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gelistiriimis ve bilgisayar kullanici araytzleri gelistiriimistir. Elde edilen bu distk
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Ozet

Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu (LTKM) biyolojik goérintileme,
malzeme bilimlerinde genis acili mikroskobu metodlarinin yani sira kullanilan
gucli bir elektro-optik alettir. Konfokal mikroskobinin tercih edilme sebebi
sagladigl daha iyi ¢ozunurlukten kaynaklanmaktadir. Ticari olarak hali hazirda
bulunan konfokal sistemler karmasik ve ylksek maliyetlidir. Ayrica kullanim

alanlarinin genisletiimesi sinirflandiriimigtir.

Bu projede Ug¢ yeni LTKM geligtiriimistir. “Konfokal” bilgisayar kullanici
araylzunu kullanan galvanometre lazer tarayicilari ile ¢alisan ilk versiyonun tim
gébmuld donanimi/yazihimi, optik tasarimi, ve bilgisayar arayizi proje ekibi
tarafindan gelistirimis ve bu LTKM deneysel olarak gdsterilmistir. “A2K2”
bilgisayar kullanici arayizini ve galvanometre lazer tarayicilari kullanan ikinci bir
versiyon daha geligtirilmistir. Bu versiyonda ilk versiyondaki mevcut optik
duzenek dusuk maliyetli gok amacli veri toplama karti ve Labview programlama
platformu ile birlestiriimisti. ikinci versiyonun deneysel gdsterimi gergeklestiriimis
ve tumlesik devreler ve biyolojik hlcreler gibi drnekler yansima veya fléresan
modlarinda konfokal olarak goérintilenmistir. Projede gelistirilen Gglincl versiyon
konfokal mikroskopta ise lazer tarama Unitesi olarak bir sayisal mikroayna aygiti
(digital micromirror device — DMD) kullaniimistir. Bu versiyonun 6zgin optik
tasarimi tamamlanmis ve gerekli optik dizenek kurulmustur. Bu versiyon igin
kullanilan Labview programlama platformunu kullanan bilgisayar kullanici
arayuzu de buyuk 6lgide tamamlanmistir. Halen Gglnci versiyon ile DMD ve
noktasal bir detektor kullanan, literatirde yeni bir konfokal géruntileme gdsterimi
calismasi uluslararasi bir yayina hazirlanmaktadir.

Projede elde edilen sonuglar iki adet yliksek lisans tezine (B. Yalgin ve V.P.
Ghoushchi) konu olmustur. Gelistirilen ¢ adet konfokal mikrsokop versiyonu ile
projenin hedefi olan &zgln, disuk maliyetli ve kullanimi kolay konfokal
mikroskoplar elde edilmigtir. Bu mikroskoplar drin gelistirmeye yodnelik

projelendirildikten sonra ticarilesme potansiyellerine sahip olacaklardir.
Anahtar Kelimeler

Konfokal mikroskopi, optik mikroskopi, lazerler, fotogogaltici tip, PMT,
sayisal mikroayna aygiti, galvonometre, sayisal imge isleme, gomulu iglemciler,
mikro denetleyiciler, sayisal im islemciler, lazer hizme sekillendirme, lazer
tarama aygitlari, optik gérintileme, imge islem yazilimlari
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Abstract

Laser scanning confocal microscope (LSCM) is a powerful electro-optic
instrument in biological imaging and material science, compared to traditional
wide-field microscopy methods. This stems from the fact that confocal
microscopy enables optical imaging with a better spatial resolution. However,
high cost and complexity of commercially available confocal systems hinder their
wider usage.

In this project three novel LSCMs have been developed. The first version
uses galvanometer laser scanners and the computer user interface program
called “Konfokal”. For this version, all required embedded hardware/software,
optical design and computer interface have been developed by the project team.
This version has been verified by acquired confocal images. The second version
uses galvanometer laser scanners and the computer user interface program
called “A2K2”. This version used the optical design developed for the first one
together with a low cost multipurpose data acquisition card and Labview
programming platform. The second version has also been verified with confocal
images collected from various samples including integrated circuits and
biological cells in reflection or fluorescence modes. The third version that was
developed during the project employed a digital micromirror device (DMD) as the
laser scanning component. A novel optical design has been completed and
realized for this version. The development of a computer user interface that uses
Labview platform has been almost completed for this version. Based on this third
version, a novel confocal microscope demonstration using a DMD laser scanner

and a point detector is currently being prepared for an international publication.

The results obtained in this project has been the subject of two MS thesis
(B. Yalcin ve V.P. Ghoushchi). In accordance with the goals of the project three
custom designed confocal microscopes that are low cost and easy-to-use have
been developed. These microscopes are now ready for commercialization
following a product development phase.

Keywords

Confocal microscopy, optical microscopy, lasers, photomultiplier tube,
PMT, digital micromirror device, DMD, galvonometer, digital image processing,
embedded microcontrollers, microcontollers, digital signal processors, laser
beam shaping, laser scanning device, optical imaging, image processing tools
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1 Girig

Projemizin amaci dusuk maliyetli, 6zgin ve kullanimi kolay bir optosayisal
lazer taramall konfokal mikroskobun gelistiriimesidir. Bu gergcevede galvanometre
tarayicilar ve sayisal mikroayna aygiti (digital micromirror device - DMD) kullanan
iki konfokal mikroskop tasarimi Uzerinde calismalar yUratilmuis. Bu iki tasarim
toplam UG¢ mikroskop versiyonu olarak ortaya cikartiimistir. Bu versiyonlar

asagidaki gibidir:

1) “Konfokal” isimli bilgisayar kullanici araylziyle calisan galvanometre
tarayicilh bir optik tasarima dayanan ve gomdullu yazilim ile donanimi

timuyle proje ekibi tarafindan gelistiriimis model.

2) “A2K2” isimli bilgisayar kullanici arayuziyle c¢alisan galvanometre
tarayicili bir optik tasarima dayanan, National Instruments firmasinin
dusuk maliyetli (<2000 USD) ¢ok amagh veri toplama karti ile Labview

platformunu kullanan bir model.

3) “OptoDigitalCon” isimli bilgisayar kullanici araylziyle ¢alisan DMD
tarayicil bir optik tasarima dayanan ve National Instruments firmasinin
dusuk maliyetli (<2000 USD) ¢ok amach veri toplama karti ile Labview

platformunu kullanan bir model.

Yukaridaki versiyonlardan 1 ve 2 numarali olanlar icin optik tasarimlar
gerceklestiriimig, dizenekler kurulmus, gerekli gdomuld yazilim ve donanimlar ile
bilgisayar kullanici arayUzleri gerceklestiriimis ve konfokal goruntliler elde
edilmistir. 3 numaral versiyon igin ise optik tasarim gerceklestiriimis, bilgisayar
kullanici arayuzu geligtirilmigtir. Bu versiyona yakin bir Aeon Imaging firmasi
urinuyle goruntuleme yapiimig ve kendi 6zgun versiyonumuz ile kisa bir sure
icinde konfokal gérintl alinmasi basarilacaktir.

Elde edilen bu sonuglarla projede hedeflenen disuk maliyetli ve kullanimi
kolay 6zgun optosayisal LTKM’lere 1 ve 2 numaral versiyonlarda ulasilimistir. 3
numaral versiyonda ise bu hedefe kisa bir strede uilagilacaktr. 1 ve 2 numaral
versiyonlarda kullanilan optik duzenekler literaturdekiler ile benzer o6zelliklere
sahiptir. Buna kargin 3 numarali versiyondaki optik dizenek ile literatiirde ilk defa
DMD ile noktasal bir detektér kullanan konfokal mikroskop gdsterimi

basarilacaktir. Bu c¢alisma hali hazirda uluslararasi bir yayin igin
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hazirlanmaktadir. Su ana kadar projede elde edilen sonuglarla iki yiksek lisans

tezi (B. Yalgin ve V. P. Ghoushchi) Uretilmigtir.

30 aylik proje silresince gergeklestirilen calismalar bu proje sonug

raporunda asagidaki alt basliklarda agiklanmaktadir:
a) Literatlr 6zeti ve projenin amacinin agiklanmasi,

b) Yukarida bahsedilen 1 ve 2 numarali galvanometre taramali konfokal

mikroskop gosterimleri icin kuurlan optik deney dizenegdinin agiklanmasi,

c) “Konfokal” bilgisayar araylziyle calisan 1 numarali versiyon igin
geligtirilen gémullu yazihm ile donanim ve bilgisyar araylzindn agiklanmasi ve

elde edilen konfokal mikroskoplama sonugclarinin agiklanmasi,

d) “A2K2” bilgisayar arayuzuyle galisan 2 numarali versiyon icin gelistirilen
veri toplama yazilimi ve bilgisyar arayltzunun aciklanmasi ve elde edilen konfokal

mikroskoplama sonuglarinin agiklanmasi,

e) DMD tabanh konfokal goériintileme icin gelistirilen dizeneklerin tanitimi

ve elde edilen sonuclarin acgiklanmasi,

e) “OptoDigitalCon” programi ile galisan 3 numaral versiyon igin gelistirilen

bilgisayar araylzinun tanitiimasi.
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2 Literatir Ozeti ve Projenin Amaci

Geleneksel, genis-alan aydinlatmali isima (fléresan) mikroskoplari, érnekte
genis bir alanin homojen olarak aydinlatiimasi ve bu bélgeden toplanan igsimanin
bir kamera ile algilanmasina dayanir. Bu mikroskop sistemlerinde optik
¢ozunurlik noktasal-dagilim-fonksiyonu (point-spread-function) diye adlandirilan
bir fonksiyon ile verilir. Genis-alan aydinlatmali isima mikroskoplarinda odak
noktasina yakin bolgelerden gelen 1gima gurultd miktarinin artmasina ve
dolayisiyla optik ¢ézunarliglin azalmasina yol acar. Bu sorunun éntiine gegmek
icin 1957 yiinda ilk olarak Marvin Minsky, 06rnedin noktasal olarak
aydinlatiimasini ve aydinlatilan bélgenin isimasinin nokta-nokta kaydedilmesiyle
Isima mikroskobu gérintisinin elde edilmesini 6énermistir (Amos and White
2003; Minsky 1988; Webb 1984). Konfokal mikroskoplama denilen bu teknikte
Oornek sadece odak noktasindan uyarildidi igin odak noktasina yakin bolgeler
gurultiye yol agmaz ve dolayisiyla daha yuksek optik ¢ozunurltkler elde edilir.
Bu sekilde Ozellikle 6rnek duzlemine dik yondeki eksenel ¢dzUnurligin gok
artabildigi gorulmustir. Genig-alan aydinlatmali 1s1ima mikroskopisi ile 6érnegin
degisik kesit-alanlarindan goruntl alinamazken, konfokal mikroskopi ile bu tur
goérantiler kolayca alinabilmektedir. Dolayisiyla hicre goéruntilemesi gibi
derinligin oldugu érneklerde konfokal mikroskopi teknigi alternatifsiz bir teknik

olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Gunumuzde konfokal mikroskopi sistemleri 4 sekilde elde edilebilmektedir
(Kino and Corle 1996; Pawley 1995):

i) Ornek taramali konfokal mikroskop (Minsky 1988): Bu 1957 yilinda
Marvin Minsky’nin patentine denk gelen en temel konfokal mikroskop tasarimidir.
Ornek taramali bir konfokal mikroskopta lazer sabit bir noktaya odaklanir ve o
noktadan yayilan igima bir igne delidi ile noktasal algilayiciya génderilir. Ornegin
Uc boyutta hassas bir sekilde hareket etttiriimesi ile drnekteki degisik noktalardan
Isima kaydedilerek konfokal gérinti olusturulur. Ornek taramadan kaynaklanan
sinirlamadan dolay!r yavas goruntl olmasi nedeniyle bu teknik ticari olarak

gelistirilen konfokal mikroskoplarda tercih edilmemektedir.

ii) Lazer taramali konfokal mikroskop (Webb 1984; Xi vd. 2007): Bu
tasarimda lazer odak noktasi ile 1s1§in toplandigl odak noktasi ayni anda 6rnek
dizleminde 2 boyutta agisi degistirilebilen ayna tarayicilariyla hareket ettirilir.

Ornek sadece eksenel yénde 1 boyutta hareket ettirilir. Bu sekilde 3 boyutlu
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tarama ile konfokal gérintd alinmasi mimkdnddr. Bu yontemde kullanilan ayna
tarayicilari yiksek hizda hareket ettirilebildigi icin 6rnek taramali konfokal
mikroskoptan ¢ok daha hizli bir sekilde gdrintulenebilir. Konfokal goérintilerin
video catki oranlari olan 25 gérinti/s’de kaydedilmesi bu sekilde mimkunddr.
Ayrica lazer taramali konfokal mikroskobun kullandigi malzemelerden dolayi
dusuk maliyette Uretilmesi de mumkindir. Bu nedenle projemizde bir lazer

taramali konfokal mikroskobunun uretilmesi hedeflenmektedir.

iii) Doénen daireli (Nipkow diskli) konfokal mikroskop (Awamura vd.
1990; Petran vd. 1968; Xiao vd. 1988): Bu konfokal mikroskopta tGizerinde birgok
igne deligi olan bir dénen daire (Nipkow disk) kullanilir. Ornegin genis alanda
aydinlatilmasi ve algilamanin bir kamera ile yapilmasi ile dénen daire kullanarak
konfokal gorinti kaydedilmesi mimkindir. Bu sistem bir kamera ile 2 boyutlu
dizlemin goéruntisind bir kerede kaydedebildigi icin ¢ok ylksek hizlarda
konfokal gorintli kaydedilmesine yol acgar. 60 gerceve/s’lik ¢atki oranlarina bu
sistemler ile ulagiimaktadir. Ancak sistem, kullanilan kameradan dolay! diguk

maliyetli Uretilememektedir. Bu nedenle bu sistem projemizde tercih edilmemistir.

iv) Programlanabilen dizilimli konfokal mikroskop (PAM,
programmable array microscope) (Krizek and Hagen 2010; Kfizek vd. 2012;
Maurer vd. 2011; Nikolenko vd. 2008; Rector vd. 2003): Bu konfokal mikroskop
lazer taramali bir konfokal mikroskobun bagka bir sekli olarak goérulebilir. Lazer
taramali konfokal mikroskop ile ayni prensip kullanilarak goérunti alinir; tek fark
lazerin odaklandigi ve 1sigin toplandigi odak noktasinin taranmasinin ayna
tarayicilar yerine bir mekansal 1sik modulatéri (SLM, spatial light modulator) ya
da DMD kullanilarak basariimasidir. Gelisen MEMS (mikro elektromekanik
sistemler) teknolojileri sayesinde 6zellikle ¢ok hizli DMD’ler dusuk maliyetlerde
satin  alinabilmektedir.  Dolayisiyla  programlanabilen dizilimli  konfokal
mikroskoplarin da c¢ok dustk maliyetler ile Uretiimesi mumkindir. Bu proje
kapsaminda tasarlanacak konfokal mikroskoplar DMD temelli programlanabilir
dizilimli mikroskoplar olarak tasarlanacaktir. Agsagida bu tur mikroskoplarla ilgili

olarak daha detayl bir literatir bilgisi verilmektedir.
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Sekil 2-1: Modern bir sonsuz diizeltmeli mikroskopta mikroskop objektifinin agiklik
dizlemi ve imge dizlemlerinin yeniden olusturulmasi igin kullanilan optik dizenek

semasi. [Maurer11] referasindan alinmistir.

2.1 Programlanabilen dizimli mikroskop (PAM)

Modern bir sonsuz dizeltmeli (infinity corrected) mikroskobun temel
parcalari Sekil 2-1’de gdsteriimektedir. TUp mercegdi ve mikroskop objektifi primer
imge dizleminde (primary image plane) gorintinin olusmasini saglar. Bu
noktaya konumlandirnilan bir CCD kamera ile konvansiyonel genig alan imge
algilamasi gerceklestirilebilir. Tip mercekden daha sonra odak uzakliklarinda
yerlestirilecek L1 ve L2 mercekleri ile mikroskop objektifinin apertir dizleminin
(aperture plane) ya da imge dizleminin yeniden olusturulmasi mumkuindar. SLM
kullanan konfokal mikroskopi sistemlerinde apertir ve/veya imge duzlemlerinin
bu sekilde yeniden olusturulmasi gerekmektedir. PAM'In elde edilmesi igin genel
olarak SLM ve/veya DMD aygitlari birincil imge duzlemi veya yeniden
olusturulmus duzlemlerden birine yerlestirilir ve yiksek hizda bilgisayar kontroll

ile goruntuleme gerceklestirilir.

ik islevsel PAM'lar Texas Instruments firmasi tarafindan dretilen DMD
cipleri kullanilarak tasarlanmistir (Hanley vd. 1999; Hanley vd. 1998; Liang vd.
1997; Verveer vd. 1998). Halen DMD gipleri kullanilarak yeni konfokal
mikroskoplarin gelistiriimesi énemli bir arastirma alanini teskil etmektedir. DMD
cipleri kullanarak fiber-optik konfokal mikroskoplama (Lane vd. 2000) veya
biyolojik goruntileme (Fukano and Miyawaki 2003; Martial and Hartell 2012)
basariyla gerceklestirilebilmektedir. Projemiz kapsaminda da bu ciplerin en
gelismis versiyonlari kullanilarak tasarimlar gerceklestirilecektir. Ozel bir SLM tipi
olarak gorulebilecek bu DMD aygiti 1920 x 1080 piksel sayisina kadar ulasan
aluminyum aynalar dizisini icerir. DMD cipinin genel o6zellikleri Sekil 2-2’de
Ozetlenmektedir (Fedder vd. 2008). DMD cipinin igindeki her bir ayna iki farkli
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acida egilebilmektedir. Degisik DMD ¢ipi modellerinde bu egim agisi £ 10° ya da
+ 12° olabilmektedir. Aynalarin bu iki pozisyonundan birisi “acik” digeri ise
“kapall” olarak tasarlanir. Ayna ac¢ik konumunda oldugu zaman 1s1§1 6rnegde
dogru yonlendirir diger durumda ise Isik Ornekten uzaklastirilarak bir isik
tutucusuna dokalir (“dump” edilir). “Kapal” piksellerden yansiyan 1sigin
dokilmesi yerine baska bir CCD kameraya yonlendiriimesiyle eslenik olmayan
(non-conjugate) bir imge elde edilmesi de mimkindar. Eslenik ve eslenik
olmayan imgenin iki CCD kamera ile algilanmasiyla konfokal gorinta
¢6zanarlGgundn  arttirlmasi mdmkindir (Heintzmann vd. 2001). Boyle bir
tasarim Sekil 2-3'de gdsterilmektedir. Bu tasarimda konfokal gorinti eslenik

olmayan goruntinidn eglenik gérunttden c¢ikartilmasi ile elde edilir.

DMD kullanan isik sekillendirme uygulamalarinda isin kesit profilinin adaptif
optik/sayisal holografi ydntemleriyle optimizasyonu gerekmektedir. Ornegin
Bose-Einstein yogusmalarinin istenen 1sin profilleri ile uyariimasi igin bu tir
uygulamalarda adaptif algoritmalari rutin olarak kullaniimaktadir (Becker vd.
2010; Liang vd. 2012; Liang vd. 2012).

Mirror

e
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Mirror Support Post
Landing Tips

Torsion Hinge
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Electrode
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Sekil 2-2: (a) Texas Instruments firmasinin Grettigi DMD aygitinin bir aynasinin yapisi (b)
Paketlenmis DMD c¢ipi (C) DMD aynalarinin taramali elektron mikroskobu goérintisu
(http:/ivww.dlp.com/). (Fedder vd. 2008) referansindan alinmisgtir.
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. Saylsal Ayna Kumesi
Primer Imge
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Sekil 2-3: DMD c¢ipi temelli iki tarafli konfokal géruntileme diizeneginin semasi. Eslenik
(conjugate) ve eslenik olmayan (non-conjugate) imgelerin kaydedilmesi igin iki adet CCD

kamera kullanilir.

2.2 Projenin Amaci

Molekuler biyoloji ve genetik, tip, malzeme bilimi, fizik, kimya ve
nanoteknoloji arastirmalarinda kullanilan ¢ok 6nemli, temel bir aygit olmasina
ragmen gunidmizde Ozellikle Tarkiye'de lazer taramali konfokal mikroskop
(LTKM) sistemleri yaygin olarak kullanilamamaktadir. Bunun baglica nedeni
konvansiyonel konfokal mikroskopi sistemlerinin tek bir arastirma grubunun
butgesi ile satin alinamayacak kadar yuksek maliyetli olmalaridir. Diyot lazeri,
veri toplama, detektér ve lazer tarayicilari teknolojilerindeki gelismeler sonucu

duguk maliyetli bir LTKM sisteminin uretilmesi mumkuandur.

Bu projenin amaci timlesik, kullanimi kolay ve disuk maliyetli, optosayisal
yontemler kullanan bir LTKM'nin gelistiriimesidir. Optosayisal LTKM’nin

gelistiriimesinde sayisal mikroayna aygiti (DMD: digital micromirror device)
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kullanilarak 6zgin c¢o6zumler dretilecektir. Projenin 6zel amaclari asagida

siralanmistir:

Optosayisal LTKM sisteminin optik, optomekanik ve optoelektronik

tasarimlarinin gergeklestirilmesi.

Tasarlanan optosayisal LTKM igin gerekli gdmulu yazihm ve donanimin, ve
kisisel bilgisayar kullanici araylzinin geligtirilip sistem timlestiriimesinin
basariimasi.

Tamlestirilen optosayisal LTKM sisteminin  performans testlerinin

gergeklestiriimesi ve degisik uygulamalar i¢in en uygun tasarimin belirlenmesi.
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3 Galvanometre Taramali Konfokal Mikrokop igin

Kurulan Optik Duzeneklerin Tanitimi

Sekil 3-1: Galvanometre taramali konfokal konfokal mikroskobun (GTKM’nin) ilk (Ust) ve

ikinci (alt) versiyonlari.

Galvanometre taramali lazer konfokal mikroskop (GTKM) icin Sekil 3-1’de
gosterilen dlizenekler kurulmustur. Her iki dizenek de birbirinin ayni optik
sematigi kullanmaktadir. ik versiyonda lazer isaretleyicisi olan 5 mW’lik 532

nm’de bir lazer kullaniimistir. Kurulan ikinci diizenekte ise gl kararliligi daha iyi
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olan ve dalganoyunda ayarlanabilen (340-540nm ve 680-1080nm aralarinda)

daha ustln o6zellikli bir lazer olan dalgaboyu ayarlanabilir bir ultrahizli lazer

kullaniimigtir. Sekil 3-1'de gosterilen birinci versiyonda numaralarla belirtilen

parcalari aciklamalari asagidaki gibidir:

1- Lazer: 5 mW giglnde, 532 nm dalga boyunda sirekli dalga kipinde

calisan bir yesil lazer.

2- Lazer gini, daha iyi noktasal igiklandirma (point-illumination)

yapabilmesi icin, odagi 200 mm olan bir mercekten gegcmektedir.
3- Isin bu aynadan yansiyarak diger lense ulasir.
4- 50 mm plano-konveks mercek.

5- 100 mm plano-konveks mercek. 4 ve 5'in teleskopik yapisi sayesinde,
ISinin ¢capl iki kat artar.

6- Isin bu aynadan yansir.
7- Buradaki iki renkli aynadan gecerek i1sin galvanometre tarayicilara ulagsir.

8- Galvanometre tarayicilar -déner aynalar- 1sint X ve Y boyutlarinda
yonlendirmek icin kullaniimaktadirlar. Hizli dénen ayna X yonunde, yavas donen

ayna ise Y yoninde yonlendirme saglar.

9- Isin galvanometre tarayicilardan sonra Telesentrik F-Theta tarama
mercedine ulagir. Special Optics Telesentrik F-Theta Lazer Tarama mercegi
sayesinde, siradan mikroskop ve merceklerine kiyasla, Konfokal Lazer Taramali
Mikroskop'u 100 kat fazla alan tarayabilmektedir. Burada kullanilan Telesentrik
F-Theta Lazer Tarama mercegi, Konfokal Mikroskobi igin optimize edilmistir ve
gelen lazer 1sinini lama odaklamak i¢in uygundur. Bu mercegin odak mesafesi 70
mm'dir.

10- Lazer 1sini bir diger 1sin ayiricidan geger ve tip mercege (Tube lens)

ulasir.

11- Nikon Inverted Eclipse Ti-U mikroskobunda bulunan tiip mercegin odak
mesafesi 200 mm'dir. Tup mercedin bulunma sebebi ise sozsuz duzeltimli
objektiftir. Taranan 6érnek objektifin odak mesafesine konularak, isinlarin tip
mercede paralel olarak yansimasi saglanmig, boOylece isinlar birleserek

g6rintlyU olusturmuslardir.
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12- Kullanilan Nikon 40x objektif sonsuz duzeltimlidir ve odak mesafesi 2.1

mm'dir. Ornegi objektifin odak mesajesine koyarak, gériintii elde edilir.

13- Ornegin ve objektifin mesafesi iki eksende hareket ettirilerek

ayarlanabilir.

14- TUp lensten gegen paraksiyel isinlarin bir kismi 1sin ayiriciya bir daha
ugrar ve bilgisayara bagl olan USB kameraya ulasir. Bu sayede gorinti

bilgisayardan gorilebilir.

15- Isinin diger kismi, i1sin ayiracindan gectikten, galvanometre aynalardan
yansidiktan ve ilk i1sin ayiricidan gectikten sonra igbikey mercege ulasir. Bu
mercek sayesinde isinlar fotogoklayici tibe (photomultiplier tube - PMT'ye)

ulasmis olur.

16- Son olarak, 1sin PMT'ye ulasir. PMT’nin énlne yerlestiriimis olan 100
pm capindaki bir igne deligi konfokal algilamayi saglar. PMT, isiga asiri duyarli
bir algilayicidir. Buraya dusen fotonlar dynode asamalarindan gecerek
coklanirlar, bu sayede, gelen isik ¢ok disik olsa bile tekil fotonlarin algilanmasi
muamkin hale gelir. Gézlem amaciyla, PMT cikis isareti ayrica bir osiloskoba

baglanmistir.

17- Galvanometre tarayicilarin yiuksek devirlerde isinmasini engellemek

amaciyla kullanilan fan.

3.1 Optik Diizenegin 3 Boyutlu Cizimi

& O

Sekil 3-2: Thorlabs firmasinin web sayfasindan alinan CAD c¢izimleri ve bu ¢izimlerin

birlestiriimesiyle olusturulan post tutucunun CAD ¢iziminin gésterimi.
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Sekil 3-3: Pargalariyla birlikte Nikon ters mikroskobun CAD gizimi.

Projede kullanilan pargalarin bazilarinin Solidworks yazihmi ile gizimleri
yapilmistir. Oncelikle basit parcalar cizilmis, sonrasinda ise daha karmasik
parcalarin ¢izimi gerceklestiriimigtir, cizilen pargalara kullanilan malzemenin
Ozellikleri eklenmistir. Bazi pargalar igin pargca cizimleri Thorlabs firmasinin
internet sitesinden indirilmis bazi baska pargalarin cgizimleri de proje ekibi
tarafindan gergeklestiriimistir. Bunlarin icinde en zorlusu ise 50'den fazla
parcadan olusan mikroskobun cizimi olmustur. Son asamada tim parcalar
birlestiriimis ve optik dizenedin butunu gizilmigtir. Proje kapsaminda
gerceklestirilen Solidworks gizimleri Sekil 3-2 — 3-4’de gosterilmektedir.
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Sekil 3-4: Tim pargalarin birlestiriimesiyle olusturulan optik diizenek CAD gizimi.
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4 Veri Toplama Birimleri ile birlikte “Konfokal”
Programinin Donaniminin  ve  Yaziliminin

Tasarlanmasi ve Gergeklenmesi

Proje kapsaminda iki adet galvanometre taramali konfokal mikroskop
gerceklestiriimistir. Birinci versiyon tumuyle alt seviye elektronik ve yazihimsal
tasarima dayanir. “Konfokal” adi verilen programla kontrol edilen bu ilk
versiyonun elektroniksel ve yazilimsal olarak tasarimi, bu hususta kullanilan
yontem ve malzemeler, denetleme ve bilgi aktarimi igin gelistirilen elektronik
devre, bellenim ve bilgisayar tarafinda kosan vyaziim bu bdlimde
aciklanmaktadir. Bunlara ek olarak, bu yontem ve ¢alisma takibinde elde edilen

sonugclar sunulmakta, gerekli incelemeler ve tartismalar gergeklestiriimektedir.
4.1 Dizgenin ¢alisma bigimi:

Dizgemizin ¢galisma prensibi, Sekil 4-1'deki blok ¢izeneginde genel hatlari
ile betimlenmistir. Sekil 4-11'deki elemanlarin iglevieri ve detaylari asagida

Bilgisayar
" Il »| Mikrodenetleyici 1

Isaret
Kosullandirici

T - |

Galvo Sirici

belirtiimektedir:

¥

4

I

Mikrodenetleyici 2

¥

Y

i Galvo Aynalar /

Sekil 4-1: Genel blok ¢izenegi

- Mikrodenetleyici 1: Bilgisayar tarafindan "Basla" komutu geldiginde
galvanometre sudrucusune X ve Y eksenlerinde tarama yapmasi igin gerekli
isaretleri gonderir. Bu igaretler Mikrodenetleyici 1'in PWM (Pulse-width
Modulation) pargasindan bir sayisal-analog doénustirict (Digital-to-analog

Converter) olusturmak Uzere alinmaktadirlar. Bu islemin gergeklestirilebilmesi
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icin, isaretler isaret Kosullandirici'ya beslenmektedirler. Bu uygulamada
Mikrodenetleyici 1 olarak Texas Instruments'in Tiva C serisinden TM4C123G
kullaniimigtir. Mikrodenetleyici 1'in icinde kosan bellenimin akis ¢izenegdi Sekil 4-
2'de gosterilmistir. Ayrica bu mikrodenetleyicide kosan bellenim, proje ekinde

sunulan Baran Yalgin’in yuksek lisans tezinin ek kisminda mevcuttur.

o PWM kesmesi

k4

~Saat ayarianni yap
-PIn ayananni yap FWiM KIdelzm:n
PWM ayaranni yap cevimini degisur
PWIM davrinl, kesmasin| v

e Geri don

Sekil 4-2: Mikrodenetleyici 1'in akis ¢gizenegi

- [saret Kosullandirici: Bu parga, Mikrodenetleyici 1'den aldigi isaretlerin
galvanometre sudrtcusu igin kosullandinimasi gorevini yerine getirmektedir.
Mikrodenetleyici 1'den gelen PWM igaretleri burada al¢ak gegiren suzgeglerden
(Low-pass Filter) ve yukselticilerden (Amplifier) gecirildikten sonra galvanometre
Sdrucu'ye beslenirler. Bu PWM isaretleri Tablo 1'de goésterildigi gibi, 10 Hz ve 0.1
Hz testere-disi (sawtooth) dalgalar Uretmek Uzere Mikrodenetleyici 1'de
olusturulmaktadirlar.

100 100 1 1

‘ Kanal — Coziinirlik[C]  Tekrar[T] ‘ Towm [Ms] ‘ fowum [kHZ] ‘ Fresteradis
100 10 0,1 10

Tablo 4-1: PWM dalgalarinin dzellikleri

Buradaki Cozunurlik [C], en dusuk gerilimden en yuksek gerilime kag
basamakta gidilecegini belirlemektedir. Tekrar [T] ise, PWM isaretinin ayni
hizmet ¢evriminde(duty-cycle) kendini bu basamaklarda ka¢ defa yineleyecegini
belirler. Tekrarlama iglemi bittikten sonra Sekil 4-2'de gérilecegi Uzere, PWM
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isareti hizmet ¢evrimini arttirarak bir sonraki basamaga gecer. Tpwwm ise, PWM
isaretlerinin devridir. Tablo 4-1'deki degiskenlerin birbirleriyle olan iliskisi

asagidaki (Denklem 4-1) denkleme baghdir.
X X Y Y Y
T *TPWI\/I_T *TPW*C
Denklem 4-1: PWM degiskenleri arasindaki baginti

Y'nin deviri

Tekrar[T]
. — X
| | — Y

Gerilim

" 7 | Goztinirlik(C]

Zaman

X'in deviri

Sekil 4-3: Testeredisi dalgasindaki degiskenler

Sekil 4-2'de temsili olarak gorilen testeredisi dalgalar, PWM isaretlerinin
Devre 1'de gorilen devrenin algak gegiren slizge¢ asamasindan gectikten sonra
bu hali alirlar. Buradaki amag fewm  frekanslarini elerken fresteredisi frekanslarini
gecirmektir. Bu amacla kullanilan stizgeclerin Bode cizimleri Sekil 4-4 ve 4-5'de
gorulebilirler. Y kanalindan ¢gikan 10 HZ'lik testeredigi dalganin osiloskopta olusan

go6rintisu Sekil 4-6’da gorilebilmektedir.

27



Gain (dB)

Phase [deg]

Gain (dB)

Phase [deg]

v

TUBITAK

-50.00-

8
S
S
I

15000~

200.00

0.00—

-50.00—

g
8
I

-150.00—f

-200.00-

0.00

T T
100m 1 10 100 1k 10K
Frequency (Hz)

Sekil 4-4: X siizgecinin Bode gizimi

-50.00—

-100.00—

-150.00-

-200.00-

0.00—

-50.00-]

-150.00-]

8
8
I

-200.00

T T 1
1 10 100 1k 10k 100k
Frequency (Hz)

Sekil 4-5: Y suizgecinin Bode ¢gizimi
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(RN

Sekil 4-7: Isaret Kosullandirici devresi
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Alcak gegiren slizgecten alinan testeredisi isaretler, Sekil 4-7'de gortlen
Op-Amplar sayesinde, galvanometre suriclsunun kabul edebilecedi aralida
yukseltilir ve gerekli dogru akim sabiti eklenir (DC bias). Bu gerilim araligi
kullanici  tarafindan ayarlanabilir direngler sayesinde uygulamaya goére
degistirilebilir. Isaretler bu asamadan sonra, Galvanometre Suriici'nin

kullanimina hazir hale gelir.

- Galvanometre Siiriicii ve Galvanometre Aynalari: Galvanometre
Sdrucu'nun temel amaci, bagli olan galvanometre aynalarini (motorlarini)
surmektir. Girdi olarak £10V araliginda deger alir ve buna tekabul eden tarama
acisi £6°'dir. Cikti olarak ise, motorlarin bulundugu konum bilgisini gerilim olarak
verir. Bu bilgi Mikrodenetleyici 2 tarafindan kullaniimasi icin iletiimektedir. Bu
projede ise Cambridge Technology'nin Uretmis oldugu MicroMax 673 serisi
surict  ve vyine ayni sgirketin dretmis oldugu 6210H serisi motorlar

kullaniimaktadir.

- PMT: Galvanometre aynalari yardimiyla taranan numune U(zerinden
yansiyan isik yogunlugunu (intensity) okumasi icin kullaniimaktadir. Okudugu
yogunlugu, ayarlanabilen kazang devresi sayesinde, gerilim olarak
Mikrodenetleyici 2'ye goénderir. Bu projede Thor Labs tarafindan Uretilmis olan

PMMO02 serisi PMT kullaniimistir.

- Mikrodenetleyici 2: Goérevi PMT ve galvanometre sirtclistnden gelen,
sirasiyla, yogunluk ve ayna pozisyonu bilgilerini okuyup bilgisayara UART
(Universal Asynchronous Receiver/Transmitter) araciligiyla iletmektir. Bu projede
ise Mikrodenetleyici 2 olarak Texas Instruments'in Stellaris serisinden LM4F120
kullaniimigtir. Mikrodenetleyicide girdi olarak kullanilan igaretlerin farkinin 0 -
3.3V araliginda olmasi gerekmektedir. Bunun sebebi ise mikrodenetleyicinin
farksal (differential) olarak okuma yapmasidir. Bu aralikta gelen gerilim isaretleri
1 MSPS hizinda 6rneklendikten sonra 115000 Baud/s'lik UART baglantisi ile,
islemenin yapilacag! bilgisayara iletir. Mikrodenetleyici 2'nin iginde kosan
bellenimin akis gizenegdi Sekil 4-8'de gosterilmigtir.

- Bilgisayar: UART yoluyla aldigi bilgiyi isleyerek goéruntl olugturur. Bu
projedeki bilgisayarda Microsoft Windows 8 kosmaktadir. UART kanalindan
okuma yapma ve isleme, sirasiyla, Python ve MATLAB betikleri kullanilarak
gerceklestiriimektedir. Bilgisayar'in iginde kosan betiklerin akis gizenegi Sekil 4-

9'da gosterilmigtir.
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UARTYi ayarla

-Saat ayarianni yap
-PIn ayananni yap

Fin ve hiz ayarianni yap

ADC kesmesi

ADGC omeklemesing
davam at

UARTY ayaria

UARTYI baglat

Y

Y

ADC omekleme hzini,

kesmesini, girdienni
ayarla

Omeklemaye basla

while(1)

Motor ve FMT bilgllerini
hatizaya kopyala

Y

UART lle motor ve PMT
piigiienni gonder

¥
Geri dén

Sekil 4-8: Mikrodenetleyici 2'nin akis gizenegi
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Basla
Basla run.m
adc_script.py

UART badlantisini Tanimianan bolge
kur dogrultusunda biglen Kirg

4 ¥

Ornek sayisi kadar
Bu verilen dogrult(normalze )
okuma yap ve kaydet ve Kaydir

Y

h 4

UART badlantisini
kapat Gorintd matrsinl elugtur

Y

h 4

Okunan bigiien dozenke ve
Jtxt dosyalan olarak kaydet Ciz va gostengrayscala)

Sekil 4-9: Bilgisayar'daki betiklerin akis gizenegi

4.2 Galvanometre Taramali Konfokal Mikroskobunun

Donaniminin/Yaziliminin Tamamlanmasi

Konfokal GTKM donanimsal ve yazilimsal anlamda timlesik bir ortamda
kullanima uygun hale getirilmistir. Bu boélumde, bahsedilen degisikliler
detaylandirilacak ve bu c¢alismalar sonucunda elde edilen iyilegtiriimis bir tarama

ornegdi sunulacaktir.

4.2.1 Kontrol ve Veri Aktarimi Donaniminin Tasarlanmasi

Duzenegdin en son haline gelmesi amaciyla genel ¢alisma ilkeleri gézden
gegcirilmigtir. Bu ilkelerin hazirlanmasinda 4.1’de aciklanan c¢alismalar bir temel
olarak kullanilmis (prototip), gerekli testlerin yapilmasinin ardindan bir ihtiyag
analizi yapilmis ve duzenek iyilestirilerek son kullaniciya uygun hale getirilmistir.

Bu ¢alismalar sonucunda sistem asagidaki gizenege evrilmigtir.
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1. Teknofil CDAQ;:
Kontrol ve Veri Aktarimi PMT
Donanimi
\4
[
3 Kontrol ve
. e & e Veri Aktarma
Mikrodenetleyici Araviizi
AREN yusd
Bilgisayar A
A
2. Konfokal
(yazilim): X
Kullanici ) . Galvo Ayna
Arayiizii Erale Suriicusi

\’

Galvo Aynalar /

3. Giig ve Siiriicii Unitesi/

Sekil 4-10: Tamamlanmis dizenegin gizenegi

Duzenegdin bu hale getiriimesinde bir tasarim ilkesi olan “parcalilik” esasi
gOzetilmigtir. Boylece duzenek farkli surtcu, ayna ve PMT (foton ¢oklayici tip)
kombinasyonlari ile calisabilecek, bu 6zelligi ile cihaz maliyet azaltimina izin
verecek ve ayrica kolayca servis edilmesini mumkun kilacaktir.

Sekil 4-10'da goruldugu uzere “Teknofil CDAQ: Kontrol ve Veri Aktarimi

Donanimr”, “Tiva C Mikrodenetleyici” ve “Kontrol ve Veri Aktarma Arayuzi’den
olusan tumlesik bir yapiya sahiptir. Bu yapinin tercih edilmesindeki sebep yazilim
ve bellenim arasindaki uyumlulugu korumaktir. Teknofil CDAQ'da “Tiva C
Mikrodenetleyici” olarak Texas Instruments’in  Tiva™ TM4C123GH6ZRB

mikrodenetleyicisi kullaniimistir.
Bu mikrodenetleyicinin kullaniimasindaki nedenler sunlardir:

1. USB 2.0 destegi ve Microsoft Windows 7 icin surGcUsunun
bulunmasi: Bu sayede Texas Instruments tarafindan saglanan
TivaWare USB 2.0 kutiphanesi kullanilabilmektedir. Bu kutliphane
ile saglanan surlci haberlesmekte, Konfokal programina gerekli
veri aktarimi  saglamaktadir. Host, Device ve On-the-Go
operasyonlari desteklenmekte, bdylece veri aktariminda daha
yuksek hizlara ulagilabilmektedir (USB 2.0 Full Speed).
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Sekil 4-11: Tiva C'de kosan bellenimin akis gizenegi(betik ekte mevcuttur)
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2. 12-bit'lik ADC Unitesi ve SPI protokolini desteklemesi: Bu ADC
Unitesi sayesinde PMT ve galvanometre pozisyon geribildirimleri, 1
MSPS hizinda donanim ortalamasi uygulanarak okunabilmektedir.
Mikrodenetleyicide bulunan 2 adet SPI c¢evrebirimi kullanilarak bu

“Kontrol ve Veri Aktarma Arayuzu’ndeki DAC’ler sirulmektedir.

3. Onceki tasarimdan gelen deneyimin devam ettirilebilmesi: Birinci
raporda uygulanan tekniklerden elde edilen betiklerin yeniden
kullanilmasi saglanmis, elde edilen deneyimler korunmus ve ayni

zamanda iyilestirilmistir.

Mikrodenetleyicinin igcinde kosan bellenim Sekil 4-11’deki akis cizeneginde
gOsterilmistir. Bu durumda mikrodenetleyici SPI protokoll ile gerekli veri
aktarimini gerceklestirerek, galvanometre aynalari strmek igin sinirlari belli
testeredisi dalgalar Gretmektedir. Bu dalgalar Texas Instruments’in 16-bit’'lik DAC
8551 entegreleri yardimiyla Uretiimektedir. Elde edilen sinyaller BNC kablolar
yardimiyla “Galvanometre Ayna Sirlclsu’nin bulundugu “Glg¢ ve Siricl
Unitesi’ne gdénderiimektedir. Bdylece galvanometre aynalarin  kontroll
saglanmakta ve eszamanli olarak “Galvanometre Ayna Siruci’sunden elde
edilen  geribildiim  sinyalleri  tekrar  “Teknofii CDAQ"a  aktarilarak
mikrodenetleyiciye konum bilgisi olarak beslenmektedir. Aynalari surmek igin
kullanilan yoéntem birinci rapordakinden (Pulse Width Modulation ydntemi)
farkhdir.

Boyle bir olumlu degisiklige gidilmis olmasindaki nedenler sunlardir:

1. Daha yuksek hiz: DAC 8551 entegresi ile 10 ps’lik yerlesme hizina
(settling time) ulagiimaktadir. Bu durum, bir 6nceki metoda
kiyaslandijinda  yadsinamayacak  dizeyde  bir  iyilesme
saglamaktadir. Cinki PWM yodnteminde uretilen sinyal ne kadar
hizli olursa olsun, gercek dalga sekline ulasabilmesi igin bir algak
geciren suzgece(low-pass filter) beslenmek zorundadir. Bu da her
zaman i¢cin PWM hizinda bir uzlasmaya (trade-off) sebep
olmaktadir.

2. Daha yuksek ¢oézunudrlik: Sabit bir zaman araligi gbéz 6nlne
alindiginda, ¢ozunurluk ve tarama hizi her zaman igin birbirleriyle
dogru orantilidir. Birinci maddede belirtildigi UGzere daha ylksek
hizlara ulasilmasi -ayni zaman araligi icin- direkt olarak daha
yuksek ¢ozinlrlikte tarama yapilmasina olanak vermektedir. Fakat
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bu iyilestirmedeki en énemli olgu ise, DAC’ler ile 16-bit’lik (en fazla

5.5 V igin) ¢ozinlrliklere ulasiimasidir. Bdylece aynalar bir énceki

duruma kiyasla daha hassas bir bicimde hareket ettirilebilecektir ve

mikroskoptan daha yuksek verim alinacaktir.

Yukarida belirtilen temeller gozetilerek hazirlanan, mikrodenetleyici ve DAC
Unitesi icin fonksiyonel altyapr saglayacak olan “Kontrol ve Veri Aktarma
Araylz0i” asagidaki (Sekil 4-12) elektriksel anahatlara dayanmaktadir.

Ti-U
Head External 10V 1A
Lamp Power Supply

DC Fan =15 Vio 9-12v +15Vio
Adjusiable 0,1.25)V
Unit -« (
output GConverter Adjustable PMT [ %,
[2x redundancy] HV Gontroller
Main Power Supply J
PMT Main Power
=15V Supply (External) PMT
Ground
L7805CV ADR444B L7905CV
+5V Regulator 4.096V Regulator -5V Regulator
X DAC 8551 Y DAC 8551
Vdd =5V e Vdd =5V
Vref = 4006V Vref = 4.006V
| ¢ I
Galvo Driver 4.0)Vto 4,0Vto Galvo Driver
X Input f— 22V fe—— 5 2,2V ———— Y Input
(Differential) Level Shifter Level Shifter (Differential)
Galvo Driver
Galvo Driver Galvo Driver
X Positon ¥ Position
Quiput Output
TivaC
MCU

Sekil 4-12: "Kontrol ve Veri Aktarimi" Gnitesinin elektriksel anahatlari

Burada gorllebilecedi Uzere entegre devreler igin “Gu¢ ve Sdrlcl
Unitesi’nden alinan +15 V, entegrelerin ve gevre birimlerin ¢alismasi icin gerekli
gerilim degerlerine donustlrialmis ve entegrelerden elde edilen sinyallerin

kosullandiriimasi saglanmistir. Bahsedilen elektriksel anahatlarin
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tamamlanmasiyla gereksinimler belirlenmis olup, bir sonraki adim olan sematigin

ve baski devrenin hazirlanmasi asamasina gegilmistir.

Hazirlanmasi gereken devre (¢ ana pargadan olusmaktadir. Bunlar glg
Unitesi, DAC  Unitesi  (karti)) ve  mikrodenetleyici  Unitesi  olarak
adlandinimaktadirlar. Gug¢ Unitesi digerleri i¢in bir temel olusturmaktadir (anakart)
ve diger Uniteler bu Uniteye takilip-¢cikarilabilir (pluggable) bir sekilde
tasarlanmigtir. Bagka bir DAC/ mikrodenetleyici kullaniimak istendiginde veya
teknik bir zorlukla karsilasildiginda, bu Unitelerin kolayca degisimi
gergeklestirilebilir. Devre bu sekilde hazirlanarak, geleneksel konfokal mikroskop
¢6zumlerinin disinda kalan, tasarima yenilikgi bir 6zellik kazandiran “pargalilik”
ilkesinin butlin élgeklerde korunmasi saglanmigtir. Anakarta ait devre Sekil 4-
13’te gosterilmistir.

[1]+1.25-15v 2] 0-1 25%
Adjustable Fan PMT Hv CTL [3] 7805
Output Output +5v Regulator

o LT %D

ARAA
VWK

ok

Tx | T

Tt

[4] 7905
-3V Regulator

TivaA C HEADERS

— — —f
o o - - —|
8 Oi:: - - POSX :402
8 O—:: J— J— POSY :—O:
8 877 J— E— PMT -
Io3e il - -
PefieiEH I
R — 7]
—_ —|
—1< < > — i
—+0 & — o
c o e — -
g
OO
i ’
o >

Sekil 4-13: Anakart

Anakarta takilip-gikarilabilen DAC Unitesine ait devre ise S$ekil 4-14’de
gOsterilmistir.

Yukarida belirtilen devreler sayesinde galvanometre aynalarinin kontrolu
saglanmaktadir. PMT ve galvanometre aynalarindan gelen geribesleme sinyalleri
baska bir devre yardimiyla mikrodenetleyiciye beslenmektedir. Bu devre
galvanometre  slriclistinden ve PMTden gelen analog sinyallerin
kosullandirmasini gergeklestirmektedir. Fakat Sekil 4-7’de gdsterilen devreler
yuksek hizda dijital sinyallerle ¢alismaktadirlar. Devrelerin tek bir baski devrede
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birlestiriimemelerindeki sebep, bu iki ayri alanda galisan sinyallerin birbirlerinden
etkilenmelerini  (crosstalk) engellemektir. Yapilan devre Sekil 4-15de
gOsterilmistir. Bu devrenin bir kosullandirici olarak goérevi de, gelen sinyalleri
ADC’nin okuyabilecegi 0 — 3.3 V araliina tasimak ve gelecek ylksek sinyalleri
engelleyerek ADC’nin zarar gérmesini 6nlemektir.

6] DAC 8851 XY

1

5] +4.096Y
Vref Regulator

£ A

7] Buffer and
Level Shifter

Al

R3 and R4 remain empty,
R2 and RS are zero Ohm

=
=

Sekil 4-14: DAC karti

AAMA
Yyvy

AAMA
Yyvy

AAAN AMAN ANAAR BAMA

W =

AMAA
ey
AMAA
Ty

o

Sekil 4-15: Kosullandirma ve koruma devresi

ADC girislerini korumak igin yapilan bu diyot kopruler, Vpop = 3.3 V iken,
girig geriliminin ~-0.6 — 3.9 V arasinda kalmasini saglamaktadir. Konum ve PMT
sinyalleri igin yapilan SPICE simulasyonlari Sekil 4-16 ve 4-17’'de gorulebilir.
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Sekil 4-16: Konum sinyallerinin simulasyonu

Sekil 4-17: PMT sinyallerinin simulasyonu
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Yukarida gdsterilen devrelerin simUlasyonlari gerceklestirilip, baski devre
cizimleri yapildiktan sonra gerekli lehimleme ve test islemleri tamamlanarak
elektriksel gereksinimler yerine getirilmistir. Sonrasinda devre 06zel olarak
hazirlanan kutusuna vyerlestiriimis, 6n panelde gerekli baglantilar yapilarak
“Teknofil CDAQ” tamamlanmistir. Bu asamaya paralel olarak “Teknofil CDAQ”
icin gerekli “Gug¢ Kaynagi’nin ve “Galvanometre Ayna Siricisiu’nin bulundugu
kutu ayni hazirhk asamalarindan gecerek tamamlanmistir (Sekil 4-18). “Teknofil
CDAQ” ve “Gli¢ ve Sirict Unitesi” birbirlerine kablolar ile baglanarak

mikroskobun elektriksel ayaklarini olugturmaktadirlar.

Sekil 4-18: "Teknofil CDAQ" ve "Gug ve Surlci" Unitelerinin tamamlanmig hali

Bu agsamalarin tamamlanmasiyla mikroskobun donanimsal gereklilikleri

tamamlanmis ve kullanici araylizi hazirlama asamasina gegilmistir.

4.2.2 Kullanici Arayuzu Yaziliminin Tasarlanmasi

Projenin amaglarindan olan Galvanometre Taramali ve DMD Konfokal
Mikroskobunun kontrol edilebilmesi, elde edilen resmin goérintilenmesi ve
taramaya ait bilgilerin toplanmasi icin bilgisayar tarafinda kosacak olan bir
programa ihtiya¢ vardir. Bu sebeple hem galvanometre taramali mikroskop, hem
de gelistirimekte olan DMD mikroskobu igin bir program yazilmistir. Bu
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programin adi “Konfokal” olarak belirlenmis olup, Python programlama dilinde

asagidaki kitiphaneler kullanilarak hazirlanmigtir:

- PyQt

- Matplotlib
- Numpy

- SciPy

- PIL

- PyusB

Programin su an igin kosmakta oldugu platform Windows 7 Professional
64-bit'dir. Fakat programdaki 6nemli &6zelliklerden bir tanesi isletim sistemi
gegcigliligini  (cross-platform) kullandigi  dil ve kitliphaneler sayesinde
desteklemesidir. Program gerekli suruculer saglandigi takdirde OS X ve
GNU/Linux isletim sistemlerinde de kosabilmektedir. Boylece programda ileriye

donuk bir hedef belirlenmis ve gelistiriimeye acik bir sistem yazilmigtir.

“Konfokal” bir kullanici arayizi olmakla beraber, ayni zamanda bir Python
kUtlphanesi olmayi hedeflemistir. Program 6n u¢ (front end) ve arka ug¢ (back
end) seklinde yazilmis olup, 6n ug¢ olarak PyQt4 kullaniimigtir. Arka ugta ise
nesne odakh veri tipleri olusturulmus, baska bir programdan kolayca c¢agirilabilir
hale getirilmistir. Arka uca ait mimari Sekil 4-19’da gosterilmistir.

Front-end ‘ ui \

Konfokal

Back-end

Sekil 4-19: "Konfokal" programinin mimarisi
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Bu mimarinin elemanlarinin islevleri asagida anlatiimaktadir:

1. Onug:

- ui: Programin goérsel araytzinden (GUI) sorumludur. Bu araylzin
kullandid1 pencere sistemlerini programin akisina gore ¢agirir ve gorsel
ogelerin ekrana c¢izdiriimesini saglar. Kullanici eylemlerini arka uca
ileterek, gelen cevaplari gorsel araylzde gosterir.

Pl Eat san Hep

e l@aAo |+

=lalxl

it | image |
Novgator

Sekil 4-20: On uca ait genel ekran gériintiisi

Sekil 4-20°den gorulebilecegi Uzere grafik arayuzinde sirasi ile; File
(dosya), Edit (dizenle), Scan (tara) ve Help (yardim) mendleri bulunmaktadir.
File menlisu Sekil 4-21'den gorulebilecedi Uzere New Session (yeni oturum)
acabilmekte, dnceki bir oturumu yikleyebilmekte (Load Session) veya o anki
oturumu kaydedebilmektedir (Save Session, Save As...). Export ile alinan veriyi
veya goruntiyl disa aktarabilmektedir. Settings kismindan ise programin

calismasi ile ilgili gerekli ayarlar yapilabilmektedir.

'@' Konfokal 0 Konfokal '@' Konfokal 0 Konfokal
[File Edit Scan Help File | Edit Scan Help File Edit | Scan Help Fle Edit Scan | Help
= MNew Session Ctrl+ ”—*‘h Undo crl+z | » £ Quick Scan F5 “—Lq [ About Konfokal
. Load Session  Ctrl+ L. 7 Redo culey [ + new scan F& = Help
[ saveSession  Ctrl+5 e @ Manipulate  Cirl+M
Save As... Ctrl+5hift+5
= Export Cirl+E
} Settings Crl+0
(&) Quit Ctrl+Q

Sekil 4-21: Konfokal programinin mendileri
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- a New Session

User: IBaran|

211

Date: 16.2.2015 Time: 23:1
Device: |Teknoﬁ| CDAQ ;I

Motes:

In this session I perform various scans on an algae
sample.

=== IMPORTANT ===
Microscope headlight is ON for this session.

0K I Cancel |

Sekil 4-22: New Session mendisiine ait ekran gorintisu

Edit menusinde ise Undo (geri al), Redo (ileri al) ve Manipulate (isle)

menuleri bulunmaktadir. Manipulate sayesinde, goruntuye PIL kutiphanesinin

izin verdigi imge isleme yontemleri uygulanabilmektedir.

Konfokal - Save File
-

() [ - cowos e -u - S B

Organize v  New folder 4= v

PolifH

)

> Favorites 21 MName “ Date modified Type | Size |

B Desktop icons. 28.01.2015 23:42 File folder
@ Downloads
| Recent Places

. images 16.02.2015 22:44 File folder

3 Libraries
4| Documents
rJ'- Music
=] Pictures

B videos

0% Homegroup

1% Computer
&, tocal Disk (C2)
&% BD-ROM Drive (F:)

File name: I |

Save as type: [Konfokal File (kff)

¥

Lelle]

Sekil 4-23: Save menlsune ait ekran gérintusu

Scan menusundeki Quick Scan (hizli tarama) ile bir 6nceki taramanin

aynisi gercgeklestirilebilmekte, veya New Scan (yeni tarama) baslatilabilmektedir.

New Session menusu ile yapilacak olan taramanin genel ayarlari ve tarama

ayarlari yapilabilir ve belirtilen oturuma eklenir. Kullanici yeni taramaya bir isim

verebilir, not yazabilir, tarih ve zaman Uzerinde degisiklikler yapabilir. Tarama
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ayarlarini kullanarak ise taramanin yapilacagr geometriyi ayarlayabilir (Sekil 4-

22).

New Scan l‘i‘
—Scan I™ Time &D:
Scanner: Time: [00:00:00 =
Device: Date:
Notes:
pzt sal Car Per Cum Cmt Paz
5 % 7 8 ) 30 3t 1
2 3 4 5 6 7 8
E] 10 1 12 13 14 15
8 15 17 18 19 20 21 22
g B 24 5 27 S 1
10 2 3 4 5 6 7 8
™ Notify when completed
Emal: [username gemal,com

coack [ Next> | cael |
New Scan 21x]

‘ " se:ﬂngs

XY

From: To: Resolution: Unit:
T | | = ‘
o [ [ pm T  Santooth —d

" Triangular A
" Pulse J_l_l_
"

adustfalrate; p— 111 1

DACspeed: '}

LE set period: [
From: To; Resolution: Unit: e e —
I pm Period: Estimated time:
<gack || wextr | conce
Sekil 4-24: New Scan menusunin ekran goruntisu
Arka ug:

Core (6z): Ana veri tiplerini barindirir. Bu veri tipleri sayesinde
“Session” (oturum), “Scan” (tarama), “ScanData” (tarama verisi),
“Scanlmage” (tarama resmi) nesnelerini kullanarak, elde edilen verileri

saklar ve degistirebilir.

dev (device-cihaz): Cihaza (“Teknofil CDAQ” veya DMD cihazi) ait
haberlesme ve kontrol fonksiyonlarini barindirir. Veri akisini saglar ve

cihaza 0zel durumlari dizenler.
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utils (utilities-yardimci hizmetler): Gerekli olan yardimci hizmetler

(baska programlarla veya isletim sistemi ile ilgili baglantilar, servisler) bu

dosya sayesinde gerceklestirilir.

~lajx|

R et e

Sekil 4-25: Tarama gorintusu

X, Y, PMT

500000 1000000 1500000 2000000 2500000

500000 1000000 1500000 2000000 2500000

0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000

Sekil 4-26: Tarama verileri

Programin dev dosyasi DMD igin hali hazirda gelistiriimekte olup, Teknofil
CDAQ igin tamamlanmigtir. utils dosyasina ise ilerleyen zamanda ihtiyaclar
dogrultusunda eklemeler yapilacaktir. Su anki durumda, kullanici araytzu
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Teknofil CDAQ igin galismaktadir ve alinan bir tarama goérintist Sekil 4-27°de
verilmistir. Bundan 6nce ise bu Konfokal programinin ¢alisma ortamindan alinan
hali ve buna ait olan tarama grafikleri Sekil 4-25de ve S$ekil 4-26’da
gosterilmektedir.
Sekil 4-25'de gdsterilen resmin, gergek kamera goéruntlsi ile yapilan

karsilastirmasi asagida Sekil 4-27'de gosteriimektedir.

o T W

i
]

S AR i b N
TR
A s TR "

SR Ny

Sekil 4-27: Kameradan alinan resim (solda) ve Teknofil CDAQ ile alinan resim (sagda)

Sekil 4-27°de gorilebilecegi tzere, Teknofii CDAQ kamerada gésterilen
bélgenin gorintisind basarih bir sekilde taramistir ve bu degerleri Konfokal
programina aktararak resmi olusturmustur. Kamera resminde gorilen cizgilerin
birbirlerine olan uzakligi 10 um’dir. Toplam tarama yapilabilir alan 200 pym olarak
belirlenmig, bu durumda galvanometrelere uygulanmasi gereken gerilim degerleri
t+ 1.5 V olarak hesaplanmistir. Belirtilen gerilim degerleri 16-bit'lik DAC ile 4
MV’luk ¢bézundrlikte taranabilmektedir. Bu ¢ozinlrlik degeri teorik olarak lazer
isinint 300 nm c¢ozundrlikte hareket ettirebilse de, sistemde bulunan
galvanometrenin ve optik elemanlarin limitleyici 0Ozelliine maruz kalarak,
goéruntuden gorulebilecegi Uzere (empirik olarak), yaklasik 1 pm’lik bir
¢6zindrlikte tarama yapilmasini saglamistir. Burada elde edilen sonuglar
Galvanometre Taramali Konfokal Mikroskobunun basarili bir sekilde yapildigini

g6stermekle beraber, bu slrecte elde edilen deneyimler ve kazanimlar bir diger
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amag¢ olan DMD mikroskobunun yapiminda yadsinamayacak bir yarar

saglamaktadir.

Yukarida bahsedildigi gibi, Konfokal programi GTKM ve DMD
mikroskobunu kapsayan bir programdir. Veri saklama, goésterme ve isleme
Ozellikleri elde edilen her iki cihaz icin de uygulamaya elveriglidir. Bu programin
bitirilmesiyle DMD mikroskobunun ihtiyaci olan kullanici araylizi de bitirilmistir.
DMD mikroskobundan GTKM gibi goruntu almak igin gerekli olan tek eleman

bellenimdir ve bu konuya bir sonraki maddede deginilecektir.

4.3 DMD Mikroskobunun Donanimsal / Yazilimsal Tasarimi

Projemizin bu asamasinda GTKM donanimsal ve yazilimsal olarak
bitirilmis, 6nceki bélumde bahsedildigi gibi DMD ise kullanici arayuzu tarafinda
tamamlanmistir. Su anda Uzerinde gelistirme ve test yapilan alan DMD cihazinin
bellenimidir. Bu bellenim tamamlandidinda, Konfokal programina DMD cihazinin
kontrol betigi eklenecek ve cihaz GTKM gibi tarama yapip resim alabilir hale
gelecektir. Konfokal programinin bu sekilde “taginabilir’ (portable) yapilmasi, yine
projemizin tasarim kriterlerinden birisidir. Bu eylem sayesinde, DMD mikroskobu
icin yeni bir araylz yapmak igin vakit harcanmayacak ve bu vakit DMD
mikroskobunun bellenimi ve dizgesinin gelistirimesinde kullanilacaktir. Bu
gerceve dahilinde bu boélimde, su anda Uzerinde calisiimakta olan DMD

elektriksel baglantisi anlatilacaktir.

DMD mikroskobu sisteminde kullanilacak olan elektriksel elemanlar
asagida belirtilmigtir:

- Young Optics DLP LightCrafter
- BeagleBone Black
- Thorlabs Fotodiyot

Young Optics’in sunmus oldugu gelistirme kiti, DMD aynalarini USB ve
HDMI portlari Gzerinden stirme imkani vermektedir. Kit kullanima uygun olarak
geldigi icin cihaz Uzerinde herhangi bir elektriksel degisiklik veya tasarima

gidilmesine ihtiya¢c duyulmamaktadir.

BeagleBone Black ise 1 GHz'de calisan bir ARM A8 islemcisine sahip bir
single-board (tek  parca) bilgisayardir. Uzerinde  gémili Linux
kosturulabilmektedir ve bu konuda dinya c¢apinda en ¢ok desteklenen
drtnlerden bir tanesidir. Su anda gelistiriimekte olan sistem bu karta gomuli

Linux kurarak USB ve HDMI portlari Gzerinden DMD cihazini stirmektir. Ayni
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zamanda elde edilen veriyi yine BeagleBone Black’in 12-bit'lik ADC’si ile okumak

ve Konfokal programinin ¢alistigi bilgisayara geri gdndermektir.
Thorlabs Fotodiyot icin ise gelistiriimis olan devre asagida Sekil 4-28'de

verilmektedir.

VDD of BeagleBone Black

1o ADC of BeagleBone Black

e

Sekil 4-28: DMD fotodiyot devresi
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5 Veri Toplama Birimleri ile birlikte “A2K2”
Programinin Donaniminin  ve  Yaziliminin

Tasarlanmasi ve Gergeklenmesi

Projemiz kapsaminda timdiyle temel seviyeden gelistirilen Konfokal
programi ve donanimi ile birlikte National Intruments firmasinin genel amagl bir
veri toplama kartini kullanan bir yazihm gelistiriimis ve bu yaziim da optik
dizenekle birlestirilip konfokal gérintiler elde edilmigtir. Bu programa A2K2 ismi
verilmistir. Kullanilan veri toplama kartt 2000 USD fiyattan distk bir maliyette
alinabileceginden bu uygulama da dusuk maliyetli konfokal mikroskop
gelistiriimesi icin uygun bir ¢6zUm olarak goérulmektedir. Asagidaki bolumlerde
geligtirilen A2K2 programi agiklanmakta ve bu program kullanilarak yansima
modunda ve fléresan modunda kaydedilen goérintllerden  6rnekler

sunulmaktadir.

5.1 A2K2 Programinin Tanitimi ve Ag¢iklanmasi

Konfokal Mikroskop dizeneklerimizden, galvanometre ile i1sin tarayicisi ve
PMT ile 6rnekten sagilan 1sin dagilimini dlgen sistem icin gelistirilen yazilimin
¢alismasi anlatilacaktir. Optik dizenek ve elektronik dizenek ayrintilari bu ve
onceki raporlarda anlatiimaktadir. Bu dizeneklerdeki veri ve denetim akiglari

soyle 6zetlenebilir:

1. Lazer sisteminden gelen isin, sekillendirilip ydnlendirildikten sonra Theta-

Phi agisal tarama yapan galvanometre aynalarindan yansitilir.

2. Galvanometre aynalarindan c¢ikan isin f-theta tarama merceginden
gecgerek mikroskop gdvdesindeki tliip mercegine, oradan da drnek Uzerine

gonderilir.

3. Galvanometrelerle iki boyutta acisal olarak adreslenen isin, 6rnek

uzerinde iki boyutlu duzlem Uzerinde noktasal olarak hareket eder.

Bu konfigurasyonda amag, lazer isinini 6érnek dizlemi Gzerinde odaklamak
ve iki boyuttaki konumunu denetlemektir. Optik yontemlerle klresel tarama
yluzeyini duzlem taramaya donustirdikten sonra, galvanometrelerin
programlanmis bi¢cimde iki boyutlu 6rnek dizlemini taramasi saglanmalidir.

Konum bilgisi de saklanarak, bu tarama islemi denetim bilgisayari tarafindan
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yapiimaldir. Denetim bilgisayari, Gzerinde MS Windows7 igletim sistemi ¢alisan

Intel tabanlh 32 bit mikroislemciye sahip bir masalstu kisisel bilgisayardir. Bu

bilgisayarin PCI veriyoluna baglanan NI veritoplama ve denetim karti ile, analog

gerilim Uretmek, sayisal giris/ ¢ikis yapmak ve analog sinyalleri 16bit derinlikte

sayisallastirmak mumkindur.

Veri toplama ve denetim kartinin 2 kanal analog c¢ikisi galvanometre
suruculerinin giris/ konum sinyali olarak baglanmigtir. Sayisal girig ¢ikislar, hem
lazer denetimi hem de eszaman sinyali saglamak icin kullanilacaktir. Analog
girislerden bir tanesi de, PMT -foton c¢ogaltici tipden alinan sinyal ¢ikisina
baglanmistir.

Ornek taramasi sirasinda, érnekten sagilan isinlar:

1. Tip mercegqi, f-theta tarama merceginden gecer, ve galvanometre

aynalarina diserler.

2. Galvanometre taramasi, bu donls fotonlari igin bir geri tarama

islemi olusturur.

3. Galvanometre aynalarindan yansiyan bu sinlar, gelen 1sin
demetine kosut bir dénis demeti olusturur. Dénlds demeti, gelen
Isinlardan bir 1sin bolucu ile ayrilir.

4. Ornekten sacilan fotonlardan olusan déniis demeti, bir toplama
mercegiyle PMT girisindeki igne deligine odaklanir.

5. PMT sinyali, tarama dizlemindeki konum noktasinda sacilan isik
siddetinin bir fonksiyonudur.

Bu duzenedin optik, optomekanik ve elektronik bilesenleri kurulup
denemeleri yapildiktan sonra veri toplama ve imge olusturma igin bir yazilm
geligtiriimisti Bu yazihmin sinirlari, 6zellikle tarama hizlari, veri toplama ve
saklama parametreleri agisindan kisitlayiciydi. Edindigimiz deneyim, deneysel
duzenekte gozlenen eksikler ve iyilestirmeler, yazihmi ve ilintili donanimi
glincellememizi gerektirdi. Veri toplama ve denetim donanimi olarak NI PCI karti
kullanmaya karar verdik. Bilgisayarda kosacak yazilimi da LabView ile yazmak
hem glcli bir analiz katiphanesi, imge isleme kitliphanesi ve C-kodu uretim
eklentileriyle en iyi ¢ozum olarak gorindu.

A2K2 Konfokal Mikroskopi Yazilimi (Sekil 5-1 ve 5-2), sade bir kullanici

araylzu ve iglevsel eklentilerden olugsmaktadir. Bu yazihmin geligtiriimesinde
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(Ferrand 2015) ve (Langer vd. 2013) referanslarindan faydalaniimistir. Denetim
degiskenleri:

1. Piksel bekleme zamani,

2. Piksel atlama zamani,

3. Tarama X ekseni uzunlugu,

4. Tarama Y ekseni uzunlugu,

5. XY baslangi¢ noktasi,

6. Sayisal/ Analog donustlrici kazanci,

7. Tarama baglatma ve durdurma digmesidir.

File Edit Operste Tools Window Help
[>]
Pixel DelayTime (s}
SES OptoDigitalConfocal
et Microscopy System
e 2K2
D) K Kuu.nl:aA?:hI;{n:)Jm:D:;
Scanning parameters.
X-Length (px)
=] s00 o
Xdength (px)
J1 200
xmin _
-0 g
xmax —i;
+if 10
ymin
? 10
-2
m: AORange (V) AlRange (V)
| AOmin Almin
V_Out Multipliers
XFactor AOmax Almax
=0,015 “ =10
YFactor

Sekil 5-1: A2K2 yaziiminin arayiizi

Kullanicinin verdigi ¢cok temel ve basit degisken bilgileri ile tarama yapilr,
toplanan PMT verisi ile hesaplanan ham goruntl ger¢cek zamanda ekranda gizilir.
Taramanin tamamlanmasiyla bu veri bilgisayar diskine veri dosyasi olarak yazilr.
Gerektiginde, imge okuma yazilimiyla, kaydedilmis bu veriler goruntilenir ve

imge dosyasi olarak da kaydedilebilir.

Program, kullanicinin sagladigi ilgi alani ve tarama hizi bilgisini temel
alarak sayisal olarak tarama verisi Uretir. Testere disi biciminde Uretilen tarama

verisi, iki eksende tarama yapan galvanometre aynalari igin sayisal/ analog
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donustartca (DAC) cikisi kullanilarak -10 ila 10V araliginda en blylk deger
olacak sekilde elektriksel sinyale donusturilir. Bu sinyaller, x- ekseninde hizli
tarama, y-ekseninde satir taramasi yapacak sekilde yavas tarama ile lazer
Isininin odaklandigi tarama dizleminde iki boyutlu taramayi yapar. Bu sirada,
konuma bagh olarak eszamanliligi koruyarak analog giris kanalindan PMT ile
Olcllen geri saciimis 1sik siddetinin degeri sayisallastirilir. Bu 1sik siddeti degeri,
konum degiskenleri kullanilarak, ekranda 2 boyutlu bir tarama imgesine
donustarulir. Veri toplama isleminin yapildigi bu pencere, ham veri ile gorinti
olusturmaya dayanir. Béylece, hem hatalarin ayiklanmasi, hem de géruntileme
optimizasyonu yapilabilir. Gorlintli Gzerindeki sayisal imge isleme algoritmalari,
cevrim digi olarak ve kuvvetli imge isleme yazilimlariyla uygulanabilir. Agik
kaynak olarak, GIMP, ImagedJ, ImageMagick kutiphaneleri kullanarak tim
islemleri gerceklestirmek mimkinddr. LabView altinda da, IMAQ kutliphanesi ile
kendi programimiza gerekli imge isleme/ filtreleme ve oOlcim o6zelliklerini de
zaman igerisininde kullanim gereklerine gore ekleyecegiz. Bu, ger¢cek zamanda

da, kullanici se¢imine bagl olarak islenmis goruntller sunmayl da olanakh

kilacaktir.

A

0000000000000 000000000000000000000000 3@7

Blel/

Y

VO Set = l

X-Length (px) (=3 .
*-Length (px) 1 e
)

Wite To
Measurement
File
> Comment
b DAQmx Task

Enable

B AParams)
- Lowtime (3
£ Devi/atl 3
Pixel DelayTime (<) J
Devi/achil
[EDetecnil} 3 T

v erorin oo <ol
X-Length

m T 1 : b Filename

Reset

Signals
:

-:tatu: rror out L
2 Quit... V> Filename Out |
== Saving Data |

[, /Devl/z0/SampleClock []

ez ]

DOOOOOO00000000000000000000000000000000

Sekil 5-2: A2K2 program kodu 6bekgizim olarak gosterilmistir
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5.2 Yiiksek Niimerik Acili (60x NA=1.49) Yag§ Objektifi ile

Alinan Yansima Goriintiileri

Sekil 5-3 ile 5-6 arasinda sirasiyla kalibrasyon 6rnegi, CD-Rom ylzeyi,
tumlesik devre ve Hela hicrelerinin yansima modunda kaydedilmis konfokal
goérintileri gosterilmektedir. Bu kayitlar icin yiksek nimerik acili (60x NA=1.49)
yag objektifi kullaniimistir. Kalibrasyon sonucu géruntilerin alani 18.5 ym x 18.5
pm olarak belirlenmistir. Goérantiler 800 piksel x 800 piksel icermektedir.
Goriuntller kaydedilirken piksel bekleme zamani 50 ps ve pikseller arasi gegis
zamani 5 ps olarak belirlenmigtir. Toplam goruntlileme siresi yaklasik 32

saniyedir.

Sekil 5-3: Aralarinda 0.0005 in (12.7 ym) olan mikroskop kalibrasyon drneginin yatay (sol)

ve dikey (sag) konfokal goriintisi. Bu kalibrasyon goériintileri sonucu toplam goérintileme
alani 18.5 pm x 18.5 ym olarak belirlenmistir. Goriinti 800 piksel x 800 piksel igerir.
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Sekil 5-4: CD Rom yuzeyi (sol) ve bir tumlesik devre (sag) konfokal goruntisu. Toplam

g6rintileme alani 18.5 ym x 18.5 ym’dir ve gorintiler 800 piksel x 800 piksel igerir.

Sekil 5-5: Tumlesik devre konfokal goriintuleri. Sagdaki gorinti soldaki gorintiye gore 1
um ylzeye daha yakin bir dizlemden kaydedilmistir. Toplam goériintileme alani 18.5 ym x
18.5 ym’dir ve goruntiler 800 piksel x 800 piksel igerir.
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Sekil 5-6: Fikse edilmis HeLa hiicrelerinin degisik konfokal gorintileri. Toplam

gOruntileme alani 18.5 um x 18.5 uym’dir ve goéruntiler 800 piksel x 800 piksel igerir.

5.3 Diigiik Niimerik Acili (40x NA=0.55) Hava Objektifi ile

Alinan Yansima Goriintiileri

Sekil 5-7 ve 5-8'de sirasiyla kalibrasyon érnegi ve bir CMOS kamera gipinin
yansima modunda kaydedilmis konfokal goruntileri gésterilmektedir. Bu kayitlar
icin disuk numerik acih (40x NA=0.55) hava objektifi kullaniimistir. Kalibrasyon
sonucu goruntulerin alani 27.5 ym x 27.5 ym olarak belirlenmistir. Gérintiler
800 piksel x 800 piksel icermektedir. Goruntuler kaydedilirken piksel bekleme
zamani 50 ps ve pikseller arasi gegis zamani 5 ps olarak belirlenmigtir. Toplam

goérintileme siresi yaklasik 32 saniyedir.
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Sekil 5-7: Aralarinda 0.0005 in (12.7 um) olan mikroskop kalibrasyon drneginin yatay (sol)
ve dikey (sag) konfokal goriintiisi. Bu kalibrasyon gorintileri sonucu toplam goriintiileme
alani 27.5 ym x 27.5 ym olarak belirlenmistir. Gortintli 800 piksel x 800 piksel igerir.

Sekil 5-8: Bir CMOS kamera ¢ipinin konfokal goriintiisti. Toplam gérintileme alani 27.5
pm x 27.5 ym’dir ve goéruintl 800 piksel x 800 piksel icerir.

5.4 Yiiksek Niimerik Acili (60x NA=1.49) Ya§ Objektifi ile
Alinan Fléresan Goriintiileri
Kog Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimi'nden Yrd. Dog. Dr.
Nurhan Ozli’den edindigimiz yesil isiyan boya molekdilleri ile etiketli mikrottibiller

iceren HelLa hicreleri yuksek nimerik acili (60x NA=1.49) yag objektifi

kullanilarak goérintilenmistir. Elde edilen konfokal goérintiler Sekil 5-9'da
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gOsterilmektedir. Bu goéruntllerde cizgi seklinde mikrotibdl yapilar acikga

gorilmektedir.

Sekil 5-9: Mikrotubdlleri yesil 1siyan boya molekdlleri ile etiketlenmis HeLa hicrelerinin
fléresan konfokal géruntileri. Goruntilerde ¢izgi halinde mikrotibuller gézlenmektedir.
Toplam gérintileme alani 18.5 pm x 18.5 ym’dir ve goéruntiler 1000 piksel x 1000 piksel

igerir.
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6 DMD Tabanh Konfokal Goruntuleme igin

Gelistirilen Duzeneklerin Tanitimi

Bu bélimde DMD tabanli konfokal gorintileme icin gelistirilen
dizeneklerin aciklanmasi yapilmaktadir. Bu kapsamda Aeon Imaging firmasinin
gelistirdigi sayisal 1sik mikroskobu (digital light microscope — DLM) sistemi ile
goériantiler kaydedilmistir. Bu drtn bir kamera ile konfokal mikroskoptan ziyade
desenli aydinlatma ile mikroskopi (patterned illumination microscopy) uygulamasi
gergeklestirmektedir. Daha sonra dlzenek bir noktasal PMT detektdr ile konfokal
goruntuleme yapacak sekilde degistirilmistir. Bu kurulan dizenek ile 7. Béliumde
aciklanan OptoDigitalCon programi kullanarak konfokal goérintiler alinacaktir.
Yeni diizenegin optik kurulumu ile ilgili bilgiler de bu bélimde verilmektedir.

6.1 Aeon Imaging Sayisal Isik Mikroskobu (DLM)

Aeon Imaging'in DLM'sinde mikroskop ve isinin denetimi, internet tarayici
Uzerinden baglanti kurularak saglanmaktadir. Bu sayede gérintileme sisteminde
gerekli degisiklikler yapilarak, aydinlik-alan (bright-field), karanlik-alan (dark-
field), farkh karsitlik (differential contrast) ve fluorescence goértinttileme yapilabilir.
Bu cihazla yapilabilecek uygulamalar sunlardir:

- Fluorescence mikroskobi: Kaynak kirmizi, mavi ve yesil LED olarak
ayarlanabilir.

- Farkli girisimli karsithk mikroskopisi (Differential interference contrast
microscopy):

Karsithk arttinlarak, diyafram acikligi genisten inceye dogru ayarlanarak,

goruntindn kenarlari daha belirgin hale getirilebilir.
- Biyomedikal uygulama:

Kanser dokulari goruntulenebilir. Ayrica yuksek buyutmeli yansimali isik
mikroskopisi yapilabilir.

Faydalari:
Ucuzluk (lazer kaynagi ve tarama sistemi kullanmamasi), degiskenlik

(6zel aydinlatma), kolay ayarlanabilirlik (otomatik ayarlama), Ozellestirilmislik
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(Thorlabs  parcalarinin  eklenip cikarilabilmesi), c¢okislevlilik (DLP ve
yuvarlanabilir diyaframi sayesinde aydinlatma sekli degistirilerek karanlik-alan,
aydinlik-alan ve farkli girisim karsitlhik mikroskopisi yapilabilir. Biiyiutme

arttirilabilir.
islevi:

Lazer kaynagi ve tarama elemanlari olarak DLP kullanmaktadir. Projektor
hedefi sirali cizgiler halinde, hizli bir sekilde aydinlatarak (descanning
yapmadan), yuvarlanabilir deklangdr algilamasi (rolling shutter detection)
sayesinde CMOS algilayiciya ulastirir.(Genislik ve konumu degistirilebilen bir
konfokal diyaframi olarak is gorur.)

Kullanilan parcgalar:
Aeon Imaging'in DLM Essentials Takimi bunlari icermektedir:

- Kayith ¢izgi kalibi kullanilarak yapilandiriimis 1sik hali icin énceden
ayarlanmis DLP LightCrafter

- Hedefe yansitilan 1sik sekillerini hizalama ve odaklama icin gerekli optik

parcalar
- 1 GHz ARM islemcili tek-kartta bilgisayar

- CMOS yuvarlanan deklangér algilayicisi

Sensor Projector

\ .’/
S
l———— Control Box

Power Cord
“ & Cables

Sekil 6-1: Aeon Imaging DLM’de kullanilan pargalarin goriintisa.
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Oncelikle, 1xlik dizenek ayarlanmis ve goriinti alinmistir. Sekil 6-2'de

1x'lik dlizenek gorilebilir.

Sekil 6-2: Aeon Imaging 1x biyitmeli mikroskobun goérintisi

1x'lik diizenekle ¢ekilen kelebek kanadi resimleri Sekil 6-3’'de gorilebilir.

Sekil 6-3: Aeon Imaging 1x blyitmeli mikroskop ile kaydedilen kelebek kanadi gérintisi
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Sonraki asamada duzenekteki objektif 4x ile degistiriimis ve bir adet
achromatic doublet (f = 200 mm) eklenmistir (Sekil 6-4). Ayrica, 6érnedi daha iyi
denetleyebilmek icin bir adet 3-boyutlu konumlandirici kullaniimistir.

Kamera
4x objektif
DLP \\ . “d Grnek
Projektor \ " " me

Isin Bolict =200 mm
tiip mercegi

Sekil 6-4: Aeon Imaging sistemi kullanilarak kurulan 4x buyttmeli mikroskobun optik
dizenegin sematigi (Ust) ve fotografi (alt).

Bu dlizenekle ¢ekilen bir banknot resmi:
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Sekil 6-5: Aeon Imaging DLM ile kurulan 4x mikroskop kullanilarak elde edilen bir
banknot goérintusu.

6.2 DMD Mikroskobun Optik Diizeneginin Kurulumu

Bu bélimde DMD tabanli konfokal mikroskop tasarimi anlatiimaktadir.
Kurulan optik dizenegin sematigi Sekil 6-6'da verilmektedir. Kurulan dizenegin
fotograflari ise Sekil 6-7 ve 6-8’de gdsterilmektedir.
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Sample

Camera

Mirror
Laser

For getting real
images from the

Tube Lens back port of the
microscope

Beam l
Expander[

Beam Splitter

Mirror DMD

Photodiode
Sekil 6-6: DMD tabanli konfokal mikroskobun semasi

Duzenegin ¢alisma sekli maddeler halinde anlatiimaktadir:

1. Lazer kaynagindan gelen 1sin, 1sin genisleticisinden (beam
expander) gecer. Cesitli mikroskopi turlerine elverigliligi sebebiyle

dalgaboyu 532 nm olarak segilmigtir.

2. 50 mm ve 100 mm’lik plano-konveks merceklerden olusan isin
genigleticisinden gecen 1sin tum DMD yongasinin yuzeyini
kaplayacak hale gelir.

3. Sonrasinda isin, DLP Uzerinde bulunan DMD’ye ulasir. DMD

yongasi mikroskopun imge dizlemine oturtulmustur.

4. DMD’nin sadece belli sayida aynasi acik konuma getirilir. Burada
nxn’lUk bir ayna matrisi mikroskoptaki bir odagi belirleyecektir.
DMD’nin ac¢ik konumdaki aynalarindan yansiyan 1sin merceklerden
ve objektifin arka acikhgindan (back aperture) gecerek o6rnege
odaklanir.

5. Ornekten gelen 1sin merceklerden gegtikten sonra DMD yongasinin
yuzeyinden sadece agk konumdaki aynalardan yansir.

6. DMD’den yansiyan isin Isin bélictiden (beam splitter) yansitilip bir

noktasal detector tarafindan algilanir.

63



@\

TUBITAK

Sekil 6-7: DMD tabanl konfokal mikroskop optik diizenegi

Sekil 6-8: DMD tabanh konfokal mikroskop optik diizeneginin farkli bir agidan gérinimu

Bu duzenekte her bir ayna ya da nxn’lik bir ayna matrisi ignedeligi

olarak kullanilabildigi icin ayrica bir ignedeligine ihtiyagc duyulmamaktadir.
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Aynalarin konumlari acik/kapali olarak degistirilerek, ignedeligi boyutu,
aralgi ve tarama modu degistirilebilir. Kurulan optik dizenegin Sekil 6-

8'de gosterilen pargalari agagida listelenmektedir.

1. Lazer kaynagr: 5 mW glclinde 532 nm’de isiyan bir
kaynak kullaniimaktadir. Gerektiginde daha gulgli bir lazer kaynagina
gecilecektir.

2. Ayna

3. Plano-konveks mercek f= 50 mm.

4. Plano-konveks mercek =100 mm.

5. Ayna

6. Diyafram

7. Isin boélucu

8. DMD yongasini barindiran DLP Lightcrafter moduld. Bu

modulin projeksiyon mercegi sokulmustir. Bdylece DMD yongasina
dogrudan erisim saglaniimaktadir. DMD yongasinda ac¢ik konumdaki
aynalarin acisi +12° iken kapali konumdaki aynalarin acisi -12°
olmaktadir. Bu nedenle DMD yongasi optik eksene gore 24° aclyla
konumlandiriimistir.

9. Tap mercegi. Mikroskop goévdesinin icinde 200mm odak
uzakhkl bir tip mercedi bulunmaktadir.

10. Mikroskop objektifi (40X, c¢alisma mesafesi 2.1 mm,
NA=0.55).

11. Fotodiyot.

12. f=200mm odak uzaklikli bagka bir tip lens.

13. Ornegin transmisyon gérintilerinin alinmasi igin kullanilan
kamera.

6.3 DMD ile Mikroskop Odaginda Desen Olusturulmasi

Mikroskop odadinda desen olusturulmasi icin DLP modulindn
yazihmindaki mevcut desen dizini 6zelligi ya da projeksiyon modunda HDMI
baglanti kullaniimigtir. DLP modulinde mevcut kayitli bir ¢izgi deseni ile
mikroskop odaginda elde edilen goérinti S$Sekil 6-9'da gbsteriimektedir.
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Projeksiyon modunda HDMI baglanti ile elde edilen bir mikroskop géruntisu ise
Sekil 6-10’da gosterilmektedir.

Sekil 6-9: Desen dizini modu kullanilarak mikroskop odagina génderilen desen (sol) ile bu

desenin odak goruntisi (sag).

Kiraz Lab ¢ -

- —

Sekil 6-10: Projeksiyon modunda HDMI kablo kullanarak mikroskop odaginda olusturulan
desenin bilgisayar goérintusu (sol) ve mikroskop odak gorintisu (sag).
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6.4 DMD ile Noktasal Detektor Kullanan Konfokal
Mikroskopi igin Gelistirilen Optik Diizenek

DMD ile noktosal bir detektér kullanan konfokal mikroskopi diizeneginin
sematigi Sekil 6-11°de gosterilmektedir. Bu dizenekte gelen lazer hizmesi DMD
¢ipine 12°’lik bir ac¢i ile gonderilir. Bu sayede “On” konumunda olan DMD aynasi
ornek Uzerinde kirinimla sinilanmis  bir odak noktasi olusturur. “Off”
konumundaki DMD aynalari -12°°de bulunacagindan o6rnek Uzerindeki lazer
desenine katki saglamazlar. Bu odak noktasindan toplanan isin yine ayni DMD
aynasina geri yansir. Geri yansiyan hizme gelen lazer hizmesinden bir 1sin
bolact (IB) yardimi ile ayrilir ve bir mercek (L2) ile paralel hale getirilir. Daha
sonra geri yansiyan lazer hiizmesi bir bagska mercek (L3) ile PMT algilayicida
algilanir. Sekil 6-11’deki deney duzeneginde L1 ile gosterilen mercek gelen lazer
hizmesinin DMD c¢ipi GUzerindeki buyuklugunu ayarlamakta kullanilir.

Ornek

i

Objektif

=200 mm
tlip mercegi

Bir DMD
Aynasi__~4

DMD

Sekil 6-11: DMD ile noktasal detektor kullanan konfokal mikroskopi igin olusturulan deney
dizegdi sematigi. DUz cizgiler gelen lazer hizmesini kesik cizgiler ise geri yansiyan lazer
hizmesini belirtir. DMD ¢ipi lizerinde sembolik bir ayna gosteriimektedir. Bu ayna 12°’lik

acl ile ddndiginde “on” pozisyonuna gelmektedir. L1, L2 ve L3 giris hizmesinin
odaklanmasinda, ve geri yansiyan hiizmenin paralellestiriimesi ile odaklanmasinda
kullanilan mercekleri gosterir. IB geri yansiyan hiizmeyi ayirmak i¢in kullanilan i1sin

boélicudur.
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Sekil 6-12: Kurulan DMD ile noktasal detektér kullanan konfokal mikroskop optik
diizenegi gorintisi. Ustteki resimde gelen ve geri yansiyan lazer hiizmelerinin izledikleri
yollar belirtilmistir. Isiklar kapali bir sekilde ¢ekilen alttaki resimde DMD’nin “Off”
konumundaki aynalarindan elde edilen ve mikroskopta gortintl olusturmayan yansima

gérinmektedir.

Sekil 6-11'de aciklanan deney dizenegdi laboratuvarimizda kurulmus ve
DMD ile tanimlanan odak deseni sonucu geri yansiyan lazer huzmesinde
odaktan gelen desen gdzlenmigtir. Kurulan optik dizenek ve elde edilen geri
yansima lazer hizmesi deseni Sekil 6-12 ve 6-13'de gOsterilmektedir. 7.
Bolim’de aciklandigi gibi DMD kontroli icin kullanilan “OptoDigitalCon” programi
hali hazirda DMD ile odak deseni elde etmemizi saglamaktadir. Bu program kisa
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sure icerisinde revize edilecek ve PMT sinyalinin olugturulan desenlerle
senkronize bir sekilde kaydedilmesi saglanacaktir. Daha sonra kaydedilen PMT
verisinden konfokal géruntl olusturulacaktir. Bu sekilde DMD ve noktasal bir
detektor kullanarak konfokal gorintl olusturulmasi bildigimiz kadariyla literatlirde
gOsteriimemistir. Konfokal goruntileme basarildiktan sonra kisa bir sirede
sonuglar uluslararasi bir yayina dénusturulecektir.

Sekil 6-13: (Ust) Kurulan optik diizenegin yakin gekim resmi. (Alt) Ornegin odagindan geri
yansiyan lazer hiizmesinin 1sin bollcu ve paralellestirici merceklerden gectikten sonraki

goruntisa.
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7 DMD ile Konfokal Goruntuleme igin Gelistirilen
“OptoDigitalCon” Programinin Donaniminin ve

Yaziliminin Tanitimi

DMD -sayisal ayna aygiti ile 1sin taramasi yapan ve ¢ozimleyen bir sistem
icin calismalar yapildi. Konfokal mikroskopun DMD ile ¢alismasi, optik dizenek
ve veri toplama yontemleri anlatiimisti. DMD aygiti olarak, Texas Instruments'in
sayisal projeksiyon gelistirme kitlerinden birini kullandik. Bu dizenek, gémulu
Linux isletim sistemi, 1sin tarama icin FPGA islemci, sayisal ayna surlcusu olarak
DLP365 sayisal im igleme yongasi ve ¢evre birimlerini iceren bir dizi elektronik
devreden olusur. Ayrica, cesitli katlarin gereksinimi olan glg¢ doénusturtculeri,
RGB gii¢ LED'leri igin siriici ve modulatérler igerir. iletisim, sayisal gérintii
aktarimi ve kontrol icin de iletisim arabirimleri icerir. Aygit, HDMI Uzerinden
goéranta iletisimi kurarken, Ethernet ile denetim iletisimi veya USB Uzerinden
emule edilen bir ethernet baglantisi ile TCP/IP iletisimi yapabilir. Bu diizenekler,
siradan bir projeksiyon aygiti olarak kullanilabilecek sistemlerin testleri ve
deneysel calismalari icin tasarlanmigtir. Bizim amacimiz, bu aygit Uzerinde
degisiklikler yaparak konfokal mikroskopa uyarlamakti. Bu nedenle su donanim

degisikliklerini yaptik:
1. Aygitin projeksiyon mercek sistemi sokuldu,
2. lIsik kaynagi olan 3l0 RGB PowerLED dizisi sokuldd,

3. DMD yongasi ayrigtirilarak, optik dizenede baglanabilir hale
getirildi.

Bdylece, DMD yongasina sinyaller gdéndererek isin  saptirmasi
yapabilecegimiz bir elektromekanik yapi elde etmis olduk. Tasarim hedefimiz,
684x608 adet baklava dilimi bicimli ayna dizisinin her bir 6gesini bilgisayarla
kontrol edebilmekti. Boylece, her aynayr programlanmig bir gekilde
konumlandirarak, DMD zerinde statik olarak istedigimiz  &érlntlyd
olusturabilecektik. Bu hedefi, DMD ve DLP yongalari ve mikroislemcilerle bir
devre tasarlayarak gerceklestirmek mimkuanddr. Ne var ki, deneysel bir prototip
yaparken bunun tasarim ve devre Uretim ve test maliyetleri agiri maddi ve zaman
yukl getirecekti. O nedenle, hazir bir deneysel dizenedi uyarlamak daha

mantikli bir ¢6zimdu.
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B0 Hed mage

24-0 AGE Image L .5
8 Gegon Bi-Planms

8-t Bue Image

3 Buo BY-Flanes

a.
B
v | T bit-& mﬁ'p‘:na
b0 b2 e e |e——fd——a| | 128 =
3= 256 ==
b.
C.

Sekil 7-1: Texas Instruments DLP Lightcrafter aygitina iliskin temel bilgiler. a. 24bit renk
derinligindeki bir imgenin, DMD bilesenleri. Her renk icin 8 bit derinliginde duzlemler
olusturulur. Bit kesiti/ ya da bit diizlemi denilen bu bilesenler, o renge ait 1sik siddet

dagilimi matrisidir. Her bit kesit matrisi, 8 bitlik ikili sayi dizisinin bir katina denk gelir. Bunu
1sik siddeti dagilimina dénustirmek icin de PWM teknigi kullanilir. b. Her bit kesit

matrisinin birim ¢ergeve projeksiyonu zamaninda ne kadar yer aldigini gosterir gizim. c.
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LightCrafter aygitinin, sistemimize uygun hale dénustirmek igin dagitiimadan onceki

halidir.

Yazihm catisi olarak, iki boyutlu tarama matrisi olusturarak, bunu DMD
yongasi Uzerindeki aynaciklara aktarmak planlandi. Yani:

1. Tarama bolgesi, ayna sayisiyla birebir O&rtisecek sekilde
oranlanacak,

2. Tarama sirasi belirlenerek bu sirayla aynalara etkinlestirme sinyali
gonderilecek,

3. Yonganin etkin alani mikroskop tarama duzlemi Uzerine
dusuraldagu ve kugultulerek olgekleme yapildigi icin de bu alan
taranmis olacaktir.

4. Gorlintilemesi yapilacak 6rnekten sacilan isinlar yine ayni yolu
izleyerek DMD (zerine dUsurUlecek, etkin aynalarla geri tarama (de-
scanning) yapilarak PMT ile 1sik siddeti Olgllecektir.

5. PMT ile, aynalarlla eszamanh olarak toplanan bu sinyal gérinti
uretmede kullanilarak tarama sonlandirilacaktir.

Bu algoritma temelde basit ve DMD hizina bagli olarak da zamanlamasi
ongoralebilir bir yapidadir. Ayrica, tarama aynalari 6bekler seklinde kullanilarak

tarama ¢6zinarlGgu ve 1sik yapilandiriimasi da saglanabilecektir.

Ancak, bu algoritmay! uygulamak birtakim elektronik devre ve sinyal
isleme zorlugu icerir. DMD'lerin ¢alisma bigciminde, RGB LED'leri sirasiyla
modile ederek iki boyutlu imge yansitmasi kullanilir. Bu da, 24bit renk derinligi
icin, zaman bolisumlu olarak tim aynalarin agik/ kapah ¢alistigi bir PWM -darbe
genlik modulasyonu ile 1sik glcu ayarlanmasini gerektirir. 24bit RGB goéruntu
olusturmak igin, her renk aynalara gonderildiginde 8bit derinliginde PWM
moddulasyon yapilir. Bu, algoritmamizdaki her aynayi istedigimiz zaman agip
kapama ve sirali bir sekilde kaydirmamiza olanak vermez. Bunu agsmak i¢in, yine
Tl tarafindan verilen yazihm gelistirme paketlerini gelistirme kitine ylklememiz
gerekti. Bu sekilde, tek renkli ve tek bit duzlem imgesini DMD'ye yuklemek

mimkun oldu.

Tek renkli, 1bit dizlem imgelerini ardisik olarak 1440Hz hizinda vermek
muimkindir. Bunu yapabilmek icin de, HDMI Uzerinden imge verisi aktarmak

gerekir. 60Hz cerceve hiziyla gonderilen veriler, .bmp bicimli olarak bilgisayarin
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ek ekrani gibi davranan LightCrafter duzenegine gonderilir. 60Hz sikliktaki bu
imgeler dizisinin her biri, 24 ayri bit dizlem bilgisini ardisik olarak verecek sekilde
programlanmalidir. Gelistirdigimiz yazihm bunu yapmaktadir. Bu zorluk asildiktan

sonra, iki temel problem yazilimin gelistiriimesinde rol oynamistir:

1. DMD yongasinin tum aynalarini gergevesiz ve penceresiz olarak
kullanabilmek (bu, dlgcekleme ve temiz gorintileme igin zorunludur),

2. Herbir imge c¢ergevesinin zamaninda ve yinelemeden veya
atlamadan ardisik olarak DMD tarafindan kullaniimasini ve

islenmesini saglamak.

Bu problemlerden birincisi igletim sisteminin zorunlu yazihm araglarini
kullanmadan ekran bellegine erismeyi gerektiriyordu. Bunu yapabilmek igin,
LabView altinda DirectX ve libSDL kutliphanelerini kullanmak igin calismalar
yaptik. Bunlara ek olarak, NI IMAQ kuatiphanesini de kullanarak penceresiz ve

gergevesiz oruntu elde etmeyi, bunu ek ekran kipinde ¢alistirmayi da basardik.

& OptoDigitalCon_ 2016_Base v35.3i rev. 88

File Edit View Project Operate Tools Window Help Too: [0
(] % -
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As Image 2016_Base_v3 with +1l9
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Sekil 7-2: OptoDigitalCon programi kullanici arayizu

ikinci problemin ¢dzimii gok daha zorlayici oldu. Herbir gergevenin ekran
belleginde islenmesi, aslinda cerceve tampon bellekleri ve bunlarin denetimcileri
tarafindan vyapilan islemlerdir. Ancak bu belleklere erisim igletim sistemi
tarafindan engellenen eylemlerdir. Yine DirectX ve libSDL kitiphanelerindeki
iglevleri kullanarak dikey tarama senkronizasyon sinyali elde etmek mumkun

oldu. Boylece, ancak bir ¢erceve sunulduktan sonra digeri tampon bellekten
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alinarak sunuma gonderimesi saglandi. Eksiksiz ve tam imge yiginlarinin HDMI

Uzerinden aktarilmasi mimkuin oldu.

OptoDigitalCon adi verilen tarama ve goruntuleme yaziliminin kullanici

araylzu sunlari igerir:

1.

DMD ayna dizisinin sayisal boyutlarini belirleyen bit-eslem imgesi
(bu, degisik dlgeklendirmeler yapmayi ve bir taslak hazirlamayi

olanakli kilar)

Tek imge cercevesi altindaki 24 sayfalik 1-bit dizlem iglemini yapan

kaydirma sabiti
Herbir aynanin/ pikselin acgik/ kapali veya renk degeri

Sayisal olarak Olgceklenmis tarama penceresi, bu pencerede tim
ayna duzlemi goranur. Her piksel bir aynaya denk gelecek sekilde
Olceklidir. Tarama penceresi, hedefleme icin kullanilabilecek hedef
isaretini de barindinr. Bu hedef isareti de kullanici tarafindan

programlanabilir.

Tarama penceresinde veya sayisal olarak, kullanici ilgi bolgesini
belirleyebilir. Yani, toplam DMD ylzeyinin/ sayisal alaninin bir kismi
tarama icin kullanilabilir. Bu hem tarama hizini, hem de bdlgesini

etkileyecektir.

Her bir pikselin agik kalma suresi, her ¢ergevenin yenilenme suresi,
ikinci ekranin sanal yerlesim koordinatlari da kullanici tarafindan

belirlenebilir.

Isin tarama yoriingesi birgok matematiksel fonksiyonla, hatta rassal
olarak tanimlanabilir. Bu, 1sikla bozunan yapilar, 1sil etkilesimle
yapisal/ bicimsel degisiklige udrayan Ornekler icin ¢cok o6nemli
uygulama alanlari bulabilecek bir Ozelliktir. Tarama sirasinda
imgenin  tedrici  olarak  belirerek  kullanici  mudahalesini
kolaylastirabilecek bir tarafi da vardir. Simdiki tarama semasi,
testere digli dalga yontemiyle yatay ve dikey tarama (raster scan)
teknigini  kullanir.  Algoritmay! iyilegtirip, ©6rnek goruntilerin
¢6zandrlGkleri, tarama hizlari, 1sin siddeti 6lcim ve degerlendirme
algoritmalari uyarlandiktan sonra diger tarama semalarini
gelistirmeyi planliyoruz. Bu da sistemimizin énemli bir 6zgln

bileseni olacaktir.
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8. Imge aktarimi sirasindaki cerceve kaymalari ya da gecikmeleri veya
atlamalarini izlemek, hata sinyali alabilmek veya raporlamak lzere,
cerceve donemi grafigini de cizdiriyoruz. Bu, yazihm geligtikce arka
planda c¢alisan ve denetim dongusunun bir pargasi olacak 6zelliktir.

=
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Sekil 7-3: OptoDigitalCon program kodunun 6bekgizim olarak gosterimi.
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8 Sonug¢

Bu proje ile ticarilesme potansiyeli géz 6ninde bulundurularak tg¢ adet
disuk maliyetli ve kullanimi kolay lazer taramali konfokal mikroskop
geligtiriimistir. Bu U¢ mikroskop versiyonundan ilk ikisi galvanometre lazer
tarayicilar kullanirken Gguncusu sayisal mikroayna aygiti (digital micromirror
device — DMD) kullanmistir. Galvanometre lazer tarayici kullanan ilk versiyon igin
“Konfokal” isimli bilgisayar kullanici arayuzu gelistirilmis, gerekli optik tasarim
gerceklestiriimis ve gerekli tim gomuili donanim/yazilim gelistirilmistir. Bu
versiyonun deneysel gosterimi de gergeklestiriimistir. ikinci versiyon “A2K2”
bilgisayar kullanici arayuzini kullanmistir. Bu versiyonda birinci versiyon igin
gelistiriimis optik dizenek, disuk maliyetli bir cok amaglh veri toplama karti ve
Labview platformu ile birlestiriimisti. Bu versiyonun deneysel gdsterimi
gerceklestiriimis ve tumlesik devreler ve biyolojik hucreler gibi 6érnekler yansima
ve floresan modlarinda konfokal olarak goérintilenmistir. DMD lazer tarayici
kullanan dclncu versiyon icin “OptoDigitalCon” bilgisayar kullanici araytzi
geligtirilmistir. Bu versiyonun optik tasarimi tumuyle gercgeklestriimis ve gerekli
optik deney dizenegdi kurulmustur. Kisa sirede bu versiyon ile DMD ve noktasal
bir detektdr kullanan bir konfokal mikroskop goérintlilemesi gergeklestiriimesi
hedeflenmekteir. Bu calisma hali hazirda uluslararasi bir yayin igin
hazirlanmaktadir.

Proje kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalar su ana kadar iki ylksek lisans
tezine (B. Yalgin ve V.P. Ghoushchi) konu olmustur. DMD lazer tarayicih
noktasal detektor kullanan konfokal mikroskop sonuglarinin uluslararasi yayina
donustirilmesi hedeflenmketedir. Proje kapsaminda gelistirilen G¢ konfokal
mikroskop ile projenin temel hedefi olan dusuk maliyetli ve kullanimi kolay lazer
taramali konfokal mikroskoplarin gelistiriimesi basariimistir. Gelistirilen bu
konfokal mikroskoplar bir sonraki asamada Urun gelistirimeye yonelik olarak

projelendirilip ticari Griinlere dénasturdlebilecek yuksek potansiyele sahiptir.
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