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Hiicre sayimi1 ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi teshiste, tedavinin takibinde ve bilimsel
arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Akis sitometrisi hiicreleri otomatik olarak sayan ve
konsantrasyonlarini belirleyen standart bir yontemdir. Arastirma amagh ve klinik teshiste
yaygin olarak kullanilmaktadir. Klasik akis sitometrisi hiicreleri goriintiilemeden, 1s1k
sacilimi, gecisi ve emilimi ilkelerine dayanarak sayar. Cihaz biiyiik, hantal ve pahalidir
ayrica oldukca gelismis bir optik Ol¢iim yontemi olmasi nedeniyle yerinde teshis
uygulamalari i¢in uygun degildir. Erken teshis ve tedavinin hizlanmasi igin yerinde teshis
onemlidir. Ayrica kaynak kisith bolgelerde gelismis laboratuvarlar olamayabilecegi igin
yerinde teshis yapabilen cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicrelerin iisten aydinlatilmasiyla
gblge goriintiilerinin bir mikro akiskan i¢inde elde edilmesine mikroskobik gdlge

goriintiileme denir. Bu yontem genis alan lensiz bir goriintiileme sistemidir.

Bu tez calismasinda akis sitometirisi kanalina benzer bir mikro kanal diizenegi ve hiicreler
akis halindeyken mikro kanal i¢inde gélge goriintiileme yontemiyle gériintiileyen bir genis
alan mikroskop sistemi tasarlanmistir ve lretilmistir. Elde edilen goriintiilerden otomatik
hiicre saymmini gergeklestiren Hough Dontlistimii teknigine dayanan bir yazilim da
tretilmistir. Sistem kiiciikk ve performansi diisiik bir masa istii bilgisayarla rahatlikla
caligmaktadir, boyutlart 15cmx15cmx30cm’dir. Tiim tasarim yaklagik 1500 Avro’ya mal
olmustur, prototip i¢in kullanilan gelismis kamera ve 151k sistemi i¢in uygun maliyetli
coztiimler onerildiginde 200 Avro’ya kadar maliyet azaltilabilir. Sistem 40 ul soliisyondaki
1666 hiicreyi 1 saniyede sayabilmektedir. Sistem %487,75 hassaslik oranina ve %77,77
Ozgiilliik oranina sahiptir. Akis sitometrisinin yerinde teshiste kullanilabilmesi toplumsal ve

ekonomik yarar getirebilir.



ABSTRACT

Determination of number of cells and concentrations are frequently used in diagnosis,
treatment follow-up and scientific research. Flow cytometry is a standard method that
automatically counts cells and determines their concentrations. It is widely used for research
purposes and clinical diagnosis. Classical flow cytometry counts cells without imaging them,
it’s counting idea is based on the principles of light scattering, transmission, and absorption.
The device is large, bulky and expensive, and is not suitable for point of care diagnostic
applications due to its highly advanced optical measurement method. Point of care diagnosis
is important for early diagnosis and faster treatment. In addition, since there may not be
developed laboratories in resource-restricted settlements, devices that can make point of care
diagnosis are needed. Obtaining shadow images in a microfluidic channel by illuminating
the cells from top is called microscopic shadow imaging. This method is a wide field lensless

imaging system.

In this thesis, a micro-channel setup similar to flow cytometry channel and a wide-field
microscope system that displays cells in the micro-channel with shadow imaging method
was designed and produced. A software based on the Hough Transform technique that
performs automatic cell counting from the images obtained was also produced. The system
works practically with a small and low performance laptop computer, the decive dimensions
are 15cmx15cmx30cm. The entire design cost about 1500 Euros, when cost-effective
solutions are offered for the advanced camera and light system used for the prototype, the
cost can be reduced to 200 Euros. The system can count 1666 cells in 40 ul of solution in a
second. The system has 87.75% sensitivity and 77.77% specificity. The ability to use flow
cytometry in point of care diagnosis can bring social and economic benefits.
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1. GIRIS

1.1.Akis Sitometrisi

Sitometri, hiicrelerin fiziksel ve / veya kimyasal 6zelliklerinin, kabaca ayni biiytikliik
araligindaki diger biyolojik veya biyolojik olmayan pargaciklarin 6l¢iildiigii bir islemdir.
Akis sitometrisinde, Ol¢limler, hiicreler veya partikiiller bir sivi akiminda bir 6lgiim
aparatindan gecerken yapilir. Hiicre siralayici veya akis siralayici olarak da bilinen bu 6l¢iim
aparati, kullanici tarafindan segilen bir deger araligina diisen Olgiilen 6zelliklere sahip
hiicreleri (veya diger kiiciik pargaciklart) yonlendirmek ve toplamak i¢in elektriksel ve / veya

mekanik araclar kullanan bir pargadir.

Genelde sitometri siirecini harekete gecirmek igin gerekli kritik unsur, bir hiicre
ornegi hakkinda bilgi almak ve siniflandirma durumunda ilgili hiicreleri numuneden
cikarmakla ilgilenen bir insandir. En temel diizeyde, bir sitometre, hiicrelerin "girdi" ve
sayilarin "¢ikt1" oldugu bir "black box" olarak diisiiniilebilir; bir hiicre siralayicisinin ¢iktilari

hem sayilar1 hem de hiicreleri igerecektir [1].

Tarihsel olarak, gelistirilen ilk akis sitometrisi, yalnizca hiicrelerin boyutunu
algilayan tek parametreli bir cthazdi. Su anda, 14 parametreyi eszamanli olarak tespit etme
yetenegi ile oldukg¢a karmasik araglar gelismistir. Akis sitometrisi, tek bir hiicrenin veya bir
stvi akigindaki mikroorganizmalar, cekirdekler ve kromozom preparatlart gibi diger
partikiillerin bir 151k kaynagindan gecerken optik ve floresan 6zelliklerini 6lgme yetenegine
sahiptir. Antikorlardan veya boyalardan tiiretilen hiicrelerin boyutu, tanecikligi ve floresan
ozellikleri de hiicreleri analiz etmek ve farklilastirmak i¢in kullanilan parametrelerin
ornekleridir. Akis sitometrisinin altinda yatan ilke, hareketli parcaciklara ¢arpan uyarma
kaynagindan (genellikle bir lazer 1511) gelen 151k olarak ortaya cikan 1sik sacilmasi ve
floresan emisyonuyla ilgilidir. Elde edilen veriler, parcaciklarin biyokimyasal, biyofiziksel
ve molekiiler yonleri hakkinda degerli bilgiler verebilir. Isik sacilmasi, hiicrenin yapisal ve
morfolojik 6zellikleriyle dogrudan iliskiliyken, bir floresan probundan tiiretilen floresan

emisyonu, hiicreye veya hiicresel bilesene bagl floresan prob miktar ile orantilidir.

Smiflandirmali ve simiflandirmasiz olarak adlandirilan iki farkli akis sitometrisi
vardir. Siniflandirmasiz tip, 151tk sagilimi ve floresan emisyonu gergeklestirebilirken,

siiflandirmali tip de pargaciklart siniflandirma yetenegine sahiptir. Floresan aktive hiicre



simiflandiricilar (FACS), karisik bir hiicre popiilasyonundan floresan etiketli hiicreleri

ayirma kapasitesine sahip akis sitometreleridir.

Akis sitometrelerinin ve hiicre simiflandiricilarinin  ana bilesenleri temelde
akigkanlar, optikler (uyarma ve toplama), bir elektronik ag (detektorler) ve bir bilgisayardir.
Akiskanlar, sivi igeren partikiillerin odaklanmis 151k kaynagina yoOnlendirilmesinden
sorumludur. Uyarma optigi, 1s1k kaynagini hiicrelere / partikiillere odaklarken, toplama
optigi, partikiiliin 151k sag¢ilimini veya floresan 151811 bir elektronik aga iletir. Elektronik ag,
sinyali algilar ve sinyalleri 151k yogunluguyla orantili bir dijital veriye doniistiiriir ve

bilgisayarin ayrica verileri analiz etmesi gerekir.

Akis sitometrisi, membran, sitoplazmik ve niikleer antijenlerin tespitine dayanan
cesitli uygulamalarda kullanilir. Ek olarak, organeller, c¢ekirdekler, DNA, RNA,
kromozomlar, sitokinler, hormonlar ve protein igerigi gibi tam hiicreler ve hiicresel
bilesenler de akis sitometrisi ile arastirilabilir. Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dongiisii analizi,
kalsiyum akisi ve membran potansiyellerinin dl¢limleri, akis sitometrisi i¢in gelistirilen
yontemlerin yaygin olarak kullanilan 6rnekleridir. Sekil 1.1°de klasik akig sitometrisinin

sematik gosterimi gosterilmistir [2].
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Sekil 1.1 Akis Sitometrisinin Temel Calisma Prensibi [2]

Tiim sitometri bigimleri, akiskanlar, optikler ve elektronikler de dahil olmak tizere
temel fizik yasalarina baglhdir. Akis sitometrisi, bir lazer (uyarilmis radyasyon emisyonu ile
151k amplifikasyonu) / bir algilama alanindan gegen 151k huzmesi araciligiyla bir s1v1 akisinda
hareket ederken hiicreleri veya parcaciklari algilamak igin bir sistemdir. Mikroskobik
partikiillerin nispi 151k sagilim1 ve rengi ayirt eden fliioresansi dl¢iiliir. Hiicrelerin analizi ve
farklilagsmasi, boyuta, taneciklilie ve hiicrenin antikor veya boya formunda floresan
molekiiller tasiy1p tasimadigina baglidir. Hiicre lazer 1sininin i¢inden gecerken 151k her yone
dagilir ve ileri yonde diisiik acilarda (0,5-10 °) eksenden sagilan 1s1k kiirenin yarigapinin
karesiyle orantilidir ve boylece hiicre veya pargacigin boyutuna gore yorum yapilabilir. Isik
hiicreye girebilir ve ¢ekirdek ve hiicrenin diger igerikleri tarafindan yansitilabilir veya
kirilabilir; bu nedenle 90° 151k (dik ag1li, yan) dagilim hiicrenin tanecikligi ile orantili olarak
kabul edilebilir. Hiicreler, florokrom bagli antikorlarla etiketlenebilir veya floresan
membran, sitoplazmik veya niikleer boyalarla boyanabilir. Bu nedenle, hiicre tiplerinin

farklilagsmasi, membran reseptorlerinin ve antijenlerinin varligi, membran potansiyeli, pH,



enzim aktivitesi ve DNA igerigi gibi Ol¢limler yapilabilir. Sekil 1.2°de klasik akis

sitometrisin elektronik bilesenleri ile birlikte gosterilmistir [3].
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Sekil 1.2 Bir Akis Sitometrisi Sisteminin Elektronik Bilesenleri ile Birlikte Sematik

Gosterimi [3]

Akis sitometrisi, tek hiicrelerin birden ¢ok 6zelliginin hizli analizini saglar. Elde
edilen bilgiler hem nitel hem de niceldir. Ge¢miste akis sitometreleri yalnizca daha biiyiik
akademik merkezlerde bulunurken, teknolojideki ilerlemeler artik toplum hastanelerinin bu
yontemi kullanmasini miimkiin kilmaktadir. Cagdas akis sitometreleri ¢ok daha kiigiik, daha
ucuz, daha kullanici dostudur ve yiiksek hacimli islemler i¢in ¢ok uygundur. Akis
sitometrisi, tam kan, kemik iligi, ser6z bosluk sivilari, beyin omurilik sivisi, idrar ve kati
dokular dahil olmak {izere ¢esitli numunelerin immiinofenotiplendirilmesi i¢in kullanilir.
Olgiilebilen 6zellikler arasinda hiicre boyutu, sitoplazmik karmasiklik, DNA veya RNA
icerigi ve c¢ok cesitli zara bagli ve hiicre i¢i proteinler bulunur. Bu derleme, akis
sitometrisinin temel ilkelerini aciklayacak ve hematolojiye yonelik bazi uygulamalara genel

bir bakis saglayacaktir [4].

Floresan boyalar, DNA veya RNA gibi farkli hiicresel bilesenlere baglanabilir veya

bunlarla araya girebilir. Ek olarak, floresan boyalara konjuge edilmis antikorlar, hiicre zarlar1

4



tizerindeki veya hiicrelerin i¢indeki spesifik proteinleri baglayabilir. Etiketli hiicreler bir 151k
kaynagi tarafindan gegcirildiginde, fliioresan molekiilleri daha yiiksek bir enerji durumuna
uyarilir. Dinlenme durumlarina dondiiklerinde, florokromlar daha ytiiksek dalga boylarinda
151k enerjisi yayarlar. Her biri benzer uyarma dalga boylarina ve farkli emisyon dalga
boylarina (veya "renklere") sahip birden fazla florokromun kullanilmasi, birka¢ hiicre
ozelliginin ayn1 anda Ol¢lilmesine izin verir. Yaygin olarak kullanilan boyalar arasinda
propidyum iyodiir, fikoeritrin ve floresan bulunur, ancak bir¢ok baska boya da mevcuttur.
Dahili floresans rezonans enerji transferine sahip tandem boyalar daha da uzun dalga boylar1

ve daha fazla renk olusturabilir.

Bir akis sitometresinin i¢inde, slispansiyon halindeki hiicreler, laminer akis olusturan
cevreleyen izotonik sivi kilifi tarafindan olusturulan bir akima c¢ekilir ve hiicrelerin bir
sorgulama noktasindan ayr1 ayr1 gegmesine izin verir. Sorgulama noktasinda, genellikle bir
lazerden gelen monokromatik bir 151k demeti hiicrelerle kesisir. Yayilan 11k her yonden
verilir ve 15181 belirli dalga boyu bantlarini izole eden bir dizi filtre ve dikroik aynaya
yonlendiren optikler araciligiyla toplanir. Isik sinyalleri, fotocogaltict tiipler tarafindan
algilanir ve bilgisayar analizi i¢in sayisallastirilir. Ortaya ¢ikan bilgiler genellikle histogram
veya iki boyutlu nokta-grafik formatlarinda goriintiilenir. Sekil 1.3’te birden ¢ok boyanin

bulundugu sitometri sistemi gosterilmistir [5-7].
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Sekil 1.3 Birden Cok Boyanin Bulundugu Sitometri Sisteminin Sematigi [4]

1.2.Mikro Akiskan Kanal Tasarim

Mikro akiskan teknolojisi, son yillarda hizla gelismistir ve biyolojik bilimlerde ¢ok
yonlii uygulama sunmaktadir. Yiiksek analitik verim, artirilmis duyarlilik, gelismis analitik
performans, ¢cogullama yoluyla kolay paralellestirme, azaltilmis reaktif hacimlerini idare
etme ve isleme yetenegi dahil olmak {izere sistem minyatiirlestirmesinin sagladig: farkli

avantajlardan dolay1 mikro akiskan sistemleri ortaya ¢ikti.

Ilag gelistirme, klinik &ncesi testler ve klinik denemeler gibi birkag ana ve ara siireci
igerir. Farmasotik analiz, tiim bu siireglerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu karmasik siire¢, zaman tiiketimi, diisiik verim ve maliyet gibi 6nemli sorunlardan
kaynaklanan bazi zorluklarla kars1 karstyadir. Bir minyatiirlestirme teknolojisi olarak mikro
akigkan sistemler, hassasiyet ve otomasyon kaybi olmadan es zamanli olarak analitik
verimlilik ve yiiksek {iretim kapasitesi saglayabilir. [lag uygulama siirecinde, mikro akiskan
teknolojisi sadece ilag kesfinin terapid taramasi ve analizi i¢in giiclii bir ara¢ olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda minyatiirlestirilmis cihazlar1 sayesinde maliyetleri ve reaktif
titkketimini diigiirtir. Mikro akiskan ¢ip cihazinin hacmi minimumdur ve bir¢ok islev birkag
santimetrelik bir ¢ip iizerine entegre edilebilir. Cipin i¢ boyutlart mikrometreden

milimetreye kadar degisir, bu nedenle numunelerin ve reaktiflerin tiiketimi nano litre ve piko



litre seviyelerindedir. Cok kanall1 ve dizi tasarimlari, eleme hizin1 yiizlerce kat artirabilen ve

maliyetleri diisiirebilen yiiksek verim elde edilmesini saglar.

1990'larin basindaki 6ncii gelismeden bu yana, mikro akiskan teknolojisi, kimyasal
sentez, proteomik, tek hiicreli analiz, doku miihendisligi, yiiksek verimli tarama, ¢evre dahil
olmak iizere ¢esitli arastirma alanlarinda uygulanmistir. Bu tiir platformlar biyolojik
siireclere yeni bakis agilar1 saglar ve yeni farmasotik analizlerin verimli ve hizli bir sekilde
tiretilmesini saglar. Mikro akiskan cihazlar, yalnizca yer tasarrufu ve kit / pahali malzemeler

icin degil, ayn1 zamanda minyatiirlestirme ve ¢esitli ek tistlinliikler sundugu i¢in avantajlidir

[8-12].

Mikroakigkanlar, en az bir boyutu (6rnegin kanal derinligi, genisligi veya cap1) 1
mm'den kiigiik olan mikro kanallardaki akiskanlar1 isleme bilim ve teknolojisidir. Mevcut
mikroakigkan teknolojinin ilk uygulamalar1 arasinda, mikroakiskan cihazlarin ¢ok kiiciik
hacimlerde numune ve reaktifler kullanmas1 nedeniyle kisa siirede analiz yapmak i¢in
harekete gegirilen kan reolojisi ve kimyasal analiz bulunmaktadir, kisa diflizyon mesafeleri
ve proses entegrasyonu sayesinde yiiksek kompaktlik seviyeleri elde etmek, 1980'lerde
baslayan silikon mikrofabrikasyon teknolojisindeki hizli ilerleme, bu silikon bazli mikro
akigkan cihazlarin gelistirilmesini saglamistir. Saydam polidimetilsiloksan (PDMS)
elastomer kullanilarak yeni bir dizi mikroakigkan cihaz {iretilmistir. Mikroakigskan cihaz
(ayn1 zamanda bir ¢ip tizerinde laboratuar cihazi olarak da adlandirilir), tek bir {inite islemine
(6rnegin, karistirma, ayirma, damlacik olusturma, partikiill manipiilasyonu, 1sitma ve

algilama) izin verir veya birden fazla linite islemi igerir [1-8].

Mikroakiskan teknolojisi, hizla biiyliyen disiplinler arasi bir alandir ve son yirmi
yilda akiskan fiziginden biyotipa kadar genis bir alan yelpazesinde biiyiik ilgi gérmiistiir.
Mikroakiskan cihazlarin timit verici uygulamalari arasinda ilag kesfi, ilag gelistirme ve ilag

sentezi de bulunmaktadir [13].

Cogu mikro akigskan sistem, cam ve plastik substratlar iizerinde imal edilmistir.
Mikro sistemlerde kullanilan cam yiizeyler iizerindeki ilk ¢aligma, analitik yeteneklerini
basartyla goOstermistir. Yine de cam flretim siirecleri zaman alicidir ve ortaya c¢ikan
mikrogipler genellikle uygun maliyetli bir sekilde tek kullanimlik cihazlar olarak kullanim
icin pahalidir. Polimerler ise aksine, mikro akigskan sistemlerin toplu iiretimi i¢in substrat

malzemeleri olarak cama uygun, diisiik maliyetli bir alternatif sunar.



Plastik cihazlar olusturmak i¢in kullanilan {iretim siire¢leri, cam igin kullanilanlardan
onemli 6l¢iide daha diigiik maliyetlerle cihaz yeniden iiretilebilirligini saglayan dokiim,
kabartma veya enjeksiyonla kaliplama gibi yontemlere dayanmaktadir. Bu avantajlar,
"sahada" veya "bakim noktasi" uygulamalarinda tek kullanimlik cihazlar iiretmek igin
polimerik ¢ipleri ¢ok daha uygun hale getirir. Polimetilmetakrilat (PMMA) bazl
mikroakigkan sistemlerin performans 6zelliklerini agiklayan cesitli ¢alismalar mevcuttur.
PMMA, yaygin plastik malzemeler arasinda en az hidrofobik olandir ve polidimetil-siloksan
(PDMS) “in sinirh stabilitesine kiyasla iyi bir hidrolitik stabilite gosterir. Ayni zamanda son

derece ucuz bir substrat malzemesidir [14-16].

1.3.Golge Goriintiilleme

Tam kan sayimi (CBC), patoloji laboratuvarlarinda temel ve Onemli bir tani
prosediiriidiir. Bir CBC tarafindan belirlenen kirmizi kan hiicresi (RBC) konsantrasyonu,
beyaz kan hiicresi (WBC) konsantrasyonu ve WBC alt popiilasyonlarinin (nétrofiller,
lenfositler ve monositler) yiizdeleri, belirli bir hastalik veya bozukluga karsilik gelen ana
parametrelerdir. Tam kan sayimi (CBC) geleneksel olarak, geleneksel bir optik mikroskop
altinda 100 pm derinliginde bir oda olusturan dikddrtgen bir girintiye sahip mikroskobik bir
cam slayt iceren bir hiicre sayimi i¢in tasarlanmis bir hemositometre ile gerceklestirilir.
Hemositometri, hiicrelerin tanimlanmasi ve sayilmasi elle yapildigindan zaman alan bir
stirectir. Aksine, empedans veya akigsitometri tabanli otomatik elektrik veya optik hiicre

sayma yaklasimlari hizli ve dogru sonuglar saglar [17-19].

Mikroakiskan teknolojisi ile minyatiirlestirilmis tim bu optik ve elektrik sitometri
cihazlar1 nispeten diisiik maliyetlidir ve geleneksel otomatik hiicre analizérlerinden (yani
akis sitometreleri veya Coulter sayaglarindan) daha kiigiiktiir. Bununla birlikte, bunlarin
tiim, bir siringa pompasi gibi bagimsiz bir sivi akis kaynagi gerektiren ve tasiabilir bir
toplam analiz sisteminde kolayca minyatiirlestirilemeyen hidrodinamik sistemlerdir. Sekil

1.4°te golge goriintiileme sisteminin temel bilesenleri gosterilmistir.



Sekil 1.4 (a) Lenssiz gdlge goriintiileme sisteminin sematik diyagrami. (b)Cihazin dig

goriiniimii. (c) Onerilen platformun basitligini gdsteren cihazin dahili goriiniimii. [23]

Kompakt ve diisiik maliyetli, lens icermeyen tamamlayic1 metal oksit yar1 iletken
(CMOS) goriintii sensoriiyle donatilmis bu cihaz, geleneksel mikroskopide oldugu gibi
herhangi bir lens veya mekanik bir sahne gerektirmez. Lenssiz gélge goriintiileme
tekniginde, bir ¢ipin icerdigi biyolojik hiicreler veya mikro nesneler, dogrudan CMOS
goriintii sensorli ylizeyinin listiine konumlandirilir ve ¢ip, hiicrelerin golge modellerini
olusturmak i¢in kismen uyumlu bir 151k kaynagi ile aydinlatilir veya mikro nesneler.
Olusturulan golge desenleri (yani kirinim desenleri) daha sonra CMOS goriintii sensorii
tarafindan yakalanir ve hiicre bilgisini ¢ikarmak icin 6zel olarak gelistirilmis bir algoritma
ile islenir. Daha 6nce bahsedilen hidrodinamik hiicre analizi platformlarinin aksine, bu, test
edilen tiim hiicrelerin veya mikro nesnelerin hiicre ¢ipinde hareket etmedigi bir hidrostatik
hiicre analizi yaklagimidir. Lenssiz goriintiilemenin (yani odaklanma prosediirii olmadan)
genisletilmis goriis alan1 nedeniyle, Hiicreler veya mikro nesnelerin hepsi paralel olarak
karakterize edilir ve cihaza ultra yiiksek verim saglar. Bu teknigi kullanarak, tek bir

ornekteki benzer biiylikliikteki farkli mikro nesnelerin goélge desenleri basariyla



farklilagtirllmistir. Sekil 1.5’te ve Sekil 1.6’da golge goriintiileme sistemi ile elde edilmis
hiicre gorlintiileri gosterilmistir [19-23].

Sekil 1.5 Gélge Goriintilleme Teknigi ile Elde Edilmis Ornek Bir Gériintii [23]

Sekil 1.6 Golge Gortintiileme Teknigi ile Elde Edilmis Farkli Hiicre Goriintiileri [23]



Bu teknik, heterojen bir ¢ozeltide hiicre tespiti ve farklilagmasi, kan hiicresi sayimi1
ve siirekli hiicre proliferasyonu ve canlilik testi dahil olmak iizere kompakt ve uygun
maliyetli bir hiicre izleme uygulamalarini miimkiin kilmistir. Ek olarak, bu basit ve ¢ok
yonlii platform, hemoglobin veya antikor gibi molekiillerin dogru tespitini de saglayabilir.
Ayarlanabilir monokromatik aydinlatma ile birlikte, ¢esitli hiicre tipleri i¢in ¢ok renkli gdlge
goriintiileme yaklasimi da gelistirilmistir ve bir ¢ip lizerinde heterojen bir ¢ozeltinin yliksek
verimli karakterizasyonuna uygulanmistir. Hesaplamali optikle gii¢lendirilen bu kompakt,
hafif ve uygun maliyetli platform, lenssiz mikroskopiye doniistiirtilebilir, hiicre biyolojisi ve
teshis icin yeni bir aractir. Tomografi ve piksel siiper ¢oziliniirlikk teknikleriyle birlestiginde
bu giiclii teknik, bir hiicredeki sitma parazitlerini, nano partikiilleri ve insan sperm

hiicrelerinin sarmal ydriingelerini tespit etmek i¢in bile uygulanabilir [24].

1.4.Goriintii isleme ile Hiicre Belirleme

Hiicrelerin analizi i¢in bilgisayarlarin ilk kullanimlar1 yarim ytizyildan daha eskilere
dayaniyor. Halihazirda 1950'lerin ortalarinda, rahim agzi kanseri i¢in toplu taramayi
miimkiin kilmak amaciyla, pul pul dokiilmiis hiicrelerin smearlarinin siniflandirilmasini
otomatiklestirmek i¢in sistemler gelistirildi. Bu sistemler, bir numunenin seri tek boyutlu (1-
D) mikroskobik ¢izgi taramalarina esikleme tabanl karar kurallar1 uyguladi. 1960'1ar, basit
kolorimetrik ve morfolojik dl¢iimlere dayanan ana siiflarina gére beyaz kan hiicrelerinin
(I6kositler) diferansiyel sayimi amaciyla iki boyutlu (2-D) goriintiilerin otomatik olarak
islenmesinin ilk 6rneklerine tanik oldu. Bu rutin klinik testi gergeklestirmek i¢in kullanilan
ticari sistemler, 1970'lerin ortalarinda piyasaya ¢ikt1 ve hatta 6nceki hiicrenin goriintiisiinii
analiz ederken, mevcut hiicrenin goriintiisiinii yakalarken ve aym1 zamanda yerini tespit
etmek i¢in birden fazla bilgisayar devresi i¢eriyordu. drnekteki bir sonraki hiicre. Bunlar
ayni zamanda, ndronal hiicrelerin izlenmesi ve morfolojik analizi i¢in ilk bilgisayar destekli
mikroskoplarin gelistirildigi dénemlerdir. 1980'lerde konfokal mikroskop sistemlerinin
ortaya cikisi, li¢ boyutlu (3-D) hiicre goriintii analizinin kapisini agti. Ancak, bilgisayarlarin
3 boyutlu verileri, hatta histopatolojideki gibi karmagsik 2 boyutlu verileri isleyecek kadar
giiclii hale geldigi 1990'lara kadar, goriintii isleme ve bilgisayarla gérme topluluklar
gercekten zorlugu iistlenmeye basladi. Hiicre analizi i¢in otomatik goriintii segmentasyonu,
verilerin bilylik degiskenligi ve karmasiklig1 nedeniyle genellikle biiyiik bir sorundur [25-
29].
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1.4.1.Yogunluk Esigi

Hiicre segmentasyonuna yonelik ilk ve hala en ¢ok kullanilan yaklasimlardan biri
yogunluk esigidir. Altta yatan varsayim, hiicrelerin arka plandan 6nemli dl¢iide ve tutarli bir
sekilde farkli yogunluklara sahip oldugudur, bu durumda sabit bir esik yeterli olacaktir veya
yerel olarak uyarlanabilir esikleme gerektirecektir. Otomatik esik secimine yoOnelik
yaklasimlar, genellikle histogram kullanilarak global veya yerel goriintii yogunluklarinin
istatistiksel analizine dayanir. Bununla birlikte, pratikte, temel varsayim siklikla ihlal edilir
ve tek basina esikleme, zayif bolimleme sonuclari iiretir. Hi¢ degilse, ¢ogu hiicre

segmentasyon yontemi esiklemeyi yalnizca boru hattinda ilk adim olarak uygular [30].

1.4.2. Nitelik Belirleme

Hiicreler, mutlak yogunluklarindan ziyade, dogrusal goriintii filtreleme kullanilarak
kolayca tespit edilebilen yogunluktan tiiretilen 6zelliklere gore bolimlere ayrilabilir.
Omnegin, diisiik bilyiitme oranlarinda, hiicreler kompakt pargaciklara benzer ve Gaussian
veya Laplacian-of-Gauss filtresi gibi bir damla detektorii kullanilarak bulunabilir. Daha
yiiksek biiyiitmelerde hiicreler daha biiyiik bolgeler olarak goriiniir, ancak sekilleri nispeten
degismezse, gorlintiilerden 6zel bir filtre sablonu tiiretilebilir. Alternatif olarak, daha
degisken senaryolarda, kenar algilama (birinci dereceden diferansiyel filtreleme) veya tepe
algilama (ikinci dereceden diferansiyel filtreleme) siklikla kullanilir, ardindan bazi baglant
prosediirleri izlenir. Esiklemeye benzer sekilde, bu tiir filtreler tek baslarina kesin hiicre

anahatlari liretmezler, ancak boru hattindaki sonraki adimlar i¢in yararli ipuglar1 saglayabilir
[30].

1.4.3. Morfolojik Filtreleme

Bir basgka popiiler filtre sinifi, matematiksel morfoloji alanindakilerdir. Dogrusal
olmadiklart i¢in, erozyon, genisleme, agma ve kapama gibi operatorler, goriintiilerdeki
nesnelerin geometrik ve topolojik 6zelliklerinin incelenmesine ve manipiilasyonuna izin
verir ve genellikle hiicre segmentasyonu ile baglantili olarak kullanilir. Daha karmagsik
filtreler, bu tiir operatorlerin kombinasyonu veya art arda uygulanmasiyla kolayca
olusturulabilir. Ikili morfoloji ve gri tonlama morfolojisi arasinda bir ayrim yapilmalidir. Tlki
cogunlukla kaba boliimlemeleri cilalamak i¢in bir son islem adimi olarak kullanilir, ikincisi
ise boliimleme i¢in belirli goriintii yapilarini gelistirmek veya bastirmak i¢in ¢ogunlukla bir

on igleme adimi olarak kullanilir [30].
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1.4.4. Bolge Birikimi

Hiicre segmentasyonuna alternatif bir yaklasim, goriintiideki segilen c¢ekirdek
noktalarindan baslamak ve etiketli bolgeler olusturmak i¢in yinelemeli olarak baglantili
noktalar eklemektir. Bu fikrin en basit uygulamasi, bagli noktalarin her mahalle katmani i¢in
calisan ve dogrudan goriintiiye uygulandiginda, yogunluk esiklemesinde oldugu gibi benzer
bir goriintli modelini varsayan (ve bundan muzdarip olan) siradan bolge biiyiimesidir.
Hiyerarsik bolme ve birlestirme semalari, ¢oziiniirliik katmani basina isleyen ve bazi
tekdiizelik kosulu kullanan da ara sira kullanilmistir. Diger bir O6rnek, matematiksel
morfolojiden ana segmentasyon yaklasimi olan ve yogunluk katmani basina calisan ve
genellikle kenarlarda havza ¢izgilerinin olmasi arzu edildigi i¢in kenar1 gelistirilmis bir
goriintli (gradyan biiyiikliigli) gerektiren havza doniisiimii. Ac¢ik farkla en popiiler bolge
biriktirme yaklagimi olmasina ragmen, su havzasi doniisiimii asir1 boliimleme iiretmekle

meshurdur ve genellikle daha fazla islem gerektirir [30].

1.4.5. Deforme Edilebilir Model Uygulama

Burada bahsedilen hiicre boliitleme yaklagimlarinin son sinifi, deforme olabilen bir
modeli goriintii verilerine uyduran prosediirlerden olusur. Deforme edilebilir modeller,
acikca, bir parametrik kontur (2-D) veya yiizey (3-D) olarak veya ortiik olarak, boyutsalliga
(nD) boliinecek goriintiiden bir yiiksek olan bir fonksiyonun sifir seviyesi olarak formiile
edilebilir. Seviye kiimeleri, hiicre boliinmesi gibi topolojik degisiklikleri dogal olarak ele
alma avantajia sahiptir ve bu nedenle hiicre izleme icin caziptir. Ilk, kaba bir boliimleme
ile baglatilan deforme edilebilir bir model, tipik olarak goriintii tabanli ve sekil tabanli
terimlerden olusan dnceden tanimlanmis bir enerji islevini en aza indirmek i¢in yinelemeli
olarak gelistirilir; ikincisi, sonuglar1 kisitlamak igin onceki bilgilerin dahil edilmesine izin
verir. Hatali1 segmentasyonu 6nlemek i¢in enerji terimlerinin dikkatlice tasarlanmasi gerekir

[31].

Sekil 1.7°de ve Sekil 1.8’de tartisilan yaklagimlara dayali olarak hiicre goriintiisii
boliimleme Ornekleri gosterilmistir. Siitunlar sirasiyla giris goriintiilerini, otomatik olarak
bulunan hiicre dis hatlarin1 (yesil iist iiste bindirilmis) ve karsilik gelen etiketli hiicre

bolgelerini (rastgele renkler) gostermektedir.

(a) Oldukga 1yi ayrilmis ve arka plandan agik¢a daha parlak olan hiicreler, esikleme
kullanilarak kolayca boliimlere ayrilabilir. Birka¢ kiimelenmis hiicreyi bolmek i¢in ikili

nihai erozyon ve yeniden yapilandirma kullanildi. (b) Daha yiiksek hiicre yogunluklarina ve
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yogunluk varyasyonlarina sahip senaryolar, daha karmagik yontemler gerektirir. Burada
kullanilan yontem, grafik kesim tabanli ikililestirmeyi, Laplacian of Gauss tabanli hiicre
algilamay1 (kirmizi noktalara bakiniz) ve isaret¢i tabanli kiimelemeyi igerir. (c) Membran
lekeli goriintiiler, su havzasi tabanli boliimleme i¢in ideal olarak uygundur. Gri tonlu
morfolojik on filtreleme, hem arka plan tahmini (agma islemi) hem de kusurlu sekilde
boyanmis boliimleri doldurma (kapatma islemi) i¢in kullanilmistir. (d) Hiicre i¢i dinamik
siire¢ ¢alismalari, genellikle 6nemli yogunluk varyasyonlarina (hem uzay hem de zamanda)
sahip goriintlilerle sonuglanir ve saglam hiicre segmentasyonu ve izleme yontemleri

gerektirir. Burada kullanilan yontem seviye setlerine dayanmaktadir [32].
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Sekil 1.7 Ornek Ayrilmis Hiicre Goriintiileri
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(d)

Sekil 1.8 Ornek Ayrilmis Hiicre Goriintiileri
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1.5.Video Gériintii isleme

Video akislarinda hareketli nesnelerin algilanmasi ve boliimlere ayrilmasi, video
gbzetimi, insan izleme, trafik izleme ve videolarin anlamsal ek agiklamalar1 dahil olmak
izere bir¢ok bilgisayar goriintii uygulamasinda bilgi ¢ikarma i¢in gerekli bir islemdir [33].
Gozetim sistemi, bir sahnedeki hedeflerin (insan, arag, vb.) Faaliyetlerini izlemek icin video
kameralar kullanir. Gergek goriintiilerle caligsabilen otomatik bir hareket segmentasyon
algoritmasi elde etmek i¢in ¢6ziilmesi gereken birkag sorun vardir, 6zellikle 6nemli olanlar
sunlardir: giiriiltii, eksik veri ve oOnsel bilgi eksikligi. Ana sorunlardan biri glriiltiiniin
varligidir. Bazi uygulamalar i¢in giiriiltii seviyesi kritik hale gelebilir. Hareketli nesne
algilamaya yonelik li¢ geleneksel yaklagim vardir: arka plan ¢ikarma, zamansal farklilik ve

optik akis [34].

Arka plan ¢ikarma, video akiglarinda yenilik tespiti i¢in en popiiler yontemlerden
biridir. Arka Plan Cikarma, her kare i¢in bir 6n plan maskesi olusturur. Bu adim, basitce arka
plan goriintiisiinii gecerli ¢ergeveden ¢ikararak gerceklestirilir. On plan nesnelerini harig
tutan arka plan goriiniimii mevcut oldugunda, 6n plan nesnelerinin arka plan goriintiisii
mevcut video karesiyle karsilastirilarak elde edilebilecegi agiktir. Iki ana adima odaklanr:
Birincisi, temsili, giiriiltiiye kars1 dayanikli ve yeni nesnelere duyarli olan arka planin
istatistiksel bir temsilini olusturmak; ikincisi, sahnede meydana gelen degisiklikleri temsil
eden "6n plan" adli bagka bir istatistiksel model olusturmak. Bu yaklagimi her kareye
uygulayarak, herhangi bir hareketli nesne etkin bir sekilde izlenebilir. Ayrica, bir arka plan
gorlintiisii, giris ¢ercevesini arka plan goriintiisii ile karsilastirarak ve farkliliklar1 6n plan
nesneleri olarak isaretleyerek 6n plan nesnelerini belirlemek icin zarif bir sekilde
kullanilabilir. Bu teknik, genellikle arka plan ¢ikarma veya degisiklik algilama olarak bilinir
[35-36].

Segmentasyon isleminde, goriintii / ¢erceve, herhangi iki bitisik olanin benzer
olmayacag: sekilde, iist iiste binmeyen tekdiize bagli bolgelere boliiniir. Goriintiilerin ve
hareketli nesnelerin karmasiklig1 ve cesitliligi nedeniyle zor bir istir. Etkileyen faktorler
aydinlatma, kontrast ve cergceveler arasinda degisir. Bu boliimleme algoritmalarinin ¢ogu
benzerlige, farkliliga dayanmaktadir ve 6zellikle farkli kategorilere ayrilabilir: esik, sablon
eslestirme, bolge biiylitme, kenar algilama ve kiimeleme. Bu yontemlerin birgok
uygulamada basarili oldugu kanitlanmistir, ancak bunlarin higbiri genel olarak tiim
goriintiilere ve hareketli nesnelere uygulanabilir degildir ve farkli algoritmalar genellikle

belirli bir uygulama i¢in esit derecede uygun degildir. Goriintii boliitleme, bir gériintiiniin
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ilgilenilen nesnelerde boliimlenmesidir. Bu boliimleme bazi 6znel kriterlere gore yapilir ve
genellikle goriintiideki nesneleri ayirmay1 amaglar. ilgi Bélgesi (ROI) olarak bilinen nesne
segmentasyon teknikleri, son zamanlarda goriintii sikistirma toplulugunda biiyiik ilgi gordii.
ROI uygulamalari, tarama, dijital goriintii arsivi ve teletip igerir. Gorlintli hareketini analiz
etmek i¢in bir¢ok bilgisayarla gérme yontemi gelistirilmistir. Bu yontemler, diizgiin optik
akis, bir kapatma sinir1 boyunca kesintili optik akis ve hareket seffafligi dahil olmak iizere
cok ¢esitli dogal hareket kategorilerini ele almistir. Bu ¢alismada, video karelerindeki
nesnelerin algilanmasi ve segmentasyonu i¢in bir algoritma sunulmustur. Algoritma, arka
plan ¢ikarma yontemini kullanarak arka plandan nesne algilamaya ve esikleme ve kenar
algilamay1 kullanarak segmentasyona dayanir. Farkli 6rnek videolar ile bu yontemler

kullanilarak performans degerlendirmesi bu ¢alismada ele alinmistir [37-39].

Arka plan ¢ikartma algoritmasinin isleyisi ve nesne belirleme islemi Sekil 1.9°da

gosterilmistir.
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Sekil 1.9 (a) Birinci Kare (b) Ikinci Kare (c) Arka Planin Styrilmis Gériintiisii (d)
Nesnelerin Tespiti (e) Tespit Edilmis Nesneler [40]

1.6.Hiicre Sayma Algoritmasi

Insan kam, kirmiz1 kan hiicresi (RBC), beyaz kan hiicresi (WBC) ve trombositler
(PLT) gibi ti¢ tiir kan hiicresinden olusur. Kirmiz1 kan hiicresi veya eritrositler, insan
viicudundaki daha fazla sayida kan hiicresidir. Genellikle doktorlar, ¢esitli hastaliklar teshis
etmek i¢in ana bilgilerden biri kirmiz1 kan hiicresi sayimidir. Kirmizi kan hiicresinin temel
islevi viicutta oksijen tagimaktir. Oksijen, her insanin hayatini stirdiirebilmesi i¢in 6nemlidir.

Bu nedenle kirmizi kan hiicreleri, insanlar i¢cin ¢ok Onemli kan hiicreleridir. Amerikan
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Kanser Dernegi'ne (2009) gore, insan viicudundaki normal kirmizi kan hiicresi, Tablo 1.1'de

listelenen dort yas kategorisine ayrilmistir [41].

Tablo 1.1 Kirmiz1 Kan Hiicrelerinin Normal Araliklan

Yas Kategorileri Mikrolitredeki Hiicre Sayis1 (Milyon)
Yeni Dogan 4.8-7.2
Cocuk 3.8-5.5
Kadin 4.2-5.0
Erkek 4.6-6.0

Normalde kirmiz1 kan hiicresi veya eritrositler, kiigiik disk sekilli hiicrelerdir ve
viicudun her iki tarafinda igbiikeydir. Kenarlar merkezden daha kalin ve yuvarlak
oldugundan igbiikey bir sekle benzerdir. Cekirdekleri yoktur. Hemoglobin olarak bilinen
0zel bir protein icerirler. Hemoglobin ayn1 zamanda kana kirmiz1 rengi verir. Hiicrenin i¢ ve
dis tabakasi proteinden olusur. Kan miktari hemoglobin diizeyi kullanilarak ol¢iliir.
Kanimizdaki hemoglobin seviyesi ¢esitli hastaliklara neden olarak sagligimizi

etkilemektedir.

Diisiik kirmiz1 kan hiicresi say1s1, anemi, kan kaybi, [dsemi ve yetersiz beslenme gibi
cesitli hastaliklarin gostergesidir. Daha az sayida kirmizi kan hiicresi olan kisilerde, 6zellikle
demir olmak iizere bazi besin maddelerinde eksiklik olabilir. Kronik bobrek hastaligi olan

kisilerde eritropoetin iiretimi bozulur ve bu da RBC {iretiminin azalmasina neden olur [42].

Kirmizi kan hiicrelerini sayma siirecinde yer alan bes temel adim vardir. Bunlar girdi
goriintiisii elde etme, yeniden isleme, béliimleme, 6zellik ¢ikarma, RBC saymmidir. On
isleme adiminda, orijinal kan yayma goriintlisii doygunluk goriintiisiine doniistiiriiliir.
Segmentasyon, histogram esikleme ve morfolojik islemlerle yapilir. Kirmiz1 kan hiicresini,
diger hiicreleri (WBC ve trombositler) ve arka plani ayirt etmek i¢in morfolojik islemler
yoluyla bir sonraki o6zellik ekstraksiyonu gercgeklestirilir. Son adim, Hough Transform
teknigini kullanarak kan yayma goriintiistinden kirmizi kan hiicresi sayisin1 bulmaktir. Sekil

1.10’da islemin basamaklar1 gosterilmistir [43-48].
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Kan Hucrelerinin . Goruntu . . .
PP On Isleme Hiicre Belirleme Hiicre Sayma
Gorlintusu Segmentasyonu

Sekil 1.10 Islemin Is Akist

1.6.1.0n isleme

Gorlintli 6n isleme, goriintiileri hesaplama igleminin bir sonraki adimi i¢in uygun
ayarlama teknigidir. Bu asamada, goriintiiyli gelistirmek i¢in basit goriintii isleme teknigini
kullanilmistir. Once giris goriintiisii gri skala goriintiisiine déniistiiriilmiistiir ve bu gri skala
goriintiisiinden, doygunluk bilesenin analizi yapilmistir, ¢linkii gri skala gortintiisit WBC ve
trombositler gibi parlak nesneleri agikga gostermektedir. Bu nedenle kirmizi kan hiicrelerini
ayirt etmek kolaydir. Sekil 1.11°de orijinal girdi gorintiisii ve gri skala goriintiisii
gosterilmistir [49-50].

(b)

Sekil 1.11 (a) Girdi Gériintiisii (b) On Isleme Sonucu [58]

1.6.2.Goriintii Segmentasyonu

Bu asamada, kirmizi kan hiicresi ile diger hiicreler arasindaki yogunluk farki
kavrami, diger hiicrelerden RBC'yi ayirmak i¢in kullanilir. On isleme asamas1 uygulandiktan
sonra, goriintiiniin sonucu segmentasyon asamasindan gegcirilir. Segmentasyon, histogram
esigine ve morfolojik islemlere gore gergeklestirilir. Matematiksel morfoloji, goriintiileri
boliimlere ayirmak i¢in 6nemli bir aractir ve ayrica bolge sekli, iskelet, sinirlar ve doku gibi
bolge seklini tanimlamak i¢in kullamighdir. Bu segmentasyon asamasindaki ilk adim,
doygunluk goriintiisiiniin histogram goriintiisiinden alt ve list esik degerini bulmaktir.

Ardindan doygunluk goriintiisiinii bu esik degerlerine gore iki ikili goriintiiye boliinmiistiir.
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Esik degeri, gorlintiiden herhangi bir T noktasin1 segerek nesneleri arka plandan boliimlere
ayirmak i¢in kullanilan tekniklerden biridir. Goriintiideki herhangi bir nokta (x, y) seklinde
ele alindiginda, f (x,y) fonksiyonu i¢in, f(x,y) > T oldugunda bir nesne noktasi1 olarak
adlandirilir, f(x,y) < T ise de nokta arka plan noktasi olarak adlandirilir [51-52].
leger f(x,y)>T
9(xy) {0 eger f(x,y) <T
1 degerini alan pikseller nesne piksellerine karsilik gelir, 0 degerini aldiklar: takdirde

arka plan piksellerine denk gelmektedir. Morfolojik islem, daha diisiik ve daha yiiksek piksel

degerlerine sahip iki ikili goriintitye uygulanir. Sekil 1.12°de morfolojik islemlerin sonucu

gosterilmistir.

~_ O
D
(a) (b)

Sekil 1.12 (a) Daha Diisiik Esik Degeri ile Alinan Goriintii (b) Daha Yiiksek Esik Degeri
ile Alinan Goriintii [58]

1.6.3.Hiicre Belirleme

Kirmizi kan hiicrelerini diger hiicrelerden ve arka plandan ¢gikarmak i¢in bu asamada
morfolojik islemler, mantiksal islemler ve Hough Transform teknigi kullanilir. Morfolojik
ve XOR islemi iki ikili goriintiiye uygulanmistir ve sonucu Sekil 1.13°te gdsterilmistir. Bu
islemden sonra kirmizi kan hiicresini saymak i¢in bu goriintiiye Hough Transform

uygulanmustir.
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Sekil 1.13 Morfolojik Filtreleme ve XOR Islemleri Sonras1 Gériintii [58]

XOR isleminden sonra goriintii yumusatilacak ve ardindan goriintiiye Circular
Hough Transform uygulanacaktir. Hough Transform (HT), goriintiilerdeki parametrik
egrilerin saptanmasi i¢in ¢ok giiclii bir ara¢ olarak kabul edilmistir. Goriintii kenar
noktalarin1 uygun sekilde tanimlanmis bir parametre alaninda manifoldlara esleyen bir
oylama iglemi uygular. Circular (Dairesel) Hough Transform (CHT), HT'nin degistirilmis
versiyonlarindan biridir. CHT, bir goriintii i¢inde dairesel desenler bulmaya odaklanir. CHT,
bir merkez noktasi (x, y) ve bir yarigap (r) ile karakterize edilen bir gemberi bulmak i¢in

tasarlanmistir. Bir daire modeli asagidaki denklem ile tanimlanir [53-54].

(x —x0)* + (y —yo)? =12

Burada x, ve y,, merkezin koordinatlaridir ve r, dairenin yarigapidir. Geleneksel
CHT, oylama prosediiriine gore calismaktadir. Sekil 1.14’te calisma protokolii

gosterilmistir.

Sinir gizgisi

iy

Parametre uzayi &

B Sinir pikselleri

Kesisim noktasi

Sekil 1.14 Oylama Prosediirii [58]
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1.6.4.Hiicre Sayma

Sekil 1.12'de elde edilen sonugta kirmizi kan hiicreleri siyah renkte ve arka planda
beyaz olarak gosterilmistir. Filtre kullanilarak bu goriintiiden parazit giderilir ve ardindan
CHT teknigi igin girdi goriintiisii olarak kullanilir. Bu islem i¢in kirmizi kan hiicrelerinin
merkez noktasina ihtiyag vardir. Her cemberin merkez noktasini tahmin etmek i¢in ¢emberin
yarigapina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, kullanilan programlama dilindeki gerekli komutu
kullanarak goriintiideki minimum ve maksimum daire yarigap1 bulunur. Daha sonra her iki
yarigap da bilindiginde CHT uygulanir. Bu islem asagidaki denklem ile ifade edilebilir [55-
60].

Xy = rsinf

r € (maxr; minr) {J’o — oSO

Bu yoOntemle asagidaki Sekil 1.15°te gosterildigi gibi hiicre belirleme islemi

yapilabilir ve belirlenen hiicreler sayilabilir.

Sekil 1.15 CHT Yontemi ile Belirlenen Hiicreler [58]

Asagidaki Sekil 1.16°da ise kullanilan ve denenen test goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 1.16 Test Gortintiileri [58]
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1.7.Golge Goriintiileme Sistemi ile Mikrokanallarda Kan Hiicresi Sayimi
Bu ¢alismada golge goriintiileme sisteminin prensipleri kullanilarak, PMMA, DSA
ve cam slayt ile iiretilen mikrokanallar lizerinde kan hiicresi sayimi gerceklestirilmistir.

Kurulan sistemin elemanlari;

e LEDisik

e LED surucusi

e Kamera

e PMMA golge goriintiileme sistemi
¢ Enjeksiyon pompasi

e Mikrogip

e Enjektor

e Enjektor ignesi

¢ Enjeksiyon borusundan olugsmaktadir.

Calismada oOncelikle golge goriintiilleme sistemi kurulmus ve test islemleri
gerceklestirilmistir. Test slirecinde kamera ile bos goriintiiler ve kamera ¢ipinin iizerine su
damlatilmis cam slaytlar ile deneme goriintiileri alinmistir. Gortintiiler elde edildikten sonra
mikrogip yapim siirecine gecilmistir. Bu asamada 6ncelikle PMMA ve DSA i¢in AutoCAD
programi ile lazer kesiciye gonderilmek {izere ¢izim islemleri gerceklestirilmistir. Cizim
islemlerinin ardindan kesilen PMMA ve DSA malzemeler laboratuvar ortaminda
temizlenerek, ¢eker ocak icerisinde birlestirilmistir. Temizleme ve birlestirme asamalarinin
her birinde hem PMMA malzemeler hem de cam slaytlar golge goriintiileme sistemini
altinda incelenmistir ve temizlendikleri teyit edilmistir. Birlestirme isleminin ardindan da
ornekten alman kan ile goriintiiler alinmistir ve algoritma caligmalar1 yapilmistir. Kan
hiicrelerinin sekil olarak tam daireye benzemesi sebebiyle algoritmada Hough Circle

Transform yontemi kullanilmistir ve hiicre sayim islemi gerceklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde tasarlanan ve kullanilan malzemeler ve yontemler aciklanmistir.

2.1.Mikroakiskan Cip Tasarim

Mikroakigkan ¢ipler kan hiicrelerinin sayimi i¢in gelistirilmislerdir. Sayilan hiicreler
numaralandirilabilir. Hiicre sayimi ¢esitli yontemlerle yapilabilir. Bu ¢ipler kalip baski
yontemleri kullanilmadan, lazer kesici vasitasi ile iiretilebilir. Cip yapis1 genel olarak bes
katmandan olugmaktadir. Bunlar cam, ¢ift tarafli yapistirici, PMMA, enjektor uglar1 ve pvc
hortumdur. En alt katmanda cam yilizey bulunmaktadir, bir iist katmanda hem kanali
olusturan hem de cam yiizey ile PMMA ’yi birlestiren ¢ift tarafli yapistirict bulunmaktadir,
cift tarafl1 yapistiricinin da tizerinde bulunan PMMA, 6rnek girisinin ve ¢ikisinin yapilacagi
bolgedir, enjektor uglart PMMA ylizeyin iizerinde bulunup, pve hortumlar ile 6rnegi kanalin
icine tasimak i¢in kullanilmistir. Kanala 6rnek pompalanmasi, enjeksiyon pompasi vasitasi

ile ger¢ceklesmektedir. Tasarimin basit bir ¢izimi Sekil 2.1 de gosterilmistir.

Sekil 2.1 Mikrogipin Genel Goriiniimii
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Katmanlarin ayr1 ayri ¢izimleri ise Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.2 Katmanlarin Ayr1 Ayr1 Gosterimi (Asagidan yukariya: Cam, ¢ift tarafli
yapistirici, PMMA, enjektor uglari, PVC hortum)

2.1.1.Cam Yiizey
Cam ylizey, siradan 6rnek camidir. ISOLAB markasinin tirliniindiir. Boyutlar1 ise 24

mm X 32 mm X .15 mm’ dir. Sekil 2.3’te cam yiizey gosterilmistir.

Sekil 2.3 Cam Yiizey
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2.1.2.Kanal Katmam

Kanal katmani, 6rnek i¢in bir kanal vazifesi gérmektedir. Bu katman 3M markasinin
8212CL isimli DSA malzemesi ile olusturulmustur. Kanal katmaninda, bir adet kanal
boslugu ve dort adet kilavuz deligi bulunmaktadir. Kanal lazer kesici ile kesilmistir.

Yiiksekligi 100pum’dir. Sekil 2.4’te kanal katmaninin CAD ¢izim gosterilmistir.

A
@) @=12mm QO
24 mm < I 4 mm )
<< >
26 mm
O O
v
< >
32 mm

Sekil 2.4 Kanal Katmaninin CAD Cizimi

Sekil 2.5’te ise kanal katmaninin ii¢ boyutlu ¢izimi gdsterilmistir.

Sekil 2.5 Kanal Katmaninin Ug Boyutlu Cizimi
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Sekil 2.6°da ise kanalin ti¢ boyutlu yapis1 gosterilmistir.

4 mm

Sekil 2.6 Kanalin Ug Boyutlu Yapist

2.1.3.Giris Cikis Katmani

Giris ¢ikis katmani, ornek giris ve c¢ikisinin yapildigi katmandir. Lazer kesici ile
kesilmistir. Bu katmanda PMMA malzeme kullanilmistir. PMMA malzeme akrilik cam
olarak da bilinmektedir ve lazer kesici ile kolay bir sekilde islenebilmektedir. Bu katmanin
kalinligr 3 mm’dir ve Cast Acrylic markasmin triiniidiir. Katmandaki delik caplar1 1.2
mm’dir ancak yiiksek sicaklikta PMMA eridigi i¢in ¢aplar 1.25 mm olmuslardir. Sekil 2.7°de

bu katmanin CAD ¢izimi gdsterilmistir.
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Sekil 2.7 Giris Cikis Katmaninin CAD Cizimi

Sekil 2.8’de ise giris ¢ikis katmaninin ii¢ boyutlu ¢izimi gdsterilmistir.

Sekil 2.8 Giris Cikis Katmanmin Ug Boyutlu Cizimi
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2.1.4.Enjektor Uclar:

Cip sisteminde 6rnek giris ¢ikisi siirekli olacagi i¢in, 6rnek giris ve ¢ikig boliimlerine
enjektor uglart ilistirilmistir. Bu sayede ornegin giris ve ¢ikisi kolaylastirilmistir. Enjektor
uclart Beybi markasini 18G pembe uglu, 1.25 mm ¢apli enjektorleri diizlestirilerek elde

edilmistir. Sekil 2.9’da diizlestirilmis enjektor uglart gosterilmistir.

Sekil 2.9 Enjektor Uglarinin Cipe Yapistirilmis Goriintiisti

2.1.5.PVC Hortum

Enjeksiyon pompasi ile basilan 0rnegin once enjektdr ucuna ardindan da ¢ipin
icerisine ulagmasini saglamak ve Ornegi ¢ipten tahliye etmek igin seffaf PVC hotum
kullanilmistir. PVC hortum Orlab markasinin 1.8 mm dis ¢apli ve 1 mm i¢ ¢apli iirliniidiir.
Sekil 2.10°da PVC hortum gosterilmistir.

Sekil 2.10 PVC Hortum
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2.1.6.Katmanlarin ve Parcalarin Birlestirilmesi
Ik 6nce PMMA ve DSA katmanin birlestirilmesi igin bir kilavuz ¢izilmistir. Bu
kilavuz PMMA ve DSA katmanlarinin koselerinde bulunan kilavuz deliklerine uygun

sekilde tasarlanmistir. Sekil 2.11°de kilavuzun CAD ¢izimi gosterilmistir.

64 mm

ﬁ

A

@=12mm
8] (o]
64 mm
o (o]

Sekil 2.11 PMMA ve DSA Katmanlarim Birlestirilmesi i¢in Kullanilacak Kilavuzun CAD
Cizimi

Sekil 2.12°de kilavuzun ii¢ boyutlu ¢izimi gdsterilmistir.
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Sekil 2.12 PMMA ve DSA Katmanlarm Birlestirilmesi I¢in Kullanilacak Kilavuzun Ug
Boyutlu Cizimi

Kilavuza ilk 6nce DSA katmani yerlestirilmistir, ardindan bu katmanin yapiskan
ylizeyini koruyan tabakasi ¢ikarilmistir ve iizerine PMMA katman yerlestirilmistir. Boylece
PMMA ve DSA katmanlari birlestirilmistir. Sekil 2.13’te DSA katmaninin bir ylizeyinin

acilmas1 gosterilmistir, Sekil 2.14°te ise bu katmanlarin birlestirilmis hali gosterilmistir.

Sekil 2.13 DSA Katmaninin Bir Yiizeyinin Ag¢ilmasi
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Sekil 2.14 DSA ve PMMA Katmanlarinin Birlestirilmis Gortiniimii

Daha sonra DSA in diger ylizii ile cam yiizeyin birlestirilmesi i¢in baska bir kilavuz
¢izilmistir. Bu kilavuz cam yiizeyin ve PMMA in boyutlarina uygun sekilde tasarlanmistir.
Sekil 2.15°te kilavuzun CAD ¢izimi ve {i¢ boyutlu ¢izimi gosterilmistir.

64 mm

32 mm

64 mm 24 mm

Sekil 2.15 Daha Oncesinde Birlestirilen PMMA ve DSA Katmanlarin Cam Yiizey ile

Birlestirilmesi I¢in Kullanilacak Kilavuzun CAD Cizimi
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Sekil 2.16°da kilavuzun ii¢ boyutlu ¢izimi gosterilmistir.

Sekil 2.16 Daha Oncesinde Birlestirilen PMMA ve DSA Katmanlarin Cam Yiizey ile
Birlestirilmesi I¢in Kullanilacak Kilavuzun Ug Boyutlu Cizimi

Kilavuza once cam ylizey yerlestirilmistir. Ardindan DSA in ikinci yapigkan
ylizeyinin koruyucu tabakasi ¢ikarilarak kilavuza yerlestirilmistir. Bdylece PMMA, DSA ve
cam ylizey katmanlar1 birlestirilmistir. Sekil 2.17’de bu katmanlarin birlestirilmis hali

gosterilmistir.
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Sekil 2.17 PMMA, DSA ve Cam Yiizeylerin Birlestirilmis Gorlinlimii

Son olarak, daha oncesinde kesilmis ve PVC hortum ile birlestirilmis olan enjektor
uclar1 epoksi regine ile ¢cipin PMMA yiiziindeki giris ¢ikis deliklerine yapistirllmistir. Sekil

2.18’de tlim pargalarin birlestirilmis hali gosterilmistir.
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Sekil 2.18 Tiim Pargalarin Birlestirilmis Gorliniimii

Sekil 2.19°da ise kanal igerisine gida boyasi enjekte edilmis goriintiisii gosterilmistir.

Sekil 2.19 Kanal Icerisine Gida Boyas1 Enjekte Edilmis Gériiniim
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2.1.7.Malzemelerin Kalibrasyonu

Yiiksek sicaklikta PMMA ve DSA malzemeler erimektedirler. Lazer kesici ile de
erime sicakliklari asildig1 i¢in bu malzemelerin erime paylar1 bulunmaktadir. Bu sebeple de
cizimler yapilirken bu erime paylar1 géz 6niine alinmak zorundadir. Tiim bunlardan dolay1
malzemelerin kalibrasyonu gerekmektedir. Bunun igin Sekil 2.20°de gosterilen kalibrasyon

delikleri ¢izilmistir.

Sekil 2.20 Kalibrasyon I¢in Yapilan Cizim

2.1.8.Malzeme Temizlik Protokolleri
DSA, temiz bir sekilde lazer kesim cihazindan gegirilerek hazir olarak elde edilmistir.

Cip yapimina baglamadan 6nce PMMA ve cam slaytlarin temizlenmesi gerekmektedir.
PMMA Temizligi:

e PMMA’ lerin teker teker yerlestirilebilecegi bir cam kap olan sale icerisine 4 adet
PMMA dizilir.

e %70’lik etil alkol ¢cozeltisi PMMA” lerin tiim ylizeyini kaplayacak sekilde eklenir.

e 15 dakika stire ile 35 kHz’ de en yiiksek seviyede ultrasonik banyoda yikanma

islemi gergeklestirilir.

e Temizlenen PMMA’ ler i¢i saf su ile dolu beherler igerisine daldirilip ¢ikarilarak

durulanir.
e Durulanan PMMA’ ler N2 gazi ile kurutulur.

e Son agamada steril haldeki PMMA’ ler petri kaplarina yerlestirilir.
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Cam Slaytlarin Temizligi:
e Sale igerisine 4 adet cam slayt dizilir.

e Cam slaytlarin iizerine %70’lik etil alkol ¢dzeltisi tiim ylizeyi kaplayacak sekilde
eklenir.

e Ultrasonik banyoda (15 dakika- 35 kHz) yikanma islemi gergeklestirilir.

e Temizlenen cam slaytlar, i¢i saf ile doldurulmus beherler icerisine daldirilip

¢ikarilir. Durulanma islemi gerceklestirilir.
e Durulanmis cam slaytlar, N2 gaz ile kurutulur ve petri kaplarina yerlestirilir.

e Petri kaplar stre¢ folyo ile kaplanir.

Sekil 2.21,2.22,2.23,2.24,2.25 ve 2.26’da kullanilan malzemeler gdsterilmistir.

Sekil 2.21 Etil Alkol
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Sekil 2.22 Distile Su

Sekil 2.23 %70 Etil Alkol Soliisyonu

41



Sekil 2.24 Ultrasonik Banyo

Sekil 2.25 Sale
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Sekil 2.26 Petri Kabina Yerlestirilen Cipler

2.2.Golge Goriintiilleme Sistemi Tasarimi

Golge goriintiileme sistemi bir lenssiz genis alan mikroskopi yontemidir. Bu
yontemde Ornek, goriintii sensorii ile 151k kaynagi arasina yerlestirilir ve 0rnegin iizerine
diisen 15181 olusturdugu hiicrelerin goélgesi sensoriin tarafindan algilanir. Goriintiiniin
kalitesi siradan mikroskop goriintiileri kadar iyi degildir, ancak goriintiileme alan1 sensdriin

alan1 kadar genistir. Bu boliimde sistemin yapis1 anlatilmaktadir.

Golge gortintiileme sistemi temelde 4 ana boliimden olugmaktadir. Bunlar, 151k
kaynagi, 151k yolu, goriintlii sensorii ve sensor standidir. Yapilan arastirma sonucunda
kullanilan goriintii sensorii ile birlikte optimum degeri veren 455nm’lik dalga boyunda 151k
yayan Thor Labs. Marka M455L3 model 151k kaynagi LED kullanilmigtir. Sekil 2.27°de
kullanilan 151k kaynag1 gosterilmistir.
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Sekil 2.27 LED Isik Kaynagi

Gorintii sensorii olarak 10 mega piksel ¢oziniirliige sahip CMOS kamera
kullanilmistir. Bu kamera IDS Imaging Development Systems markasinin UI-1492LE-M
modelli gri skalada ¢alisan tek renkli tirlinlidiir. Sensor alan1 6.4 mm x 4.6 mm “dir ve sensor
tizerinde 3840 x 2748 piksel bulunmaktadir. Piksel biytikligii ise 1.67 pm x 1.67 pm ‘dir.

Sekil 2.28’de kullanilan kamera gosterilmistir.

Sekil 2.28 Goriintii Sensér CMOS Kamera
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Goriintii sensorlinlin stand1 siyah PMMA’den lazer kesici vasitast ile kesilerek
tiretilmistir. Sensor, lizerinde bulunan montaj kisimlarindan ilgili bélgeye monte edilmistir.

Sekil 2.29°da iiretilen sensor standinin CAD ¢izimi gosterilmistir.

Sekil 2.29 Sensér ve Kablosu I¢in Tasarlanan Standin CAD Cizimi

Isik yolu veya optik yol LED ile sensor arasindaki 20 cm ‘lik mesafeyi sabitlemek
icin tasarlanmistir. Isik yolu toplam 4 pargadan olusmaktadir, bunlardan {i¢ii Thor Labs.
markasinin SM2L.30, SM1A2 ve SM2T2 modelli 1s1k yolu aparatlaridir. Dordiincii parga ile
yine siyah PMMA kullanilarak iiretilen bir kutu tasaraimidir. Bu ii¢ parca Sekil 2.30°da

gosterilmistir.

© 00

Sekil 2.30 (soldan saga) Lens Tiipii, LED ile Tiipiin Adaptori, Tiip ile Kutunun Adaptorii

Kutu tasariminin CAD g¢izimleri ise Sekil 2.31°de gosterilmistir.
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Sekil 2.31 Kutu Tasariminin CAD Cizimi

Sekil 2.32°de ise tiim tasarimin pargalarinin ayr1 ayri ii¢ boyutlu ¢izimi gosterilmistir.
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Sekil 2.32 Tasarimim Tiim Parcalarinin U¢ Boyutlu Cizimi
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Sekil 2.33’de ise Sekil 48’de gosterilen pargalarin birlestirilmis hali gosterilmistir.

Sekil 2.33 Tasarimin Tiim Pargalarmin Birlestirilmis Ug Boyutlu Cizimi
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Gorilintli sensorii i¢in tasarlanan stant ayn1 zamanda 6rnek i¢in bir tutucu gorevi
gormektedir. Ornek 151k yolu sistemi yerinden kaldirilarak sensér standinin iizerinde
bulununan tutucuya yerlestirilir ardinda 1s1k yolu kapatilarak karanlik oda elde edilir. Daha
sonra LED, LED siiriiciisiine baglanarak ¢alismaya baslatilir. Son olarak sensor bilgisayara
baglanarak goriintii almaya baslanir. Sensoriin hassasiyetine gore LED’in parlakligi

ayarlanabilir.

Sekil 2.34’te sensor stand1 ve drnegin sensor iizerindeki konumu gosterilmistir.

ryeor
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Sekil 2.34 Sensér Stand1 ve Ornegin Konumu

Sekil 2.35’te gdlge goriintiileme sisteminin tiim elemanlarinin birlesmis goriiniimi

gosterilmistir.
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Sekil 2.35 Golge Goriintiileme Siteminin Tiim Elemanlarinin Birlesmis Gosterimi

Sekil 2.36’da golge gorintileme sistemi ve enjeksiyon pompast birlikte

gosterilmistir.

50



Ak

e - Tl

Sekil 2.36 Enjeksiyon Pompasi ve Golge Goriintiileme Sistemi

2.3.Hiicre Sayma Algoritmasi Tasarimi
Hiicre sayma algoritmas: Python programlama dili ile tasarlanmistir. Goriintiiniin

acilacagi, parametrelerin girilecegi ve sonucun verilecegi bir GUI olusturulmustur.

2.3.1.Ham Goriintiiniin Allnmasi ve Yontemin Secilmesi

Golge goriintiileme sistemi kullanilarak, 6rnekten alinan kan 1/10000 oraninda
seyreltilerek cipin icerisine enjeksiyon pompasi ile 0.01 ml/s hiz1 ile enjekte edilmistir. Bu
islem gergeklestirildikten sonra kamera yazilimi ile goriintiiler alinmistir. Sekil 2.37’de

alinan goriintiilerden bir tanesinin bir boliimii gosterilmistir.
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Sekil 2.37 Ham Goriintii

Sekilden de goriilecegi tizere hiicre sekilleri tam daireseldir. Bu sebeple Hough Circle

Transform algoritmasi ile hiicre sayimi gergeklestirilebilir.

2.3.1.1. Hough Doniisiimii

Hough doniistimii, goriintii analizi, bilgisayarla gérme ve dijital goriintii islemede
kullanilan bir 6zellik ¢ikarma teknigidir. Teknigin amaci, belirli bir sekil sinifindaki
nesnelerin kusurlu 6rneklerini bir oylama prosediirii ile bulmaktir. Bu oylama prosediiri,
Hough doniisiimiinii hesaplamak i¢in algoritma tarafindan agik bir sekilde insa edilen sdzde
toplayict uzayda yerel maksimumlar olarak nesne adaylarinin elde edildigi bir parametre
uzayinda gerceklestirilir. Klasik Hough doniisiimii, goriintiideki ¢izgilerin tanimlanmasiyla
ilgiliydi, ancak daha sonra Hough doniisiimii, cogunlukla daireler veya elipsler olmak iizere
rastgele sekillerin konumlarini belirlemeye genisletildi. Bugiin evrensel olarak kullanildig:
sekliyle Hough doniigiimii, 1972'de Richard Duda ve Peter Hart tarafindan icat edildi ve
bunu Paul Hough'un ilgili 1962 patentinden sonra "genellestirilmis Hough donilisimii"
olarak adlandirdu.
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2.3.2. Yontem Basamaklarinin Belirlenmesi

Hough Circle Transform daha ¢ok net sekildeki dairlerin belirlenmesi igin
kullanilmaktadir. Bu sebeple alinan ham goriintliniin islenerek, hiicrelerin sayilabilir hale
getirilmesi gereklidir, bu ylizden de ham goriintii Gaussian Filtre veya Median Blur Filtre
gibi algak geciren filtreler ile filtrelenmelidir. Ardindan da binary goriintiiye ¢evrilerek

hiicrelerin sayim islemi gergeklestirilmelidir. Sekil 2.38’de algoritma akis semasi

gosterilmistir.

Ham Binary'e Hough
o Gaussian Ay Median Blur Circle
Goruntlndn : . . Cevirme . : .
Filtre Islemi : . Filtre Islemi Transform
Alinmasi Islemi islemi

Sekil 2.38 Algoritma Akis Semasi

2.3.3. Parametre Optimizasyonu

2.3.3.1. Gaussian Filtre Parametre Belirleme

Goriintl 1slemede, Gauss bulanikli§i, Gauss yumusatma olarak da bilinir, bir Gauss
isleviyle bir gorlintiiyi bulaniklastirmanin ve giiriiltiden arindirmanin bir yoludur.
Genellikle goriintii parazitini ve ayrintilar1 azaltmak i¢in grafik yazilimlarinda yaygin olarak
kullanilan bir efekttir. Gauss diizeltmesi, farkli 6l¢eklerde goriintii yapilarini gelistirmek igin

bilgisayarla gérme algoritmalarinda bir 6n isleme asamasi olarak da kullanilir.

Matematiksel olarak, bir goriintiiye Gauss bulanikligi uygulamak, gorlintliyli bir
Gauss isleviyle birlestirmekle aynidir. Bu ayni1 zamanda iki boyutlu bir Weierstrass
doniisiimii olarak da bilinir. Bir Gauss'un Fourier doniisiimii bagka bir Gaussian oldugundan,
Gauss bulanikliginin uygulanmasi goriintiiniin yiiksek frekans bilesenlerini azaltma etkisine
sahiptir; Gauss bulaniklig1 bu nedenle algak geciren filtredir. Gauss bulanikligi, goriintiideki
her piksele uygulanacak doniistimii hesaplamak i¢in bir Gauss iglevi kullanan bir goriintii
filtresi tiirtidiir. Bir boyuttaki Gauss fonksiyonunun formiilii su sekildedir:

x2

G(x) = ——=e20?
2102
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iki boyuttaki Gauss fonksiyonunun formiilii ise su sekildedir:

1 x%+y?
G(x,y) = ———e 20
2mo?

Burada x, yatay eksendeki orijinden olan mesafedir, y dikey eksendeki orijinden olan
mesafedir ve o, Gauss dagiliminm standart sapmasidir. Iki boyutta uygulandiginda, bu

formiil, merkez noktasindan Gauss dagilimina sahip es merkezli daireler olan bir ylizey iiretir
[61-63].

Python programlama dilinin kiitiiphanesi olan OpenCV ’nin igerisindeki Gaussian
bulaniklastirma fonksiyonun iki parametre igermektedir. Bu parametreler piksellerin sigma
degerlerinin belirleyen faktorlerdir ve yalnizca tek say1 olabilirler. Asagidaki Sekil 2.39, 2.40

ve 2.41°de filtre katsayisinin 3, 5 ve 7 olarak belirlenmis goriintiileri gosterilmistir.

W3 original X || W8 Gaussian3 X

«»t&nnﬂﬁﬂf

«»t&nnﬂﬁﬂf

(=59, y=295) ~ L:199 ' (=16, y=12) ~ L:19

Sekil 2.39 Orijinal Goriintii ve Filtre Katsayis1 3 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis Gorilintii
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®3 original X W3 Gaussians X

«»t}!ﬂﬂﬂﬂ(«»f&ﬂﬂﬂﬁﬂ(

(x=59, Y=5) ~1:199 | (x=119, y=24) ~ L:196 |

Sekil 2.40 Orijinal Goriintii ve Filtre Katsayis1 5 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis Gortintii

m m original X W3 Gaussian7 X

«»f}ﬂnﬂﬂﬂ(t»f&ﬂnﬂﬁﬂ(

(x=31,y=119) ~ L:186

(=59, y=295) ~ L:199|

Sekil 2.41 Orijinal Goriintii ve Filtre Katsayis1 7 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis Goriintii
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2.3.3.2. 1. Esik Degeri Parametre Belirleme

Dijital goriintii islemede esikleme, goriintiileri boliimlere ayirmanin en basit
yontemidir. Gri tonlamali bir goriintiiden, ikili goriintiiler olusturmak icin esikleme
kullanilabilir. En basit esikleme yontemleri, bir goriintiideki her pikseli, goriintii yogunlugu,
sabit bir degerden azsa siyah pikselle veya goriintii yogunlugu bu sabitten biiyiikse beyaz
pikselle degistirir. Sekil 2.42,2.43 ve 2.44’te farkli esik degerleri ile esikleme islemleri

yapilmig goriintiiler gosterilmistir.

e &

% §F SEOPLPPLPHT o T SEPEPPLH

|(x=31, y=119) ~ L:18¢ (=72, y=237) ~

Sekil 2.42 Filtre Edilmis Goriintii ve Esik Degeri 180 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gortnti
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- &P PH

(x=31, y=119) ~

Sekil 2.43 Filtre Edilmis Goriintii ve Esik Degeri 190 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gortintii

- f @O0 PPH

((x=31, y=119) ~

(x=60, y=246) ~

Sekil 2.44 Filtre Edilmis Goriintli ve Esik Degeri 200 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gorilinti
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2.3.3.3. Medyan Filtre Parametre Belirleme

Medyan filtre, genellikle bir goriintii veya sinyalden giriltilyli gidermek icin
kullanilan dogrusal olmayan bir dijital filtreleme teknigidir. Bu tiirde parazit azaltma islemi,
sonraki islemin sonuglarini iyilestirmek igin tipik bir 6n isleme adimidir. Medyan filtreleme,
dijital goriintii islemede ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir, ¢linkii belirli kosullar altinda,

giiriiltiiyli ortadan kaldirirken kenarlart korur ve ayrica sinyal islemede uygulamalart vardir
[64].

Medyan filtrenin ¢alisma mantigin1 gostermek igin, bir girisin hemen Oniinde ve
sonrasinda ii¢ pencere boyutu kullanilarak, agagidaki basit tek boyutlu sinyale bir medyan

filtresi uygulanacaktir:
x = (2,3,80,6,2,3)
Dolayisiyla, medyan filtrelenmis ¢ikt1 sinyali y sdyle olacaktir:
vyl = med (2,3,80) = 3,

y2 = med (3,80, 6)

med (3,6,80) = 6,

y3 = med (80,6,2) = med (2,6,80) = 6,

y4 = med (6,2,3) = med (2,3,6) = 3,
yaniy = (3,6,6,3) olur.

Sekil 2.45,2.46 ve 2.47’de farkli parametre degerleri se¢ilmis medyan filtre sonuglari

gosterilmistir.
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oo :

= ¢+ EBEPLPLH
oo '

(x=42, y=245) ~

Sekil 2.45 Esiklenmis Gorlintii ve Filtre Katsayis1 3 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gortintii

e« Tt yEBEPLPLH
oo :

e« Tt YEBEPLH
o%

(=68, y=186) ~

Sekil 2.46 Esiklenmis Gortintii ve Filtre Katsayis1 5 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gorunti
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v-rltﬁi_'»c—‘ﬁ:ﬁ:!"l

(x=8, y=69) ~ L:0 (=2, y=283) ~ L0

v-rl-rﬁi"ﬂﬁ:ﬁ!"l
o%e

Sekil 2.47 Esiklenmis Goriintii ve Filtre Ka

tsayis1 7 Olarak Belirlenmis Filtrelenmis

Gortintii

2.3.4. Yontemin Uygulanmasi
2.3.4.1. Ham Goriintiiniin Filtre Edilmesi
Ham goriintli alindiktan sonra Python

yiliklenmistir. Bu programlama dilinin goriinti

programlama dili icerisine goriintii dosyasi

isleme i¢in 6zel olarak kullanilan OpenCV

kiitiiphanesi kullanilmigtir. OpenCV kiitiiphanesinde bulunan GaussianBlur isimli fonksiyon

sayesinde goriintiiniin ilk algak gegiren filtre islemi gergeklestirilmistir. Sekil 2.48’de ham

goriintiiniin filtre edilmeden Onceki ve sonraki hali gosterilmistir.
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(x=75, y=189) ~ L:184

Sekil 2.48 Orjinal Goriintii ve Filtrelenemis Goriintii

2.3.4.2. Filtrelenmis Goriintiiniin Binary Goriintiiye Cevrilmesi

Filtrelenen goriintiide bulunan hiicrelerin daha net goriintiilenmesi igin binary
goriintiiye ¢evrilmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in de yine OpenCV kiitiiphanesinin hazir
fonksiyonu olan threshold fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyonda goriintii istenen esik
degerine gore binary goriintiiye ¢evrilmektedir. Sekil 2.49°da filtrelenmis goriintii ve binary
gorilintii gosterilmistir.
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Sekil 2.49 Filterelenmis Goriintii ve Binary Goriintii

Binary goriintii beyazin iistiinde siyah halkalar seklinde olusturulmustur ancak Hough Circle
Transform algoritmasi, siyah lizerindeki beyaz sekilleri bulma konusunda daha etkili
sonuglar vermektedir. Bu sebeple olusturulan binary goriintiide siyah bolgelerin ve beyaz

bolgelerin yer degistirmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in yine OpenCV kiitliphanesinin
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invert isimli fonksiyonu kullanilmigtir. Sekil 2.50°de siyah ve beyaz boélgelerin yer

degistirmig gorlintlisii gosterilmistir.
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Sekil 2.50 Olusturulan Yeni Binary Gortintii

2.3.4.3. Binary Gdriintiiniin Filtrelenmesi

Binary goriintiide sekilde goriildiigii izere halen daha ufak giiriiltiiler mevcuttur, bu

girtiltileri gidermek adina ikinci bir algak geciren filtre olan Median Blur Filtre

uygulanmistir. Sekil 2.51°de filtre uygulanmis goriintii ve uygulanmadan onceki goriintii

gosterilmistir.
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Sekil 2.51 Binary Goriintii ve Filtrelenmis Binary Goriintii
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2.3.4.4. Hough Circle Transfom isleminin Uygulanmasi

Hough Circle Transform islemi i¢in yine OpenCV Kkiitliphanesinde bulunan
HouhgCircles isimli fonksiyon kullanilmistir. Bu fonksiyon igerisine bulunacak dairelerin
maksimum ve minimum yarigaplar1 ve dort adet 6zel parametre degeri girilmistir. Sekil
2.52’de binary gorintii tizerinde Hough Circle Transform islemi ve islemin uygulanmadan

onceki goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 2.52 Binary Goriintii ve Hough Circle Transform Islemi Uygulanmis Gériintii

Sekil 68’de de gosterildigi gibi Hough Circle Transform islemi binary goriintii
tizerinde yiiksek basarim ile sonug¢ vermistir. Ancak goriildiigli lizere bazi hiicre yapilarim

veya gorlintii lizerinde bulunan yarim yapidaki hiicreleri saymamustir.

2.3.5. Arayiiz

Projeninin amaci akis halindeki hiicrelerin sayimi oldugu i¢in, tek goriintii iizerinden
akigtaki hiicreleri saymak amaciyla enjeksiyon hizi ve kameranin ¢ip biiyiikliigiiniin
bilinmesi halinde sayim islemi gergeklestirilebilmektedir, bu sebeple arayliz ekranina bu

degerlerin de girilebilmesi gerekmektedir. Sekil 2.53’ de arayiiz ekran1 gosterilmistir.
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Sekil 2.53 Program Arayiizii
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3. DENEYLER VE SONUC

3.1.Goriintiileme Sisteminin Testi

Golge goriintiileme sisteminin ilk testlerinde goriintii bos cam slayt lizerine sivi
damlatilarak alinmistir. Bu asamada goriintii netliginin kazanilmasi, kontrast ayarlarinin
yapilmas1 ve 15181n siddetinin belirlenmesi gibi calismalar yiiriitiilmiistiir. Oncelikle kamera

¢ipinin temizligi saglanarak bos goriintiiler elde edilmistir. Sekil 3.1’de temizlenmis kamera

cipi ile elde edilen goriintii gosterilmistir.

Sekil 3.1 Kamera Cipinin Temizlenmis Gortlintiisii

Ardindan cam slaytin golge goriintiileme sistemi ile denenmesi asamasina

gecilmistir. Sekil 3.2°de cam slayt lizerine damlatilmig sivinin goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 3.2 Bos Cam Slayt Uzerindeki Stvinin Gériintiileme Sistemi ile Alian Gériintiisii

Daha sonrasinda goriintiideki 15181n seviyesi belirlenerek daha net g¢ekimler

yapilmustir. Sekil 3.3’te PMMA ¢ip ile yapilmis bir cekim gosterilmistir.

Sekil 3.3 PMMA Cipin Goriintiileme Sistemindeki Goriintiisii
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PMMA kalinlig1 cam slayta gore daha fazla oldugu i¢in, tist katmandaki goriintiilerde
¢ipin iizerine girtltii faktorii olarak diisebilmektedir. Giirtltii faktorii olarak diisen bu
goriintiiler, alt katmandaki goriintiilere oranla daha biiyiikk ve daha bulaniktirlar. Biiyiik
olmasinin sebebi 151k kaynagina {ist katmanin daha yakin olmasi iken, bulanik olmasinin
sebebi ise {ist katmanin ¢ipten uzakta olmasidir. Sekil 3.4’te PMMA ’dan alinan goriintiiler

gosterilmistir.

Sekil 3.4 Soldaki: Alt Katman, Sagdaki: Ust Katman

PMMA ’nin alt ve {ist katmanlarindaki goriintiilerin her ikisi de ¢ipin lizerine diistiigi
icin ve Ust katmandaki gereksiz goriintii, giiriiltii olusturdugu i¢cin PMMA ’nin temizligi de
en az cam slayt kadar 6nemlidir. Cipin tasarimi, iist katmanda PMMA, orta katmanda DSA
ve alt katmanda cam slayt olacak sekilde tasarlandig1 i¢in, cam slaytin iizerinden alinan

goriintiiler daha net olmustur.

3.2.Mikroakiskan Cipin Testi

Mikroakigkan ¢ipler iiretim asamasindan sonra, temizlik protokoliine gore
temizlenmistir ve her temizleme isleminden sonra goriintileme sistemi altinda
goriintiilenmistir. Cam slaytlar da ayn1 sekilde PMMA gibi temizleme protokoliinden sonra
gblge goriintiileme sistemi altinda goriintliilenmistir ve en temiz goriintii alinincaya kadar bu

islem devam ettirilmistir.

Temizlik esnasinda distile su veya etil alkoliin yeterince saf olmamasi veya iyi
stiziilmemis olmasi gibi etkenlerden dolay1 cam slaytin lizerinde veya PMMA {izerinde hiicre
benzeri lekeler kalmaktadir. Sekil 3.5°te cam slayt iizerinde temizlik protokolii sonrasinda

kalan lekeler gosterilmistir.
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Sekil 3.5 Cam Slayt Uzerindeki Hiicre Benzeri Lekeler

Cam slayt iizerindekine benzer sekilde temizlik protokolii sonrasinda veya
temizlikten onceki liretim asamasinda meydana gelen muhtemel ¢iziklerden dolayr PMMA
tizerinde de giiriiltii olusturabilecek sekiller gozlemlenmistir. Sekil 3.6°’da PMMA iizerinde

bulunan giiriiltiiniin gblge goriintiileme sistemi ile alinmig goriintiisii gésterilmistir.

Sekil 3.6 PMMA Uzerindeki Hiicre Benzeri Lekeler ve Cizikler
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Hem cam slayt iizerindeki hem de PMMA iizerindeki lekeler veya ¢iziklerin en aza
indirilmesi i¢in tekrar tekrar temizlik protokolii uygulanmis ve tekrar tekrar goriintiiler

alinarak en uygun goriintiiniin elde edilmesi saglanmistir.

Cam Slayt ve PMMA’lar neredeyse hi¢ lekesiz sekilde elde edilmeye baslandiktan
sonra, PMMA ve cam slaytlarin birlestirme islemine baglanmistir ve icerisine kan enjekte

edilerek goriintii alimmustir. Sekil 3.7°de 1/1000 oraninda seyreltilmis kan enjekte edilmis bir

¢ipin goriintlisli gosterilmistir.

Sekil 3.7 1/1000 Oraninda Seyreltilmis Kanin Gélge Goriintiileme Sistemi Uzerindeki

Goruntusi

Ancak sekilde de goriildiigii iizere hiicre goriintiileri birbirine ¢ok yakin ve {ist iiste
binmis halde goriintiilenmistir. Bu sebeple kanin seyreltilme orani degistirilerek 1/10000
yapilmistir. Daha sonra baska bir ¢ipe enjekte edilen bu kan ile Sekil 3.8’deki goriintii

alinmustir.
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Sekil 3.8 1/10000 Oraninda Seyreltilmis Kanin Gélge Goriintiileme Sistemi Uzerindeki

Goruntiisu

3.3.Algoritmanin Testi
Algoritma testi hiicre goriintiileri alinmadan 6nce yapildigi i¢in alinan hiicre
goriintiileri yerine hazir bulunan hiicre goriintiileri kullanilmistir. Sekil 3.9’da hiicre

goriintiileri yerine kullanilan goriintli gosterilmistir.
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Sekil 3.9 Hiicre Goriintiileri Yerine Kullanilan Goriintii

Sekil 3.9°daki goriintiiniin kullanilma sebebi kan hiicrelerinin mikroskop ile alinmis
bir goriintiisiiniin olmasidir. Yani kan hiicreleri de bu sekildeki yapilar gibi goziikecegi i¢in

bu goriintii tercih edilmistir.

Goriintii algoritma ile birlikte uygulandiginda hiicre sayim islemi yapilmistir. Sekil
3.10,3.11,3.12,3.13 ve 3.14’te 6rnek goriintii lizerinde uygulanan algoritmanin basamaklari

ve sonucu gosterilmistir.
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Sekil 3.10 Gri Skala Goriintiisiine Gaussian Blur Uygulanmasti
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Sekil 3.11 Filtrelenmis Goriintiiniin Binary Goriintiiye Cevrilmesi
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Sekil 3.12 Binary Goriintiiniin Renklerinin Ters Cevrilmesi
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Sekil 3.13 Binary Gorilintiiniin Median Blur Filtre ile Filtrelenmesi
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Sekil 3.14 Hiicrelerin Sayim Isleminin Gergeklestirilmesi

Algoritmanin basarili sonuclar vermesi neticesinde, hiicre goriintiileri alindiktan
sonra hiicre goriintiileri ile de denenmis ve yine basarili sonuglar vermistir. Hiicre goriintiileri

ile denenen algoritmanin ¢iktilarina materyal metot kisminda deginilmistir.

3.4.Akis Sitometrisinin Testi

Akis sitometrisi akis lizerinden ger¢cek zamanli 6l¢lim ile yapilan bir hiicre sayim
yontemidir. Klasik akis sitometrisinde sayim tek bir hiicrenin gecebilecegi bir kanaldan
yapilir. Ancak kurulan gélge goriintiileme sistemi ve alinan goriintiiler ile yapilabilecek akis
sitometrisinde tek bir goriintii lizerinden degil birden ¢ok goriintii lizerinden hiicreler takip
edilerek hiicre sayimi1 yapilabilir. Bu islemin yapilabilmesi i¢in gerekli olan temel malzeme
yiiksek FPS degerine sahip bir kameradir. Pandemi siirecinde uluslararasi satis ve lojistik
faaliyetlerindeki aksamadan dolay1 istenilen 6zelliklerdeki kamera alinamamistir. Bunun
yerine ise yeni bir yontem gelistirilerek tek bir goriintii iizerinden, saniyede belli bir alandan
gecen ortalama hiicre sayist bulunmustur. Bu sekilde akis iizerinden hiicre sayim islemi

gerceklestirilmistir.
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4. SONUC

Calisma akisi, parga cizimlerinin gerceklestirilmesi, malzemelerin temin siireci,
parga ¢iktilarinin alinmasi, alinan ¢iktilar ile mikro akigkan ¢iplerin ve golge goriintiileme
sisteminin olusturulmasi, golge goriintiilleme sisteminin testleri, olusturulan ¢iplerin golge
goriintiileme sitemi ile testleri, algoritma olusturma siireci, algoritmanin denenmesi, kan

kullanilarak tiim sistemin denenmesi, akis sitometrisi testi seklinde gerceklesmistir.

Sistemin bilesenlerinin 6zgiin ¢izimleri AutoCAD programinin Educational siiriimii
ile gerceklestirilmistir. Ardindan G-Code halinde lazer kesiciye yiiklenen ¢izimler PMMA
malzeme iizerine uygulanarak mikroakiskan ¢ipler ile DSA malzeme elde edilmistir. Ayrica
yine lazer kesiciyle siyah PMMA malzemeden golge goriintiileme sisteminin parcalar1 da
kesilmislerdir. Malzeme temin siirecinde enjektor, enjektor ignesi, kilcal boru gibi
malzemeler alinmistir. Kamera, led, led siiriiciisii gibi malzemeler ise halihazirda bulunan
malzemelerdir. Olusturulan ¢ipler golge goriintiileme sistemi ile temizlik protokolii dncesi
ve sonrasi test edilmislerdir. Gorlintii elde edilmeye baslandiktan sonra algoritma gelistirme
siireci baslamistir. Algoritma gelistirildikten sonra 6rnekten kan alinarak tiim sistem test
edilmistir. Son olarak enjeksiyon pompasi ile akis saglanarak akis sitometrisi de test edilerek

sitemin ¢alisir oldugu kanitlanmastir.
Akis sitometrisi ile kurulan sistem kiyaslandiginda;

e Akis sitometrisinin sonu¢ verme siiresi uzunken, kurulan sistemin sonu¢ verme
stiresi daha kisadir. Akis sitometrisinde sonug birka¢ giin icerisinde ¢ikar, kurulan
sistemde ise goriintii biiylikliigline bagli olarak maksimum bir dakikada sonug alinir.

e Akis sitometrisinde kullanilan elemanlar geregi sistemin maliyeti yiiksektir. Kurulan
sistemde ise maliyet diisiiktiir. Akis sitometrisi cihazinin maliyeti 15.000 € dan
baglarken, kurulan sistemin yaplasik toplam maliyeti 1.500 €’dur. Tablo 4.1’de
detayli maliyet gosterilmistir. Prototip i¢in kullanilan gelismis kamera ve 151k sistemi
icin uygun maliyetli ¢6ziimler onerildiginde 200 Avro’ya kadar maliyet azaltilabilir.

e Sistem 40 ul soliisyondaki 1666 hiicreyi 1 saniyede sayabilmektedir.
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Tablo 4.1 Maliyet Tablosu

Malzeme Fiyat
Thorlabs M455L3 LED 270 €
Thorlabs SM2L30 34 €
Thorlabs SM1A2 24 €
Thorlabs SM2T2 34 €
Ul-1492LE-M 800 €
Siyah PMMA 5€
Seffat PMMA 5€
Cam Slayt 3€
3M DSA 10 €
Beybi Enjektor ignesi 5€
Beybi Enjektor 5€
Enjeksiyon Pompast 300 €
TOPLAM 1495 €

Tablo 4.2°de ise sistemin 6zgiilliikk ve hassaslik verileri verilmistir.

Tablo 4.2 Ozgiilliik ve Hassasiyet Tablosu

Gerc¢ek Durum
Pozitif Negatif
Teshis Pozitif 86 4
Edilen Negatif 12 14
Hassashk %87,75
Ozgiilliik %77,77

(Calisma sonucunda, yiiksek maliyetli akis sitometrilerine alternatif olusturabilecek,

sahrada kullanim i¢in uygun, diisiik maliyetli, maliyetine oranla yiiksek dogruluk orani

saglayan bir POC akis sitometrisi sistemi gelistirilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2’de arayiizde hiicre

goriintiileri ve sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.1 Arayiizde Acilmis Hiicre Goriintiisti
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Sekil 4.2 Hiicre Sayim Isleminin Sonucu
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