunca olan dgsimlere kasilik gelir.

Bir isaret ya da fonksiyon taban fonksiyonlari kullarakadaha iyi analiz
edilebilir. 1ki boyutlu ayrik dalgacik dégiiminde kullanilan 6lceklengiive
otelenmg taban fonksiyonlagu sekilde tanimlanabilir:
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¢j.m.n(x-y) = 2j/2(p(2jx —m, zjy - Tl)
(21)
l/)]i',m.n(x-Y) =2//%p(2/x —m,2)y —n) i={Y,D, K}

Bu ifade de 6lcesi (eksenler boyunca ne kadar dar ya dageliusunu), 22 ise
yuksekligi veya genlgi kontrol eder. Dger deiskenler m ve n ise konumla
ilgilidirler.

AsagidaMxN boyutluf(x,y) fonksiyonunun ayrik dalgacik dégiimu verilmitir:

<

-1

=

-1

Wy Gosm, m) = — £ G0 P (57) 22
mmn) = —— X, , X,
p\JO \/W Ll y ono,m,n y
R
Wy, (j,m,n) = TN FOIYmn(x,Y)
x=0 y=0

Bu ifadedg, rasgele bir dlgek V&V, (jo,m,n)katsayilar isgy 6l¢esinde f(x,yynin
bir yaklggimidir. W,,(j,m,n) isej>jo Ol¢cekleri igin yatay, dikey ve k&gen detaylar
ekler. Denklem 22’'de verilen bu katsayilar kullanak,f(x,y) ters ayrik dalgacik
donGumau ile elde edilir.

1
flx,y) = W; Z W, (o1, 1) ) (X, ¥) (23)

P DN

i=Y DK j=jo m n

Dalgacik dongiminde her dallanma kolu; filtreleme vga@ 6rnekleme
(down sampling) ile gercekarilebilir. ilk adimda girg goruntusiinden filtreleme
ile disuk ve yiiksek frekans bienleri elde edilir.ikinci adimda filtrelenmi
cikislar ikiyle asagl orneklenir. Filtrelenmgi gorintiler, asil gorintindn yarisi
kadar bant gesligine sahip oldgundan aagl 6rnekleme dlemi bilgi kaybina
neden olmaz. Sorsamada da filtreleme veasl 6rnekleme ile 4 alt gorintlu elde
edilir.Sentez sleminde analizslemindeki adimlarin tersi yapilir ve goruntt elde

edilir. Dalgacik Dongimunde goruntinin analiz ve sent8ekil 2.11-a,b,c’de
Ozetlenmgtir.
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a)
9 hw(m) | 2l —QWl}f(],m,n)
satirlar
N hw(n) - 2 m boyunca
siitunlar
n boyunca
\h(p(m) 1 2l _.Wq]?(]ﬁ m, 1’1)
W(P(j+1,m,n)_
/h‘v(m) . 2l _‘WLIYJ(]' m, 1’1)
> h(p(n) — 2]
siitunlar
>h,(m) 2| [eWelmn
b)
W,,(j, m,n) | Wy (j, m, n)
Wy, ( + 1, m,n)
Wy G, m, m)| WG, m, n)
Wy (j, m,n) e 214 | hw(m)
c) satirlar
m boyunca 21— h, ()
siitunlar
Wy (j, m, n)e—| 21 | h (m) n boyunca

@*Wq)(jﬂ,m,n)
<+} 21 H b, () |-

Sekil 2.11a,b,c : a.Hizl dalgacik d&iimu analiz filtre bankasi. Algak ve yuksek
geciren filtreler kullanilarak gorantinin herhangir j c¢ozunurligindeki
donum katsayilarinin bulunmasi b. Goriantinin alt lzeathyrilmasi c. Sentez
filtre bankasi.

Wy, Gy m,n) @~ 21 L h (m)

W(p(j, m,n) | 21 |— h(p(m)
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Dalgacik DonlsUmu ile Gartlti Atma

Dalgacik dongima ile gurdltti atmasiemi, genel olarak ¢ samadan
olusur (Sekil 2.12). Bunlar aystirma, eikleme ve yeniden okturmadir
(Pizurica, et al.).

Garulti Atma

Guraltu

Orjinal
Goruntu

Orjinale
yakin gorunt

—

b - \V-__-__-__'

Sekil 2.12 Dalgacik dorgiimu ile guraltt atma

Ayristirma, ayrik dalgacik dogumu ile N seviyeli dalgacik agrminin
hesaplanmasi yani yaklan ve ayrinti katsayilarinin bulunmasidigikieme ise
her bir seviye icin secilensi& degerinin ayrinti katsayilarina uygulanmasidir.
Yeniden olgturmada ise N seviyesinin orjinal yakila katsayilari ve 1'den N’e
kadar hesaplanan gietirilmis ayrinti katsayilari kullanilip ters ayrik dalgacik
donlUmu ile gorintl tekrar ofturulur.

Bu tarz gordlti atmadaki temel varsayim, kicuk idéinkatsayilarda
gurultinin baskin olmasi, bluyuk genlikli katsaydkaise guriltiden ziyadgairet
(gbrintd) bilgisinin tainmasidir (Rangarajan, et al., 2002). Guralttlis&atarin
degistiriimesi ve goruntiinin yeniden glurulmasi daha az guraltald gortntindn
elde edilmesini gdayacaktir. Kiklemede iki yaklaim mevcuttur. Birincisi sert
esikleme, ikincisi ise yumgak eiklemedir.

Sert giklemesu sekilde ifade edilebilir:

{|x|>t: f(X) = x
(24)

IX<t= f(x)=0
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Yumusak ssikleme isesu sekilde ifade edilebilir:

t f = -t
{|x|> = f(x) =sgn(x)(X- 1) 5)

Xst= f(x=0

Buradaf(x) isareti,t ise gik degerini gostermektedir.

Sert giklemede bazen saf guriltUsile degerini gecebilir ve yeniden
olusturmadan sonra istenmeyeyarietler kalabilir. Yumgak eikleme ise bunlari
kacaltdr.

Dalgacik gikleme yontemlerinde s&k degerinin se¢imi  6nemli bir
problemdir. Genel anlamdaike secimindeki yaklgimlari ikiye ayirabiliriz (Isaac
Hernandez-Fajardo, 2008). Birincisi, belirlenegikedegerinin butiin dalgacik
katsayilarina uygulangi genel (global) gklerdir. Ikincisi ise, her ¢ozinurluk
seviyesinde farklli gk degerinin uygulandil seviyeye bgll (level-dependent)
esiklerdir. Her ki yaklgim da gurulti seviyesine dair bir kestirim
gerektirmektedir. Genelsi&klemeye bir 6rnek olarak evrensel (universaj)ke
verilebilir (Donoho & Johnstone, 1994). Evrensgkealegeri, o gurdlti varyansi
ve N sinyal uzunlgu olmak tzere:

T =0,/2log(N) (26)

ifadesiyle hesaplanir(Sachin D Ruikar, 2011).

SURE (Stein’s unbiased risk estimate) ise seviyeagh bir esik belirleme
yontemidir (Strela, et al., 1999). SURHerini (operatdrini) sagidaki sekilde
ifade edilir (Rangarajan, et al., 2002):

SURE(t )= m2.#(il Xk }+Xmin( X )f @)

Burada X altbanddaki kirli katsayilarin boyutu ve # ise kime eleman
sayisini temsil etmektedir. Bu yontemdgkedegeri asagidaki sekilde hesaplanir
(Sachin D Ruikar, 2011):

T =min(t,o./2log(N) (28)

Buradat, SURE glemini minimize eden dgerdir.

Bilindigi Uzere floresans goruntilemede gauss tipi gurthityaninda
poisson tipi gurdlti de gorintiler Uzerinde bozumu etki olusturmaktadir.
Ozellikle sk kayna@inin gicunun dfilk oldusu ya da fotobeyazlama gibi
durumlardan sakinmak icin, bilerek ik tutuldigu durumlarda, fotodedektore
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cok az sayida foton gelmektedir. Bu da sinyal@libgiriltiyd (poisson olarak
modellenebilen) baskin hale getirmektedir. Literdélipoisson tipi guriltiye 6zgu
Onerilen dalgacik tabanh guriltt atma yontemlegvouttur (Luisier, et al., 2011).
Bunlardan bazilari, dogturiimis boélgede poisson sireclerinin izini sirmek daha
zor oldggu icin, ¢ozim olarak poisson tipi gurdltiyl “gaugsne donigtirme
(gaussianizing)” ile gerceldarilen yontemlerdir. Buglem, genellikle ham veriye
dogrusal olmayan (6rign karekok) bir fonksiyon uygulanmasiyla
gerceklatirilir. Anscombe (Anscombe, 1948) tarafindan Olegribu durumdan
gurultt atmada ilk olarak Donoho (Donoho, 1993a)d&danmgtir. Anscombe
varyans durganlgtirma dongimua (variance stabilizing transform, VST), daha
sonra Murtagh tarafindan, gauss gurdltistyle boaglnpoisson rasgele
degiskeninin varyansini duganlatirmak icin genellgtirilmistir (Murtagh, et al.,
1995). Durganlagtirmadan (stabilizing) sonra gauss tipi guriltiyinak icin
kullanilan herhangi iyi bir yontem kullanilabilir.

Cessitli calismalarda da normalize olmayan Haar dalgacik eidmiintin
poisson dailimini alcakgeciren kanallarinda koruma 6z@tiden faydalanilir.
Freylewicz ve arkaddari, verilen bir seviyedeki dlcekleme katsayilamrayni
seviyedeki dalgacik katsayilarinin guralti varyamsiiyi bir kestirimi oldgu
gozlemine dayali bir yontem onegiardir (Fryzlewicz & Nason, 2004). PURE-
LET (poisson unbiased risk estimate-linear expansb thresholds, poisson
yansiz risk kestirimi-gklerin dogrusal genjlemesi) yonteminde de ayni
gozlemden hareketle her seviyedeki yaktakatsayisinin karekokundn belirli bir
sabitle carpimi o seviyedeki ayrinti katsayisi icaik belirlenmesinde
kullaniimaktadir (Florian, et al., 2010). PURE-LEyonteminde yaklgm
katsayisi ile carpilan sabit hata gdeni (MSE) minimize edeceksekilde
secilmektedir. Normalize olmayan Haar dalgacik g@niiiniin poisson verilere
uygulanmasinda ger ilgin¢ bir 6zellik ise mevcut seviyedeki 6lce&bgveyn,
parent) katsayisi ile bir sonraki Olcek (¢cocuk,ldhkatsayisi arasinda ¢ok basit
istatistiksel bir ilgki bulunmasidir. Aralarindaki kallu olasilik (C|E) binom
dagihmina sahiptir. Bu 0Ozelliklerden Bayesci cercexeBayesian framework)
farkl calsmalarda faydalanilimtir (Kolaczyk, 1999; Lefkimmiatis, et al., 2009;
Lu, et al., 2004; Timmermann & Nowak, 1999).

Dalgacik dongimua ile guarulti atmada, skkleme gamasinda ayrinti
katsayilarina medyan filtre uygulamasi da liter@¢imevcuttur (Kog, et al., 2006;
Li, et al., 2008). Cagmamizda kullanilan e-medyan filtre (epsilon medjiitire)
su sekilde ifade edilebilir (Haseyama, et al., 2000):

f(X,¥) = gm(X,y)+X(9(X,y)-G(X,y))

X, [X>2 (29)

X0 = {O diger
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Burada, g(x,y) gurdltt eklenmyg gorintd, gm(x,y) filtrelenmis goruntd, 4 esik
degerini ifade etmektedir. Kirli ve filtrelenmgi goruntinin piksel derleri
arasindaki fark belirli bir @k degerinin altinda ise filtrelenmigorintiiniin piksel
deseri alinmaktadir, gk degerinin Ustinde ise kirli géruntinin piksel geei
korunmaktadir. Bu da belirli bir oranda gurulti atgapilirken, keskin kenarlarin
onariimasini gdar. Bu tarz filtrelemenin gurdltd atma etkisinnamak icin ideal
MRI (MRI, Magnetic Resonance Imageg mikroskopik goruntulere farkli tipte
gurultaler eklenmitir. ADD ile iki seviyeli ayrstirma gerceklgiriimis ve
yaklasim ve ayrinti katsayilari elde edilgtir. Daha sonra gurulti atmalemi,
ayrinti katsayilarinda (3,3) boyutunda medyan dfiltkullanilmak suretiyle
gerceklatirilmi stir. Esik degerleri poisson tipi gurulti ve gauss tipi gurdltini
farkli secilmgtir. Poisson tipi gurdltinin belirleyici olgu mikroskopik
goruntilerde gk icin yaklasim katsayilari kullanilngtir. Her seviye icin yakkam
katsayilarinin karekok ortalamasi (rms, root megmase) o seviyedeki ayrinti
katsayilari icin gk olarak secilmgtir (Florian, et al., 2010). Gauss tipi gurdltt
icin ise o seviyedeki ayrinti katsayilarinin kardekitalamasi o seviyedeki ayrinti
katsayilari icin gik olarak secilmgtir (Fletcher, 2002). Daha fazla iyskrme igin
gurultt atma gleminin yinelemeli olarak gerceldériimesi gerekmektedir (Kog,
et al., 2006).

Calismamizda 6nerdimiz ters evigim yontemini uygulamak icin énce Kirli
g(x,y)goruntisu tzerinde, ikkamall Dalgacik Dorgiimi kullanilarak, filtreleme
islemi gerceklstiriimistir. Ayrinti katsayilari e-medyan filtre ile ayriyma
filtrelenip  (yumuwatilip) gorunti ters dalgacik d&iima ile tekrar
olusturulmustur. Elde edilen filtrelenngigorintl denklem 19’da yerine konularak
PSF'nin Dalgacik tabanli tahmini elde edgtiri Daha iyi bir PSF tahmini icin
degsisken bir parametre olarak kullanilar(u,v), denklem 19'da €u<l olacak
sekilde sabit bir sayl (0.05 ve 0.1) aligim ve busekilde frekanstan @amsiz
sekilde alinmasi daha glilk hatall (RMSE ve gorsel anlamda) sonuclar vgimi
Yapilan ters evgim islemlerinde, a(u,v) icin sabit bir sayl yerine denklem
18'deki frekans bgmli formdl ile bulunan dgerin alinmasi durumunda,
goruntulerde hata anlaminda arti goraldiginden  sonuclara burada
deginilmemistir. Sabit bir sayl alinmasinin incelgohiz gorunttler acisindan

lyilesme s&lamasi nedeni ile uygun gliigti gozlemlenmitir.

E-medyan filtre ile gurdlti atmalemi, farkli ana dalgacik tipleri icin hata
anlaminda karnlastirllmistir.  Ayrica bu kagilastirmalar Dalgacik Paket
DonGsUmU kullanilarak da yapilgtir. Dalgacik Paket Dogaminde iki seviyeli
agac secimi yapilnstir. E-medyan filtre ile yungatma secilen gacta elde edilen
ayrintt  katsayilarina uygulanarak gercsktémistir.  Ayrik  Dalgacik
Donsiminde oldgu gibi farkh ana dalgacik tipleri icin katastirmalar



40

yapilmstir. En az hata veren ana dalgacik tipi en uygamnasl dikkate alinnstir.
Filtrelenmg gorantinin Fourier dogimua ile elde edilenG(u,v) ve D(u,v)
denklem 13’de yerine konulup ters Fourier Dgiimadinin alinmasi ile net goruntt
tahmini elde edilmitir. K degeri de D(u,v)nin ortalama dgerinin %21’i
secilmitir.

2.2.3.30nerilen gorinti kalitesi 6lciti

Ozglin goruntilerin (referans goruntilerin) biligiddurumlar igin hata;
MSE (mean square error) ve PSNR (Peak Signal teseN&atio, Tepdsaret
Guralta Orani) parametreleriyle gerlendirilebilir.

m—1

3

-1

MSE = [G(i,j) — F(i, D]? (30)

0

§|H

i=0

-
I

2

PSNR = 101 max;
= 0810 MSE

= 201l0g g 31
= 0810 RMSE (31)
BuradaG kaydedilen goruntif; ideal goruntt venax alabilecgi en blyuk piksel

seviyesini ifade etmektedir (Orgie 8 bit igin 255).

Ancak uygulamada genellikle referans gorintiyt nbddigimizden
kullandgimiz yontemlerin, goérintl kalitesini ne kadar iyiledigini test
edebilmek icin bgka parametrelere ihtiyacimiz vardir. Bunlardansbiantropi
tabanh yontemlerdir (De & Sil, 2010; Gabarda, ket 2007). Caymamizda; bu
yontem dgistirilmi s ve dalgacik entropisi tabanli bir dl¢it tUretigtim.

OncelikleMxN boyutlu gérintinin her pikselinin merkezde @al®x9’luk
bir pencere kullanilarak ofturulan cercevedeki piksellerin dalgacik entropisi
bulunur. Bu amagla, goruntl cercevesi ADD ile vige ayrstiriimistir. Entropi
hesaplamasip, her seviyedeki dalgacik enerjisinifg) toplam enerjiye )
oranini ifade etmek Uzege formille gerceklgirilir:

—Xplog,p p= (32)

E
E

Dalgacik enerjiskj, ayrinti katsayilarinin karesel toplamidir.



41

Her cerceve icin bu hesaplama yapilmak suretiibedN boyutlu entropi gorintisu
elde edilir. Pencerelemglemi (6rnek verme agisindan 3x3 boyutlu segitin)i
Sekil 2.13'de gOsterilmgitir. Entropi goruntisinun elde edilmesige sekilde
ornek verilebilir. Piksel matrisi (pencere) tek by bir satir vektdrtine gevrilir.

y
1 2 2
2 2 3
2 1 4

N

X

Sekil 2.13 Merkezdeki piksel f(x,y)=2 icin entropedaplamasinda kullanilan
3x3’luk pencere.

Elde edilen tek boyutlusaret, ADD ile iki seviye aystirilir. Birinci ve ikinci
seviye icin yaklaim ve ayrinti katsayilarinin karesel toplami sylasa, &, d; ve
dy ile ifade edilmek Uzere, ;pdi/(atdi+d2)=2/9, p=d./(a+di+d,)=4/9 olarak
kabul edilip, bu dgerler denklem 32’de yerine konulursa:

e = -[ (2/9).log(2/9) +(4/9).log(4/9) ]= 1.0022
elde edilir. Bu glem her piksel i¢in tekrar edilir ve entropi gorusii elde edilir.

Entropi tabanl gortntinin standart sapmasi) (bize gorunti kalitesine
(deblurring, netlgtirme anlaminda) dair fikir verir. Bulanildma arttikgasen(in
azaldgl gozlenmgtir. Ayrica Onerilencen: Olcutl baka bir calsmada Onerilen
AQI (Anisotropic quality index, yone Kanl kalite indisi) ile de paralellik
gostermektedir. Bu #kKi, oen OlgUtlind goruntt kalitesini @erlendirmede
kullanabilecgimizi gostermektedir. Gurultt ile bozulmada kullamamasi
Onerilen O&lgutun bir sinirlgidir. Literatirde 06nerilen benzer Odlgutlerinde
sinirhliklar mevcuttur. Onerilen ters esim yontemini sinarkengen Olgutiinin
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yanisira hem gurdlti hem de bulangkiea ile bozulmada goérintl kalitesine dair
fikir veren AQI olcutt referans 6lcut olarak kullémistir.

AQI olcutd, her piksel icin farkli yonlerde istenerzunlukta bir boyutlu
pencerenin Renyi entropisi hesaplanarak bulunub&@a & Cristobal, 2007).
Goruntd bozulmasi arttikgca AQI élgttinin glddeser azalmaktadir.

2.2.3.4Uc¢ boyutlu goéruntiiniin olturulmasi

Iki boyutlu gorinti gerceveleri, ters eym ve guriilti atma yontemleri ile
iyilestirildikten sonra t¢ boyutlgekilde gericatiimgtir. Ug boyutlu gericatma igin
ImageJ programinin eklentisi olan Volume Viewerl&uilmistir (Barthel, 2005).
Hacim kaplama (volume rendering) yontemi ile ¢ uthy gorinti
olusturulmustur.
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3. SONUCLAR
3.1Bag Dokusu Taklitlerinin Gortintulenmesindeki Sonuglar

Bag dokusu taklitlerinin konfokal yansima (CR) , SH&@ vki foton
floresans (TPEF) ile gortuntulenmesi ile ilgili sghar Sekil 3.1’de gdsterilmtir.
ilk satirda jellerin konfokal yansima gériintiler6@m aydinlatma), ikinci ve
dcuncu satirlarda ise jellerin SHG ve iki fotororfisans goruntuleri (lazer
dalgaboyu 780nm) gOsterilgtir. Her goruntudeki ilk cubuk ortalamaik
siddetini ve ikinci cubuk zitfi gostermektedir. Sayisal garler, sik siddetinin
1/e kadarina (37%) dtug derinlik miktarini gostermektedir. Belli biik siddeti
esiginin altindaki goérunttler siyah gOsterilgtir. GoOruntinin daha net
gorulebilmesi igcin butin gorintuler filtrelengnive zithklar ayarlanngtir
(medyan filtre 2x2, %1 en yuksekglik piksel dgerleri atilmstir). Hesaplamalar
yapilirken fotodedektor arkaplani ¢ikartijtn.

Sekilde de gorilebilegg Gizere, konfokal yansima mikroskopi yontemi ile
batun jeller gozlenebilir bir yapi sergilegterdir. SHG sadece Kollajen ve Fibrin
icin gbzlenebilirken, Agarose icin otofloresans dlradilebilecek dizeyde oldu
gozlenmgtir. Konfokal yansima mikroskopyontemi ile en yiksekiddet ve
kontrast Agarose, Kollajen ve Fibrin’de elde editni
Agarose ColI Fibrin Gelatin

M.Gel PuraM

X‘)SHD

()XLDHS

OSLHdL

Sekil 3.1ECM Taklitleri Goriintiilenmesinin Ozeti

Incelenen mikroskopi yakjanlari ile Agarose kiicuk yapilar sergilerken,
sadece Kollajen ve Fibrin’in belli bir dlcek icinbfil yapiya sahip oldgu
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gOzlenmgtir. En fazla optik derinlik 3mm ile Agarose’'da, esz ise 100
mikrondan daha derinde Fibrin jellerin incelenmezor kilacaksekilde Fibrin'de
gOzlenmgtir. Matrigel ve Gelatin icin optik derinlik 1mm’ni Gzerine
ulasabilmistir ancak zitlgin zayif oldgu gozlenmgtir. Kollajen’in optik derinligi
milimetre miktarina ulgmistir ve diger butin jeller gibi dgrusal olmayan
goruntileme yontemleri ile gozlem agalgenglemistir. Kollajen SHG en fazla
zithgr ve ayni zamanda gBr goruntileme yontemlerine gore en iyi detaylari
sergilemstir. En yiksek otofloresans Matrigel ve Fibrin igézlenirken, Fibrin
en yuksek zith sergilemgtir. Kollajen icinde bir miktar floresans yapi
gOzlenmitir.

3.2Cift Renkli Isaretlenmg Hucrelerin Konfokal velki Foton ile Birlaik
Goruntulenmesi Sonuglari

Konfokal ve iki foton ile birlesik goriintileme sonuclarsekil 3.2'de
gOsterilmitir.

Sekil 3.2 Cift renktegaretlenmg hiicrelerin kollajen igerisinde gortntilenmesi.
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eGFP ile saretli cekirdgin 920nm’de uyartimla ve DsRed? ilgretli sitozolun

568nm’de uyartimla floresans yapmasiglaamstir. Ust ve alt kgelerdeki

gorunta ciftleri konfokal yansima ve SHG goéruntuésrm farkini géstermektedir.
Ust kisede 18@m derinlige kadar hiicre goruntileri gninin kesiti, alt kéede

ise kollajen liflerin konfokal yansima ve SHG gdtilemedeki zithk farkini

gostermek icin daha yakin (2x) bir gortinti sunuimu

DsRed2 ve yansima goérunttilemesi konfokal birimigkrceklstirilirken,
eGFP ve SHG goruntilemesi glosal olmayan yontemle 920nm’de
gerceklgtirilmistir. Hucreler 18@m’ye kadar rahatca go6zlenebilmektedir.
920nm’'de SHG, konfokal gorintilemeden daha iyi staruvermektedir ve
zayiflamasekil 3.1'deki verilerden de beklengigibi daha azdir.

3.3Derindeki Orneklerin Konfokal viki Foton ile Goruntiilenmesi Sonuglari

DsRed2 ve eGFP, konfokal floresans (568nm, 488nm)iki foton
floresansin  (760nm, 920nm) performansini skagtirmak amaciyla
goruntilenmgtir. Bu kasilastirma floresans proteinlerin ortalamaiki siddeti
oraninin nufuz deringi ile degisimi Gzerinden yapilngtir. Sekil 3.3a eGFP igin
konfokal floresanssik siddetinin iki foton floresanssik siddetine oraninin nifuz
derinligiyle dezisimini gostermektedir.Sekil 3.3b ise DsRed2 icin konfokal
floresans gik siddetinin iki foton sk siddetine oraninin nidfuz deriglyle
degisimini gostermektedir.Sekillerin s& Ust k&esinde yer alan n sayisl,
deneylerin tekrar sayisini ifade etmektedigrielenklemleri icin denklem-1'de
verilen aitlik kullaniimistir.

iki foton floresans’da konfokal floresans yontemgige sigin zayiflamasi
daha az oldgundan,siddet acisindan iki foton floresansin Usti@ilivardir. Bu
nedenleSekil 3.3a ve b’de konfokal floresangk siddetinin iki foton floresans
Istk siddetine orani derinlikle Ustel olarak azalmaktadibsRed2, 760nm ve
568nm’de, eGFP 920nm ve 488nm’de goruntilgtimiDsRed?2 icin zayiflama
sabiti 2/mm, eGFP ic¢in 4/mm olarak g6zlendi bukddaton floresansin sirasiyla
yaklasik 32Qum ve 18@m’de iki katsiddet tstunlgl ile sonuclanir.
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Sekil 3.3 Nufuz Derinlgi Egrileri, a. eGFP. b. DsRed?2.

3.4Duzlemigi Fotobeyazlama

iki foton mikroskopi yonteminin odak ¢ bolgelerde azalmi
fotobeyazlamaya sahip olgu bilinmektedir (Denk, et al.,, 1990). Fakat
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fotobeyazlama iki foton uyartim altinda tek fotay@e daha hizlidir (Patterson &
Piston, 2000). eGFP ve DsRed2 goéruntileme sonusieasiylasekil 3.4a ve
3.4b’'de (goOsterilmitir.  Grafikler, ayni dizlem 100 defa arka arkaya
goruntilenmesi ve elde edilen ortalargk siddeti degzerlerinin ilk dlgiime gore
normalize edilmesiyle oklurulmustur. 1100nm icin dgerler baka bir
calsmadan alinngtir (Andresen, et al.,, 2009). Butungriger ikili Ustel
fonksiyonlara uydurulmgiur (denklem 2).

DsRed2 fotobeyazlamasi iki foton floresans uyarteitinda, konfokal
goruntilemeye gore 6nemli olcide arttmi Fotobeyazlama sirasiyla 760nm,
720nm ve 1100nm uyartim dalgabolari icin azaimi(Sekil 3.4b). Konfokal
fotobeyazlama ayni dizlem 100 defa Ust Uste Ol¢idailisonra en az 15 kat daha
disuktir. eGFP’nin fotobeyazlamaya daha dayanikh @ldw ve iki foton
floresans ve konfokal mikroskopi arasindaki farkmn oldgu gézlemlenmitir
(sekil 3.4a).

Konfokal mikroskopide pinhole’ll gegietmek, sinyal seviyesini korurken,
fotobeyazlamayi azaltabilir (¢c6zUnUglin azalmasi pahasina). Bengekilde iki
foton floresansdasik demet capini azaltmak, érnekleme hacmini arttgrekil
3.4c, sk demeti capint %30 azaltmanin, %45 azalieyazlama sdadigini
gostermektedir. Ancak bu iygme, konfokal gorintilemeye goére kicuktar.

eGFP icin Fotobeyazlatma
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Sekil 3.4 Fotobeyazlatma: a. Konfokal ve iki foton gorintileme igin
eGFP fotobeyazlamasi.
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b) Lo DsRed? icin Fotobeyazlatma (n=3 deney)
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Sekil 3.4 Fotobeyazlama: b. Konfokal ve iki fotonrgdtileme icin DsRed2
fotobeyazlamasi. c.skk demeti capinin 720nm’de DsRed2 fotobeyazlamasina
etkisi.
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3.50dak DsI Fotobeyazlama

Konfokal floresans ile iki foton floresansin dizleigi ve dizlem du
fotobeyazlamasi katastiriimistir. Sekil 3.5, eksenel olarak uin arahkh 41
goruntandn 40 kez goruntilenmesi ile DsRed2'ninl@iizici ve duzlem di
fotobeyazlamasini gostermektedsekildeki iki grup icin de ilk cubuklar ayni
derinlikteki dizlemin 40 defa ardi ardina goruntiesi sonucu elde edilen
normalize edilmj isik siddetini gostermektedirikinci cubuklar ise varsayimsal
maksimum duzlem ¢l fotobeyazlama miktarini gostermektedir (goérinmele
dizlemin beyazlatmasinin kem dizlemlerle ayni miktarda olgunun
karsilik gelmektedir). Uclincii ve dordinci cubuklar ggetintii yginin 40 defa
ardi ardina goruntilenmesi durumundagiyin alt ve Ust noktalarindaki
fotobeyazlamayir gostermektedir. Konfokal goéruntidele iki foton ile
goruntilemenin aksine dizlemsdfotobeyazlama mevcuttur. Ayricagymin Ust
kisminda fotobeyazlama miktari artmaktadir.

Diizlem Dis1 Fotohevazlatma
1 .
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Sekil 3.5 Duzlem ici ve duzlem gifotobeyazlamanin kgitastiriimasi.

Ayni duzlemin 40 defa gortntulenmesi konfokalda %bfoton floresans
icin %50 siddet diumu ile sonuclanmaktadir. g&r 4lum derinlikli hicre
goruntasu y&ini iki foton floresans ile 40 defa Olculursegyin Ust ve alt
kisimlarinin fotobeyazlamasi arasinda ihmal edilelbir fark olusur ve
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fotobeyazlama sik demetinin od@ ile sinirli kalmaktadir. Ancak konfokal
goruntilemede yinin Ust kismindakgiddet %80’ine, alt kisimdaki ise %90’Iina
dismektedir, bu da fotobeyazlamanin sadece odakia dgartim sini boyunca
gerceklgtigini gostermektedir. Dizlem g¢i fotobeyazlama, uyartim sini
derinlikle zayifladgindan, beklenildii gibi Gst kisimlarda yuksek cikgtir.
Fazladan duzlem glifotobeyazlama, her durum icin diizlem ici fotobdganadan
disik cikmstir. Cunkd ayni seviyede olsaydsik siddetinin %65’e d§mesi
gerekirken %80’e diitigli gozlenmgtir. DsRed?2 icin konfokal gérunttilemede
dizlem dg1 fotobeyazlamanin iki foton gorintilemeyle bengeviyeye ulgmasi
icin cok buytk yginlarin élctlmesi gerekmektedir.

3.6 Hucre Gorintilerinin Ug Boyutlu Modellenmesindekir@Gntiiyilestirme
Sonuclar

Bu boélimde, kullanilan guriltd atma yontemi ve deer ters evgim
yontemi literatlrdeki yontemlerle kalastiriimistir. Ayrica 6nerilen kalite 6lguti
farkl gorantiler Gzerinde denengtir.

3.6.1 Kullanilan gurulti atma yontemi ile ilgili sonagl

Onerdgimiz ters evigim yonteminde e-medyan filtre ile gurdlti atma
yapilimaktadir. Bu nedenle, guriltt atma algoritmdal kullandgimiz Ayrik
Dalgacik Donguimu ve Dalgacik Paket Dogiima, farkli ana dalgacik tipleri icin
karsilastirilmistir. Gartlti atma etkisi referans gorantinin bilgiddurum icin
mikroskop gorintistinde Sé€kil 3.6, Gorunti 1) RMSE odlcuta ile
degerlendirilmistir. Cizelge 3.1'de goruntlinin poisson tipi gurdile kirletildigi
durum icin kagilastirma verilmitir. Hata dgerleri icin ortalama dger ve standart
sapma, program algoritmalarinin 100 defasgalimasi sonucu elde edilgtir. En

fazla gurdlti atma coif5 ana dalgacik tipi secineiredide edilmtir.
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Goruntu 1

Goruntu 2

Goruntu 3

Goruntu 4

Goruntu 5

Gorunta 7

Goruntu 8

Goruntu 9

Sekil 3.6 Calsmada kullanilan test goruntileri. Floresans mikopskoruntuleri
(1-6) Nicon (Nicon) sayfasindan alingtr.
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Dalgacik Tipi Gurdiltd eklenmy Stir]rzgggn sonra
durumda RMSE RMSE

Haar 5.287+0.026 5.299+0.026
db2 5.288+0.025 5.195+0.023
db4 5.289+0.025 5.195+0.026
coif5 5.290+0.025 5.100+0.027
sym2 5.288+0.023 5.195+0.025
sym4 5.287+0.026 5.122+0.028
biorl.1 5.282+0.023 5.299+0.023
biorl.5 5.282+0.027 5.432+0.028
dmey 5.287+0.024 5.47+0.022

Cizelge 3.1 Kullanilan girtltd atma algoritmasinpgisson tipi gurdltt
eklenmesi durumunda, farkl dalgacik tipleri icierklastiriimasi.

DPD icin de farkh ana dalgacik tipleri icin kdastirma yapilimgtir. Cizelge
3.2'de Ozetlenen bu kalastirma icin, mikroskop goérintistine poisson tipi diiru
eklenmitir. En fazla gurdlti atma coif5 ana dalgacik #pilanildigi durum icin
elde edilmgtir. Kullanilan gurdltt atma algoritmasinda DPD |ealimasi
durumunda, ADD kullanilgg durumdan daha fazla girtltt atma elde edtimi
Optimum gurdlta atma icin Cizelge 3.1 ve 3.2’deeetdtgimiz sonuclar bize fikir
vermektedir.
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Dalgacik Tipi Gurultt eklenmy Guarultd atmadan
durumda RMSE sonra RMSE
Haar 5.286+0.027 5.366+0.027
db2 5.284+0.024 5.201+0.025
db4 5.287+0.026 5.076+0.026
coif5 5.285+0.021 4.998+0.023
sym2 5.285+0.026 5.205+0.026
sym4 5.286+0.024 5.076+0.026
biorl.1 5.289+0.027 5.368+0.029
biorl.5 5.287+0.025 5.587+0.025
dmey 5.288+0.027 5.32+0.022

Cizelge 3.2 Dalgacik paket icin elde edilatahdgerleri (poisson).

Kullandigimiz gurdltd atma algoritmasi, bilinen ADD ve DP&banli sert
ve yumyak eikleme yontemleri (Coifman & Donoho, 1995; Donohty95;
Donoho, 1993b) ile poisson tipi gurtltd atma iceligirilmis Pure-Let yontemi
ile karsilastirildi. Sert ve yumgak eikleme ile gurilti atmadasix degeri olarak
evrensel gik degeri secilmgtir. Pure-Let icin @ik degeri ise yaklaim katsayilari
kullanilarak seviyeye @ secilmitir (Florian, et al., 2010). Kadastirma icin
mikroskop goruntisuSekil 3.6, Goruntld 1) poisson tipi gurdltt ile Kiildi.
Program algoritmalarinin 100 defa gahlmasi sonucu elde edilen gkeler
Cizelge 3.3'de Ozetlenstir.

Pure-Let yonteminde ve kullargimiz yontemde her durum icin guraltt
atma gozlennsiir. Cizelge 3.3'den gorilege tzere dger yontemlerin gurtlti
atma yapamagdi durumlar bulunmaktadir. Bu durum dalgacik dgimit tabanli
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gurultt atmada ¢k seciminin kritik olmasina Rganabilir.
kullandigimiz yontemde gk secimi seviyeye i olarak belirlenmektedir.

Pure-Let ve

Gorantu 1 | Goruntt 2| Gordntu 3 Goruntu 4 Goruntd 9
Gurdltt 5.29+0.025| 9.58+0.038| 11.24+0.038 | 7.62+0.042| 6.25+0.034
eklenmg
durum
ADD-Sert| 5.25+0.025| 7.39+0.033 11.074+0.042 11.44+0.058 6.01+0.062
Esikleme
DPD-Sert| 5.25+0.025| 9.58+0.043) 11.238+0.037 7.61+0.039 | 6.21+0.035%
Esikleme
ADD- 4.19+0.020 7.88+0.022| 12.57+0.025 | 14.37+0.0365.56+0.24
Yumusak
Esikleme
DPD- 4.25+0.021] 9.58+0.043| 11.238+0.037 7.61+0.039 | 5.10+0.035%
Yumusak
Esikleme
Onerilen | 5.16+0.026/ 7.70+0.044] 9.91+0.045 7.47+0.045] 6.01+0.037
ADD ile
Onerilen | 5.00+0.024 7.57+0.045| 9.53+0.041 7.2310.044| 5.86%+0.039
DPD ile
Pure-Let | 4.03+0.0196.40+0.024 8.01+0.027 6.52+0.041] 5.18+0.028

Cizelge 3.3 Gurultt atma yontemlerinin &dastiriimasi.

3.6.2 Onerilen ters evsim yontemi ile ilgili sonuglar

Onerdgimiz ters evgim yonteminde, guriltii atmada en iyi sonucu veren
coif5 ana dalgacik tipi kullanistir. Onerilen yontem der ters evsim
yontemleri ile kagilastiriimistir (Sekil 3.7 ve 3.8).
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Poisson tipi gurdltd icin karsilastirma sonuclari

Onerdgimiz yontem ve SeDDaRa yontemi, kor ters gwmi yontemleri
olmasi nedeni ile PSF bilinmezken, Richardson-LueyWiener yontemlerinde
PSF’in bilindigi kabul edilmitir. Onerdgimiz algoritmada ve SeDDaRa
algoritmasinda yukseko deseri goruntd zitlgini  arttirirken gardltiya de
arttirmaktadir. Bu nedenle en uygungee (0=0.05) alinmgtir. Wiener filtre, iki
farkll K (NSR, noise to signal power ratio, guriitin saret giictine orani) deri
icin kassilastiriimistir. Wiener filtre’de K dgerinin sifir alinmasi ideal ters filtreye
karsilik gelmektedir.

Ideal gorintiler PSF (5x5) ile bulanigialmis ve gorintilere poisson tipi
gurultd eklenmgtir. Bozulmus gorintilere ise kandastirilan yontemler ile ters
evrisim yapiims ve RMSE hata dgrleri hesaplanmtir. Hata dgerleri icin
ortalama dger ve standart sapma, program algoritmalarinin Id¥fa
calistirilmasi sonucu elde edilgtir.
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Bulanik ve kirli goruntt

RMSE: 13,66+0,04

Ters filtre (NSR=0)

RMSE: 158,33+0,437

Wientgitre (NSR=0.01)

RMSE: 20,62+0,124

SeDDARa ¢=0.05 filtre
2X2)

RMSE: 14,34+0,047

Onerilen yontem
(«=0.05)

RMSE: 13,52+0,055

Richardson-Lucy

RMSE: 15,06+0,11

Sekil 3.7 Onerilen ve dier ters evgim yontemlerinin kagilastirilmasi (poisson).

Onerilen ters evgim yontemi ile en az hata elde edilirken, beklghdizere
en fazla hata ters filtre ile elde ediktn.
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Ayni kasilastirma mikroskop goruntisu icinde yapiktm. SonuclarSekil
3.8'de Ozetlenmtir. Mikroskop goruntiisiinde en az hata 6nerilentgiimile elde

edilmigtir.
Bulanik ve | Ters filtre | Wiener
kirli (NSR=0) filtre
goriantl (NSR=0.01)
RMSE | 9,06+0,028 | 163,29+0,4 16,69+0,1
SeDDARa Onerilen Richardson
yontem -Lucy
RMSE | 9,77+0,034 | 8,96+0,039 11,96+0,0

(09

Sekil 3.8 Mikroskop gorintusu igin yontemlerin kdastirilmasi (poisson).

Gauss tipi gurulti icin karsilastirma sonuglari

Onerdgimiz yontem ve dier ters evgim yontemleri, gauss tipi gurdlti igin
karsilastiriimistir (Sekil 3.9 ve 3.10).ideal goriintiiler ewim (PSF5x5) ile
bulanikigtirildiktan sonra gortntulere gauss tipi gurultdeaknistir. Bozulmu
goruntulere ise karastirilan yontemler ile ters ewim yapiimg ve RMSE hata
degerleri hesaplanngiir. Hata dgerleri icin ortalama deer ve standart sapma,
program algoritmalarinin 100 defa gahilmasi sonucu elde edilgtir.

Onerdgimiz yontem ve SeDDaRa icie=0.1 alinmgtir. Ayrica SeDDaRa
yontemi icin medyan filtrenin boyutu 3x3 seciktm. Bu kagilastirmadaa’nin

onceki

kagilastirmadan yuksek alinmasi

zgh arttinirken  gardltayd  de

arttirmaktadir ve bu durum da hatagdenin artmasina neden olmaktadir.

Gauss tipi toplamsal guriltt eklenmesi durumundaritan ters evgim
yontemi ile en az hata elde edilirken, ters filteeen fazla hata elde edilgtir.
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Bulanik ve kirli goruntt

RMSE: 14,1+0,037

Ters filtre (NSR=0)

RMSE: 158,81+0,36

Wiener filtre (NSR=0.01

RMSE: 21,54+0,11

SeDDARa ¢=0.1 ve
filtre 3x3)

RMSE: 35,11+0,031

Onerilen yontemo=0.1)

RMSE: 17,2+0,56

Richardson-Lucy

RMSE: 17,33+0,12

Sekil 3.9 Onerilen yontem ve gir yontemlerin kaslastiriimasi (gauss).
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Ayni kasilastirma mikroskop goéruntisi icin de yapigtm. SonuclarSekil
3.10’da 6zetlenmgtir. En az hata 6nerilen yontem ile elde edskmi

Gurultd: | Bulanik ve | Ters filtre | Wiener filtre
0.001 kirli goruntt | (NSR=0) (NSR=0.01)
RMSE 10,08+0,028 | 18,79+0,07 164,20+0,3
SeDDARa Onerilen Richardson-

yontem Lucy
RMSE 10,93+0,03 9,88+0,032 16,15+0,07

N

Sekil 3.10 Mikroskop goruntusu igin yontemlerin kéastiriimasi (gauss).

Kor ters evrisim icin kar silastirma sonuglari

Onerdgimiz yontem, Lucy-Richardson tabanli yinelemeli kérs evigim
yontemi ile kagilastirildi (Sekil 3.11). Bu yontemde kingicta PSF icin bir
kabulde bulunuluyor ve yinelemeli olarak PSF velgdii tahmini gincelleniyor.
Bu yontemin kritik noktalarindan birisi secilen Pi@fboyutudur.

Karsilastirma

Icin

temiz MRI

goruntusu

(5,5) boyutlu filtrale

bulaniklgtirildi ve 0.001 varyansli giriilti eklendi. Ongidiiz yontem ve kor
RL yontemi ile gorantu iyilgtirildi. Ayni islemler gorintindn (3,3) boyutlu PSF
ile bulaniklgtirildigi durum igin de gerceksérildi.
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Bulanik (5x5) ve| Onerilen yontem Kor RL (PSF 5x5)| Kor RL  (PSH
poisson gurdltdld (a=0.05) mxn)
goruntu

13,65+0,04 13,5+0,06 15,53+1,43 21,35+0,06

Bulanik (3x3) ve| Onerilen yontem Kor RL (PSF 3x3)| Kor RL  (PSH
gauss  guraltdly (a=0.1) mxn)
(0.001) goéruntu

10,044+0,032 15,3+0,049 17,68+4,14 19,31+0,098

Sekil 3.11 Onerilen yontem ve RL tabanli kor tersrigm yonteminin
karsilastiriimasi.

3.6.3 Onerilen kalite 6lcuti ile ilgili sonuglar

Calismamizin Cizelge 3.4 ve 3.5'te Ozetlgidniz sonuclarinda 6nergimiz
goruntl iyiletirme Olgitinun gecerlii gosterilmeye cagtimistir. Onerilen
Olcut, bgka bir calsmada onerilen AQI olcutl ile de kaastiriimistir. Sekil
3.6’'da verilen goruntuler farklh boyutlarda PSF ileulanikigtiriimistir.
Bulaniklgsmanin artmasi ile 6negimiz olcut ve AQI olcutiinin ald@ dezerler
cizelgelerde gosterilnglir. Bu deserler, net gortintiye gore normalize edigmi
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degerlerdir. Cizelge 3.4'de gorllgu Uzere bulaniklama arttikca AQI vesent
Olcatlerinin dgeri azalmaktadir.

o PSF
Test Goruntiler Boyutu AQI Oent
Net 1 1
3 0.5 0.94
Goruntu 1
5 0.42 0.92
9 0.36 0.88
Net 1 1
3 0.23 0.87
Gorunti 2
5 0.02 0.74
9 0.01 0.54
Net 1 1
3 0.2 0.62
Gorintu 3
5 0.05 0.41
9 0.01 0.22
Net 1 1
3 0.22 0.70
Goruntu 4
5 0.06 0.51
9 0.01 0.29
Net 1 1
3 0,23 0,92
Gorantu 5
5 0,14 0,80
9 0,08 0,51

Cizelge 3.4 Onerilen goruntu kalitesi 6l¢itinirasmasi
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o PSF
Test Goruntuler Boyutu AQI Gent
Net 1 1
3 0.34 0.87
Goruntu 6
5 0.13 0.76
9 0.04 0.57
Net 1 1
3 0.35 0.89
Goruntu 7
5 0.14 0.70
9 0.04 0.60
Net 1 1
3 0.18 0.61
Goruntu 8
5 0.06 0.45
9 0.01 0.27

Cizelge 3.4 Onerilen goriintu kalitesi olgltiinirasmasi (devami).

Gurultt  (0.001  varyanslh)
bulaniklgmanin artmasi ile azalgli gbzlenmgtir (Cizelge 3.5). Ancak gurultali
durumda Ol¢utl sinarken goéruntulere gurtltt atghemi uygulanmgtir. Garulti
ile bozulmayi belirleyememesi ol¢utin sinigitlir. Bu nedenle hem gurdltt hem
de bulaniklama ile bozulmayi belirleyen AQI o6lcutu referans tilcolarak

kullaniimistir.

eklengni goruntiulerde
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Test Goruntiler Bzfuiu AQI Oent

3 1 1
Goruntu 1 5 0.5 0.74
9 0.37 0.73

3 1 1
Goruntu 2 5 0.51 0.90
9 0.51 0.71

3 1 1
Goruntu 3 5 0.19 0.67
9 0.03 0.37

3 1 1
Goruntu 4 5 0.55 0.74
9 0.42 0.45

3 1 1
Goruntu 5 5 0.92 0.87
9 0.49 0.56

3 1 1
Goruntu 6 5 0.73 0.88
9 0.02 0.67

3 1 1
Goruntu 7 5 0.17 0.94
9 0.04 0.85

Cizelge 3.5 Onerilen goruntu kalitesi 6lgitinunidiir varken sinanmasi.
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Test Goruntuler Bsfuiu AQI Cent
3 1 1
Goruntu 8 5 0.34 0.76
9 0.02 0.48

Cizelge 3.5 Onerilen goruntu kalitesi 6lgitinunidiir varken sinanmasi
(devami).

Onerdgimiz ters evigim algoritmasinin, konfokal ve iki foton ile
kaydedilen hiicre goruntileri tzerindeki igtieme etkisini gosterebilmek
icin, Onerdgimiz oOlcut ve AQI 6lcutindn iyilgirmeden once ve sonra
aldigl degerler Cizelge 3.6’da dzetlengtir. Olcltlerin degerlerinin artmasi
bize gorunti kalitesinde bir iygérme saladigimizi goéstermektedir.

| Dpalgacik Kaydedilm| Onerdgimiz
Goriantt R B N ters evrgim ile
tini Donsimy Olgit Hicre ilestifilmi
P Tipi Goruntusu| Y omis
durum
AQI 0,0044 0,0197
ADD
<onfokal Gent 0,1528 0,2097
Floresans AQI 0,0044 0,0172
DPD
Gent 0,1528 02117
AQI 0,0029 0,0103
ADD
i1 Foton Gent 0,0866 0,123
Floresans AQI | 0,0029 0,0140
DPD
Gent 0,0866 0,123

Cizelge 3.6 Hucre goruntileri icin gorungilestirme sonuclari.
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3.6.4 Ugc boyutlu gericatma

Uc boyutlu gericatma icin bitiin iki boyutlu goriiei netlgtiriimis ve
temizlenmgtir. ImageJ Volume Viewer ile ¢ boyutlu goranttuglrulmustur.
Sekil 3.12’de ise goruntulerin xy ve belirli bir aggin  kesitleri verilmgtir.
Kaydedilen hicre goruntisfekil 3.12a’da, ters ewim isleminden sonraki
goruntd iseSekil 3.12b’de verilmgtir.

a) b)

Sekil 3.12 Ug boyutlu olgturulmus goriintiden alinan kesitler. a. Kaydedilen
hiicre goruntisi b. Ters eym uygulandiktan sonra elde edilen igtielmis
gorunta.
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4. TARTI SMA

Calismamizin deneysel kisminda; konfokal floresans vdoifon floresans
mikroskopi yontemleri kullanilarak floresans proder ile isaretlenmg kanser
hiicreleri incelenmgtir. ECM taklitleri de konfokal yansima ve SHG nokkopi
yontemleri ile incelenngtir.

Batin incelenen ECM taklitleri (jeller)saretsiz durumda da kontrast
sglayarak, jellerin icindeki bguklarin belirlenebilmesine imkan vergterdir.
Gozlemlerimiz; Agarose’un uzun bir optik derigdi izin vermesinden, iyi bir
yansima kontrasti §lmasindan ve cok az otofloresans sergilemesindéyid
optik incelemelerde kullagh bir ekilme ortami oldgunu géstermsiir. Bu durum,
blyuk olasilikla goreceli olarak sacilma kesitirkiigciik olmasindan ve temel
olarak ileri ve geri yonde gercekin izotropik olmayan saciimadan
kaynaklanmaktadir. Yani saciima ve zayiflama et&ldukca dgik olmaktadir,
ancak bu etki olgursa da geriye, dedektérego olmaktadir. Matrigel ve fibrin,
kollajen ve agarose’a gore yuksek otofloresansegdierinden dolayi, zayif
floroforlarin goriantilenmesinde tercih edilmeleygun deildir. Ayrica fibrin
yuksek sinyal zayiflamasi gostererek gorantilemel®Qum’nin  altina
sinirlamaktadir. ECM ile huicresel etkilmlerin isaretsiz goérintilenmesinde
kollajen 1 temelli hidrojeller idealdir. Cinkl same dgal bir mikro-ortam
sgilamakla kalmaz ayni zamanda konfokal yansima ve §ét@ntilemede, 1mm
veya daha fazla bir aralik icinde iyi bir kontrasglarlar.

Cift renkli isaretlenmg hicrelerin gérintilenmesinde iki foton yonteminin
konfokal'a gore eGFP icin yaklk 18Qum’de, DsRed2 icin 320m’de sinyal
siddeti acisindan iki kat bir getirisi oldu go6zlenmgtir. Sacilmanin artan
dalgaboyu ile azalmasi ve iki foton yonteminde 380we 1300nm argiinda
saciimanin dier etkenlere (6rrgn su s@urmasi) gore baskin oldu gézinine
alinirsa (Kobat, et al., 2009), iki foton ve konébkuyartim dalgaboylari
arasindaki farkin artmasinin iki foton yonteminiatigsini arttirmasi beklenir.
Calsmamizda, eGFP’nin goriantilenmesinde iki foton venf@kal arasindaki
uyartim dalgaboyu farki yaklk 400nm, DsRed?2 ic¢in bu fark 200nm’dir. Bu
durum, iki foton yontemi ile eGFP icin 1@@’de iki kat sinyal getirisi tespit
edilirken DsRed2 icin bu derinlikte getirinin dahza olmasini aciklamaktadir.

Cift renkli isaretlenmg htcrelerin d@al ¢ boyutlu bir ortamda
goruntilenmesinde, DsRed2'nin iki foton ile uyanmaa, konfokal
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goruntilemeye gére 6nemli Olclide fotobeyazlamayarteakarmaktadir. B&a
calismalarda iki foton icin dalgaboyunu OPO ile 1120nen’yensleterek
fotobeyazlamanin  azaltilabilegie go6sterilmiti.  Ancak  calgsmalarimiz,
DsRed2'nin iki foton uyartimindan kaynaklanan faghzlamasinin, konfokal
goruntilemeden kaynaklanan fotobeyazlamasindan [onéhglde yiksek
kaldigini gostermektedir. Bazi atamacilar (Patterson & Piston, 2000) iki foton
soggurmanin yanisira, iki foton floresans goéruntilemea¢ foton sireclerini de
icerebilecgini 6ne surmélerdir. Fotobeyazlama oranlarinda g6zlemgediz
farkhliklara dayanarak, UV-C bandinda ¢ fotogwmnanin bu oranlari arttirgh
ortaya cikmaktadir. eGFP, DsRed2 gibi iki foton igartimda daha fazla
fotobeyazlama sergilegtir, ancak bu ¢ok daha kicuk miktardadir. eGFP1ign
foton s@urma spektrumunun UV-C bandisohda oldgu gdzéntine alinginda,
DsRed2’'nin 720nm (U¢ foton gorma 240nm) ve 760nm (lU¢ foton gsoma
253nm)’de gorintilenmesinin neden eGFP’den dahda f&atobeyazlamaya
maruz kaldg anlgiimaktadir. Beklenildii gibi iki foton floresans ile
goruntilemede duzlem gl fotobeyazlama en az seviyededir. Konfokal
goruntilemede ise ayrica duzlem sidifotobeyazlama okwur. DsRed2'yi
goruntulerken, konfokal goruntilemede DsRed2 fogyakmasinin, iki foton
fotobeyazlamasina yaklabilmesi icin, cok fazla sayida gmin olctlimesi
gerekmektedir. eGFP'nin iki foton floresans ile ligyutlu goérunttilenmesi daha
fazla nufuz derinfii ve fotobeyazlamasinin konfokal gortintilemeden gokazla
olmasi nedeniyle idealdir.

Goruntd iyilestirme icin yeni bir ters ewim yontemi ve referans
goruntandn bilinmegi durumlarda gorunti iyikgirmesini dgerlendirebilmek
icin bir 6lcut 6nerilmgtir. Bu noktalar ile ilgili olaraksunlari belirtebiliriz:

* Fourier DOngumu tabanh SeDDara yonteminin Dalgacik Dgimiit
kullanilarak diizenlenmesi daha az hata vgrmi

 Daha o6nce farkli goruntilere uygulan SeDDara yomtemDalgacik
DOnGsUmU tabanli dizenlengihalinin konfokal mikroskop goéruntileri
gibi floresans goéruntileme yontemlerinde uygulalealgi gosterilmitir.

e Bu wuygulama icin Dalgacik Paket Ddainid, Ayrik Dalgacik
Donilsiminden daha az hata vegtini
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« Incelenen 6rneklem cercevesinde entropi tabanliekalgutinin referans
goruntandn  bilinmedii gercek durumlarda gorunti netiemesini
degerlendirmek icin kullanilabilegg gosterilmitir.

Konfokal ve iki foton goruntilemede nifuz derfinhi; sadece sinyal
zayiflamasi dgil ayni zamanda artan derinlikle kontrastin ve g¢iaiiigin
azalmasi da sinirlamaktadir. Deneyselsgailarimizda bu nokta ele alinmatm.
Bir diger nokta da; iki foton goruntilemenin konfokal gittillemeye gore
oldukca pahali olmasidir. Bu nedenle farkli spektta floresans yapan
proteinlerin her iki yéntem icin de gerlendirilmesi argtirmacilara ekonomik bir
tercih yapabilmeleri icin fikir verebilecektir.

Onerdgimiz ters evrim algoritmasinin yinelemeli olarak ggliilmesi
gorunti netlgtirmesini arttirmada daha etkili olabilir. Yontemirgltl atmada
diger yontemlere gore etkili olsa da daha fazla gttiee yapmasi gerekmektedir.
Baska bir calgmanin konusu olabilecek ghr bir husus da; 6negdimiz goéruntu
lyilestirme o6lcutiinin sadece bulanigdaa deil gurdltt ile bozulmaya da hassas
olmasi sglanmalidir. Her ne kadar literatirdeki benzer d&ginn de ceitli
sinirhliklar bulunsa da goérunttleri siniflandirdgcttiin belirli bir goranta tard
icin her iki bozucu etkiyi algilayabilmesi@anabilir.
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