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ONSOZ
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calisma bir yapitasi niteliginde Tip alaninda bircok yenilige kapi agabilmektedir.
Ulkemizde bu konunun islenmesi kagmilamaz hale gelerek klinik uygulamalarin
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OZET

Bu c¢alismada mikroskop goriintiisii altinda otomatik bir hiicre sayim yoOntemi
sunulmustur. Ilerleyen béliimlerde de ayrintili bir sekilde agiklandig: gibi hiicre
sayimi, uzman bir kisi tarafindan mikroskop mercegine siirekli bakilarak veya
otomatik hiicre sayimi yontemleri kullanilarak yapilabilmektedir. Sayim uzman bir
kisi tarafindan yapildiginda oldukg¢a yorucu uzun siiren ve diisiik dogruluklu bir
islem haline gelmektedir. Ayrica farkli uzmanlar tarafindan ayni hiicre
goriintlisiinden farkli sayim sonuglari elde edilebilmektedir. Dogru sayim sonuglari
elde etmek icin mikroskop odagi da olduk¢a Onemlidir. Mikroskop parametreleri
dogru bir sekilde ayarlanmadiysa hiicre sayiminda 6nem tasiyan hiicre kenarlari
bulaniklasip golgelenebilir ve hiicre sayimi olduk¢a zorlasir. Bir goriintiide c¢ok
sayida hiicre olmasindan kaynaklanan ortiisme problemi de sayimi zorlastiran bir
diger problemdir. Hiicrelerin gozle segilebilir hale gelmesi igin kullanilan bazi
boyama teknikleri vardir. Boyama sonucu hiicre merkezi agik, kenarlar1 ise koyu
renk olmaktadir. Ancak konsantrasyon fazla oldugunda iki veya daha fazla parlak
kisim oOrtiisebilir ve bunun sonucu sayim zorlasir ve dogrulugunu kaybeder. Yukarida
bahsedilen tiim problemler hiicre sayiminin otomatik bir sekilde yapilmasini ve
sunulan sayim yontemlerinin iyilestirilmesini gerektirir.

Bu tezde, fliioresans mikroskob goriintiisii altinda asama asama otomatik hiicre
sayiminin nasil yapildigi agiklanmaktadir. Hiicre goriintlisiinde giriilti  gibi
istenmeyen bilesenleri kaldirmak i¢in bir 6n isleme adimi gergeklestirilmistir. Daha
sonra sirastyla histogram béliitleme, histogram analizi ve maksimum nokta analizi
gibi  goriintii  isleme  teknikleri uygulanarak  otomatik  hiicre  sayimi
gerceklestirilmistir. Sunulan yontemin etkinliginin test edilmesi i¢in simulasyon
programlar1 vasitasiyla bir¢ok sayim yapilmistir. Elde edilen sonuglar, sunulan
yontemin bagariya ulastigimi  ve gelecek vadeden bir c¢alisma oldugunu
gostermektedir.

Vi



AN AUTOMATIC EMBRYONIC STEM CELL COUNTING
METHOD

SUMMARY

Keywords: cell, embryonic stem cell, image processing, cell counting, cell detection,

In this thesis, automatic cell counting method under microscopy is proposed. As
discussed in the following sections in details, the counting process can be performed
in two ways: The manual counting in which a specialist counts the cells with naked
eye, the automatic counting that utilizes the computer-based techniques. The
counting process becomes exhausting, long and incorrect when the counting
performed by specialist. Even though same cell image taking into account if it’s
counted by the different specialist, different results can be obtained from them. The
focus of the microscopy is quite important to generate the correct images. If the
microscopy parameters are incorrect the edges of the cells will be shady and some
cells cannot be counted manually. Overlap is another difficulty that causes from the
presence of many cells in a single scene. Therefore manual counting becomes slower,
inaccurate and demanding task with naked eye. There are several techniques for
dying the cells to turn them visible with naked eye. However, if the concentration is
more than normal, two or more lighter points can overlap which causes the difficult
and inaccurate cell counting. Because of the all above mentioned problems, the cell
counting process must be performed automatically and the proposed automatic cell
counting methods must be improved.

In this study an automatic cell counting method under fluorescence microscopy has
been discussed. The pre-processing step is used to eliminate the undesired
components (noise) from the input images. Then, image processing technique as a
histogram partitioning, histogram analysis and maximum point analysis are utilized
respectively. To evaluate the effectiveness of the proposed study several computer
simulations are performed. Simulations results show that the proposed method gives
promising results.

Vil



BOLUM 1. GIiRiS

Otomatik hiicre sayimi tip alanindan gida alanina bir¢cok boliimde insan sagligi icin
temel olarak gergeklestirilen uygulamalarda yer bulmaktadir. Dikkat ¢ekici uygulama
alanlar1 i¢in Ornekler verilebilir: Gida alaninda siit, peynir vb. iriinler icerisindeki
yararl1 veya zararli bakterilerin sayilarak {iriin hakkinda gerekli olan tiim bilgilerin
toplanmas1  saglanmak amaciyla meyve ve sebze gelisiminin takibinde
kullanilmaktadir. Siit sigirciliginin en 6nemli problemlerinden birisi, hayvanda
olusan meme yangilaridir(mastitis). Yetistirici, bu rahatsizlig1i inegin memesinde
sisme, kizariklik ve siitiin yapisinda meydana gelen bozukluklarla (gozle) fark
edebilmektedir. Bu tip mastitis vakalarinda veteriner miidahalesi ile gereken tedavi
yapilmaktadir. Eger bu yapilmaz ise o memenin korelmesi ve hatta siiriideki diger
ineklere bulasarak siirii problemi olarak karsimiza ¢ikmasi da miimkiindiir. Ancak
mastitis hastaligi, memede sisme kizariklik ve siitiin yapisinda gozle goriilebilen
degisiklikler vermeden de gizli olarak seyredebilmektedir. Ancak bu tip mastitiste,
siitlin yapisinda yapilacak bazi testlerle belirlenebilecek degisiklikler olmaktadir.
Ancak yetistirici bu testleri bilmedigi ve uygulamasi bilgiye dayandigi i¢in
kullanamamaktadir. Meme hastaliklarinin gelismesinde pek c¢ok faktor s6z konusu
olup inegin hassasiyeti de ayr1 bir faktérdiir. Bu nedenle bireysel siit 6rnekleri,
somatik hiicre sayisinin takibi ile hassas olanlarin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.
Siitte bulunan somatik hiicreler temel olarak mikroskopla sayilmaktadir. Ancak bu is
uzmanlik gerektirdigi ve zaman alici bir is oldugu igin son yillarda ¢esitli cihaz

tabanli metotlar da gelistirilmistir.

Otomatik hiicre sayiminin en yaygin kullanildigr alan Tip alanidir. Tip alaninda ise
otomatik hiicre sayimimin 6nem kazanmasinin nedenlerinden biri teshis ve tedavi
asamasinda sagladigi1 katkilardir. Hiicre sayimi saglikli bireylerde kontrol amagh
kullanildigindan 6nem tasimaktadir. Herhangi bir hastalia erken teshis

konulabilmesin olanak saglamaktadir. Hiicrelerin i¢ ve dis ortamda sayilabilmesinin



getirileri teshis agamasi ile baslamaktadir. Teshis agamasi i¢in hiicre sayimi1 yapilarak
hastalik hakkinda detayli bilgiyi uzman kisilere ulastirmak miimkiindiir. Saglik ile
ilgili tim sorunlar teshis ile basladigindan hastaligin teshisinin hizlanmasi hayati
onem tasimaktadir. Teshisin hizlanmasi miidahale zamaninin kisalmasi anlamina
gelmektedir. Tedavi siirecinde ise uygulanmasi gereken tedavi ydntemlerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Hiicre sayimi ile ¢ikarilan bilgiler dogrultusunda
doz ve siire konusunda uzman kisiler karar verebilmektedir. Hiicre sayim islemi ¢ok
uzun zamandir tip alaninin ayrilmaz bir pargasi olmustur. Fakat hiicre sayimi ¢iplak
g0z ile yapilmakta ve bir uzman gerektirmektedir. Cok uzun ve yorucu bir siire¢ olan
hiicre boliinme asamalarin1 ¢ok dikkatli bir sekilde kontrol etmek gerektiginden
oldukga yorucudur. Fakat insan goziiniin yorulmasi ile birlikte hiicre sayim1 sonuglari
her uzman tarafindan farkli kaydedilebilmektedir. Bu islemin otomatik olarak
gerceklestirilmesi hata oranini azaltarak teshis, tedavi ve kontrol asamalarinda dogru

sonuca ulagma olasiligini artirmaktadir.

Verilebilecek en dnemli uygulama alanlarindan biri de kan testleridir. Kan sayimi
testlerinde bir¢cok degere bakilir. Bunlarin bir kismi énemli ve klinik olarak tani
koymada anlamli iken klinik 6nemi fazla olmayan bir¢ok parametrede kan sayimi
testinde calisilmaktadir. Kan sayimindan kasit, kanin yapisinda bulunan 6zel kan
hiicrelerinin sayisinin tespitidir. Hiicre sayilari uzman tarafindan ¢iplak goz ile veya
otomatik hematoloji analizérleri ile belirlenebilir. Ister goz ile ister otomatik
metodlar ile yapilsin, sayimlarin dogrulugu ve kesinligi kan 6rneginin dogru bir
sekilde seyreltilmesine ve 0rnegin dogru Ol¢limiine baglidir. Kan ¢ok sayida farkl
hiicre igerdiginden, dogru analiz i¢in genellikle Ornegin hiicre tipine gore
seyreltilmesi gerekir. Eritrositler izotonik bir ¢ozelti ile seyreltilir. Lokosit ve
trombosit sayimlarinda ise eritrosit sayis1 fazla oldugundan eritrositleri parcalayan
bir seyrelti kullanilmasi sayimi kolaylastirir. Seyreltilmenin derecesi de hiicre tipine
baglidir. Genel olarak eritrosit sayimi lokosit sayimindan daha fazla seyreltme
gerektirir. Clinkii 16kosit sayisi eritrosit sayisindan daha azdir. Hiicre sayimlarindaki
hatalar primer olarak Ornek ol¢iimii, seyreltme veya hiicre sayimi asamalarindaki
yanlisliklardan kaynaklanir. Cok fazla sayida ornek incelenebildiginde kesinlik
derecesi ¢ok daha yiliksek olur. Otomatik yontemler ¢ok fazla sayida hiicre

Olgtiiglinden ve istatistiksel hatanin ¢ok az olmasindan dolayr uzman tarafindan



gerceklestirilen yontemlere gore cok daha listliindiir. Hatalar genel olarak Ornegin
yapisindan, uzmanin tekniginden ve hatali ekipmandan kaynaklanabilir. Sayim
hacmindeki hiicre dagilimina bagli hatalara saha hatalar1 adi verilir ve sadece daha

fazla hiicrenin sayilmasiyla en aza indirilebilir.

Hiicre sayimi klinik arastirmalarda bir ¢cok alanda yer almaktadir. Bunlarin baslicalar
patalojik, endoskopik, biyopsi yapilmasi gereken ve bir¢ok ¢esidi olan kanserlerin
arastirilmasidir. Giiniin en 6nemli hastaliklarindan biri olan kanserin arastirilmasinda
kanserli doku hakkinda bilgi edinebilmek biiyiik 6nem tagimaktadir. Kok hiicre
calismalarinda kullanilarak kok hiicrelerin  her alanda (teshis, tedavi) nasil
kullanilacagini anlamak i¢inde temel adimi olusturmaktadir. Kok hiicre tedavisinde
bebeklerden, yetiskinlere kadar bir¢ok organ yetmezligi ve doku hasari sorunlari

¢Ozebilmektedir.

Kok hiicreler, kendisini yenileyebilme yetenegine ve farkli hiicre tiplerine
doniisebilme potansiyeline sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Bu doniisiim, farkli

gelisim evrelerinden elde edilen hiicrelerde farkli derecelerde gozlenmektedir.

Iki haploit gamet hiicresinin (sperm ve yumurta) birlesmesiyle olusan zigotun
(totipotent) birbirini izleyen boliinmeleriyle blastokist olusur ve bu asamadaki
hiicreler biitiin organizmay1 olusturmak iizere cogalarak, farklilasirlar. insanda 4-6
giinliik bir blastokistin i¢ hiicre kitlesinde yer alan bu hiicreler embriyonik kok
hiicrelerdir bunlar, tiim germ tabakalarini (ektoderm, mezoderm, endoderm) ve
onlardan koken alacak sistemleri olusturabilme yetenegindedirler (pluripotent).
Embriyonik gelisimin ilerleyen donemlerinde hiicreler, uterus duvarma implante
olana kadar pluripotent (yaklasitk 200 farkli tipte hiicreye farklilagsabilme);
implantasyondan sonra ise multipotent (lic germ tabakasina ait hiicrelerden bazilarina
farklilagabilme) ozelligi kazanirlar. Bu multipotent hiicreler, gelisimin ilerleyen
donemlerinde (fotal, prenatal, postnatal, cocukluk, yetiskinlik, v.b.), gerektiginde
cogalip farklilagmak iizere, cesitli dokularda (kemik iligi, yag, kas, v.b.) varliklarini
devam ettirirler. Bunlara yetiskin kok hiicreler denir ve embriyonik kok hiicrelere

gore siirli sayida hiicre tipine farklilagabilirler (pluripotent ya da multipotent).



Sagliklt bir hiicre, kanser hiicresine doniisiir i¢in arka arkaya ve ¢ok sayida genetik
mutasyon gecirmesi durumunda kanser hiicresine doniigiir. Telomer kisalmasi
nedeniyle smirli boliinme kapasitesine sahip hiicrelerin bu biiyiik genetik degisimi
nasil gergeklestirdigi ve bu farklilasma siirecini kisa yagam siiresine nasil sigdirdigi,
uzun yillar boyunca merak edilen bir soru olmustur [12, 14]. Bu soru, 2000°1i yillarin
basinda yanit bulmus ve ilk olarak akut myeloid 16semi hastalarinda tanimlanan bir
hiicre toplulugunun kanserlesme mekanizmasinmi baslattigir fark edilmistir. Yiiksek
telomeraz aktivitesine sahip olmalar1 nedeni ile ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalabilen bu

hiicreler, kanser kok hiicreleri (KKH) olarak adlandirilmislardir [5, 14].

Bazi solid kanser tiirlerinde de (meme kanseri, prostat kanseri, v.b.) hiicre kitlesi
icinde kok hiicre 6zelliklerini barindiran belli sayida KKH bulunmaktadir. Bunlar
kendini yenileme ve cogalma o&zellikleri sayesinde c¢ogalarak timor kitlesinin
yeniden ortaya ¢ikmasina ve biiylimesine neden olmaktadir. Asagida, kanser kok

hiicreleri ile normal kok hiicreler arasindaki benzerlikler 6zetlenmistir [1].

1. Kendini yenileme i¢in kullanilan ortak sinyal yolaklar1 (Wnt, Sonic
Hedgehog)

2. Oct4 ve Sox2 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu

3. Uzamis telomer boyu ve yiiksek telomeraz aktivitesi sayesinde artmis hiicre
yasami

4. Anjiyojenik faktorler salgilayarak anjiyogenezi uyarmak

5. Metastaz ve belli bir bolgeye yerlesme (homing) ile ilgili ortak yiizey

reseptorlerine sahip olmak.

Insan vucudunda en hizli sekilde izlenebilen Hemotopoetik kok hiicreler(HKH)
hakkinda bilgi sahibi olunmasi bir zorunluluk haline gelmistir. Hematopoetik sistem
ozel fonksiyonlar1 olan bir¢ok hiicreden olusmaktadir. Eritrositler dokulara oksijen
tasimakla gorevlidirler. Megakaryositlerden koken alan trombositler hemostazda rol
alan hiicrelerdir. Graniilositik hiicreler (notrofil, bazofil ve eozinofiller) ve
makrofajlar bakteri, mantar ve paraziter infeksiyonlara karsi savunma hattini
saglayan myeloid sistemi olusturmaktadir. Bu hiicrelerin bazilar1 ayn1 zamanda doku

ve kemiklerin yeniden sekillendirilmesinde ve o6li hiicrelerin  ortamdan



uzaklastirilmasinda gorev almaktadir. B lenfositer seri hiicreleri spesifik antikor
sentezinden sorumlu iken, T lenfositler viriisle enfekte hiicreler ve kanser hiicreleri
gibi viicuda yabanci hiicreleri direkt olarak o6ldiirebilme yada izole edebilme
ozelligine sahiptir. Kan hiicrelerinin ¢ogunun periferik kanda yasam siireleri kisadir

ve devamli olarak yenilenmeleri gerekmektedir.

Ortalama olarak giinde bir milyar yeni hematopoetik hiicreye ihtiyag vardir. Bu
iiretimin devamlilignt HKH ile saglanmaktadir. HKH ile ilgili caligmalar yaklasik 60
yil Once baslamistir. 1945°de Hirosima ve Nagasaki’ye atom bombasi atilmasi
sonrasinda daha diisiik dozda ve uzun siirede radyasyona maruz kalarak 6len kisilerin
hematopoetik sistemlerinin zayifladigi ve yeterli kan hiicresi iiretemedikleri
goriilmistlir. Deneysel calismalarda; tiim viicut irradiasyonu yapilan farelerin iki
hafta icinde hematopoetik yetersizlik nedeniyle 6ldiikleri, kemik iliginden hazirlanan
hiicre siispansiyonlarinin verilmesi ile de hematopoetik yetmezliklerinin diizeldigi
gosterilmistir. Diisiik doz radyasyon verilen kemik iligi hiicrelerinin daha sonra
dalakta myeloid ve eritroid hiicre kolonileri meydana getirebildikleri bilinmektedir.
Bu kolonilerin biiyiikliiklerinin infiize edilen hiicre sayisi ile iligkili oldugu ve tek bir

prekiirsor hiicreden koken aldiklart saptanmugtir.

Kemik iligindeki hiicrelerin bazilarinin diger kan hiicre popiilasyonlar1 yani sira
kendi kopyalarini da olusturabildikleri gdsterilmistir. Bu tiirdeki hiicrelere onceleri

“pluripotent” daha sonra degistirilerek “multipotent” HKH denilmistir.
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Sekil 1.1.Hematopoetik sistem ve hiicresel elemanlar1

Bu hiicrelerin en 6nemli 6zellikleri kendi kopyalarini yaparak yine bir kdk hiicre
olarak yollarina devam etme veya farklilagip bir progenitdr hiicre dizisine doniiserek
birgok matiir hiicre olusturabilmeleridir. Ayrica migrasyon yapabilme ve programli
hiicre Oliimii (apopitozis) yoluna girebilme oOzellikleri de vardir. Bu aktiviteleri
arasindaki denge viicutta bulunan kok hiicre sayisimi belirlemektedir. Kok hiicrelerin
anlik olarak say:1 bilgilerinin alinabilmesi ¢ok Onemlidir. HSC’ler hakkinda vitro
ortaminda yapilan klinik ¢aligmalar ileriki zamanlarda kanser kok hiicresi
arastirmalarima da 1s1tk  tutacaktir. HKH’lerin otomatik olarak sayiminin

gerceklestirilmesi hayati 6nem tagimaktadir.

Kanser hastalarina yapilan tedavilerin basinda: Radyoterapi ve Fotodinamik terapi
gelmektedir. Kanser tedavilerinde etkili tedavi yontemi olmalarimin yanisira
hafifletici yontem olarak da kullanilmaktadirlar. Bu yontemlerin basarisi sadece
tedavi planlamas1 ve verilen doz miktarina degil ek olarak tiimdriin biyolojik
yapisina da baghdir. Timor ve kanser cesitlerini kendilerine has ozellikleri ile
degerlendirmek bolgenin kendine has 6zellikleriyle tedavi edilmesine olanak verip

iyilesme oranini ileri derecede arttirmaktadir [1,20]. Timoriin yayinimi, hipoksisi ve



vaskularitesi tedavi i¢in anahtar roliinde olup tiimdriin tedaviye verecegi cevabin
yonetilmesinde temel bilgi olarak gorev yapmaktadir. Ornek olarak uzun siiren
radyoterapi tedavileri hizli olusan bir tiimor karsisinda garesiz kalmaktadir. Ayni
sekilde hipoksik hiicreler radyasyona yeterli derecede oksijen igeren hiicrelere gore 3
kat daha fazla dayanabilmektedir. Elimizdeki paramatrelerin hayati 6nemi olmasina
ragmen toplanan ozellikleri genellikle gorsel olarak yapilmaktadir. Bu yontem klasik
fakat genellikle potansiyel sonuglar1 ¢ikarmak i¢in kullanilmasina ragmen yanlis
sonuglar verebilen bir yaklasimdir. islem genellikle immiinohistokimyasal olarak
boyanmigs doku oOrneklerinden yola ¢ikilarak gergeklestirilmektedir. Birden fazla
Fluoresans boyama islemi olmasi durumunda hata oran1 yiiksek oranlara
erismektedir. Bu sebeplerden dolay1 goz ile gergeklestirilen hiicresel sayma islemleri
kullanilabilirligini kaybeder ve akilci komplike islemlere ihtiya¢ duyulur. Doku
parcalar1 icin otomatik gorlinti analizi giderek artan bir 6nem kazanmaktadir.
Sunulan yontemler ile hiicresel materyallerin miktarina dahi karar verebilme 6zelligi
saglamaktadir. Goriintli analiz yontemleri gecen 10 yil icerisinde arastirmacilar ve
doktorlar igin teshisi yiiksek oranda kolaylastirdigi i¢in bir ihtiya¢ olarak gériilmeye

baslanmistir.

1970’lerden beri sitoloji otomasyonu biyomedikal arastirmalar alaninda bilgisayar
tabanli goriintii analizinde biiyiik rol oynamaya baslamstir. ilk ¢alismalarin bir ¢ogu
hiicresel analiz yapmaya odaklanmis ve 0Ozel olarak kan hiicresi analizlerine
yogunlasilmis, sitolojik goriintiiler alinilmis ve otomatik hiicre analizleri yapilmstir.
Sitolojinin aksine histolojik goriintiilerden anlamli bilgilerin ¢ikarilmasi i¢in yapilan
arastirmalar yeterli seviyede yapilmamistir[2-3]. Histolojik mikroskopik pargalar
genellikle sitolojik kisimlara gore ¢ok daha yogun olmaktadir, bunun sebebi kiiciik
bir kismin biitiin dokunun yapisin1 yansitmasidir. Fakat bu sebeple iist iiste gelen
hiicreler yliziinden ¢alisma yapilmasi zorlagsmaktadir. Goriintiilerin genellikle giirtiltii
ve standart bazi tekniklerden dolay1r bozulmaya ugradigi goriilmekte, buna baglh
olarak yapmin bozulmasi ile hiicrelerin geometrik yapisin1 tespit etmek
zorlagmaktadir [4]. Sartlara bagh olarak hiicrelerin ¢ekirdek sinirlar1 bulaniklagir ve
cekirdek sinmirlart ile arka plan arasindaki belirsiz gegisler segmentasyon siirecini
daha da zorlastirmaktadir. Hiicreler arasindaki sinirlar goériinmeze yakindir, bu

yiizden hiicrenin seklini direkt olarak gOriintiiniin icerisinden ¢ikarmak



arastirmacilarin en ¢ok zorlandig islemlerdendir. Histoloji igerisinde ayrica diigiik
seviyelerde biiylitme kullanilarak, goriintiilerin daha Onemli bilgileri tasimasi
saglanir. Ozellikle kanser tedavisi i¢in kanser hiicresinin yapisi incelenen kisimdan
cikarildiginda goriintii de kullanilan biiyiitme 06zelligi ile belirli hiicrelere
odaklanilmaktadir. Sitoloji icerisinde biliylitmenin yiiksek derecede yapildigi
gortintiiler kullanilmaktadir ve bu islem doku dolasimi zorlastirdigindan dolay:
birden fazla goriintiiniin alinmas1 gerekmektedir. Bundan dolay1 goriintiiler ne kadar
karmasik hale gelir ise boliitleme isleminin de ayni derecede karmasik olmasi

gerekmektedir [21-26].

Gegen 10 yil icerisinde yiiksek teknoloji igceren goriintii analiz teknikleri ve yazilim
uygulamalar1 genel olarak yapay zeka alaninda yapilan calismalar sayesinde
hizlanarak histolojik hiicre analizini daha hizli hale getirmistir. Ozel olarak bu alanda
farkli egitim ve arka plana sahip arastirmacilar yapilan ilk ¢alismalar1 genisleterek
sitolojik goriintii analizi alaninda ilerleme kaydetmeyi hedeflemektedirler. Ek olarak
gelisen bir diger avantaj ise yiiksek teknoloji iceren yiiksek ¢oziintirliikli goriintii
almay1 saglayan ve mikroskopik gorlintiilerde karsilagilan sorunlari temelden
¢ozebilen donanim ekipmanlarina ulasabilmektir. Ek olarak histolojik isaret¢ilerin
gelistirilmesi ile ayn1 gériintli ve ayn1 zaman igerisinde birgok farkli yapinin goriiniir
hale gelmesi saglanarak bircok alandan gruplarin medikal goriintii isleme alaninda

caligmalar yapabilmesi saglanmistir.

Medikal goriintiilerin analizi ¢ok genis bir alan1 kapsamaktadir: Gorilintii kazanima,
goriintli  yeniden yapilandirmasi, goriintii tiiretilmesi, goriintii sikistirilmast ve
saklanmasi, gorlintii analizi ve gorlinti tabanli tanima Ozellikleri olarak
siralanmaktadir. Bahsedilen tiim alanlar hiicre sayimi asamalarinda zorlayici olan
islemleri kolaylastirmak igin kullanilabilmektedir. Ornegin kok hiicreler igin

otomatik sayim yontemleri kullanilarak gerekli bilgiler siiziilebilmektedir.

Hiicre sayimi igin kullanilan yontemler baslica; esikleme, renk transformasyonu,
bolgesel birlestirme, kenar bulma, sablon esleme, doku analizi, siniflandirma olarak

gecmektedir.



Bu sorunlar ve teknik veriler gbz Oniine alindiginda bu tez igerisinde fliioresans
goriintiileme yardimi ile kan hiicrelerinden aliman HKH’lerin otomatik sayilarak
sonuglar1 klinik arastirmalar, teshis ve tedavi asamalari i¢in hizli ve kolay bir sekilde
bilgi saglamasi hedeflenmektedir. Hiicre tespiti, sayimi ve tanimasi tumor
dokularinin yapisinin anlasilmasi ile paralel bir konu oldugundan yapilan ¢alismalar
bu alanda da biiyiik yarar saglamaktadir. Otomatik goriintii isleme asamalarinda
kullanilan goriintii isleme teknikleri hiicrelerin siniflandirilmasina da olanak
saglamaktadir. Bu kismi takip eden her boliimde ele alinan konu ile alakali kisa bir

aciklama yapilarak sorun oldugu diisiiniilen her konu i¢in bir 6ngdrii saglanacaktir.

Tez caligmast ile ilgili literatiir taramas1 yapilmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan
yontemler ile ilintili c¢alismalar asagida verilmistir. Doku pargalar1 tizerinde
gerceklesen ilk calismalar genellikle bu alanda en popiiler olarak goriilen esikleme
yontemi ile gergeklestirilmistir. Esikleme temel olarak grilik seviyesi iizerinde
yapilan hesaplamalar ile arka planin ve goriilmesi istenen nesnenin birbirinden ayirt
edilebilmesi icin piksel seviyesinde gergeklestirilir. Bu alanda yapilan bir ¢ok
caligmada grilik seviyesine gore secilen manali bir esikleme degeri ile iyi sonuglar
elde edilebilmistir [11-13]. Esik degeri segilirken keyfi olarak hareket edilen
yontemler de bulunmaktadir. Bu yontemlerin amact hiicre sayimi yapabilmek
oldugundan dolayi, saymin artmasi i¢in denemeler yapilabilmektedir[14]. Yari
otomatik sayma sistemleri pikselleri uzaysal diizlemde inceleyerek kullanici
tarafindan secilen esikleme araliginda sayima olanak saglayarak interaktif olarak
islem yapilmasimi saglamaktadir [15]. Karaciger hiicrelerinin immunolojik olarak
etiketlenmesi referans [16] i¢inde gergeklestirilmistir. Bir bagka ¢alisma da Ki-67 ile
etiketlenen proteinlerin ¢ogalma sonucu degisimleri histolojik olarak incelenmistir
[17]. Benzer bir calisma global esikleme uygulanarak ayn1 madde ile yapilmistir
fakat bu calismada sayim sonuglart daha dogru hale getirilmis ve sayim
hizlandirilmigtir [18]. Yakin zamanda gogiis kanseri i¢in hiicre ¢ogalma aktivitesinin
incelenendigi caligmalar yapilmigtir. Ozel olarak yazilmis bir bilgisayar programi
kullanilmigtir bu yazilim ile boyanmis ¢ekirdek yiizdesi ve boyanmis tiim alan yiizeyi
hesaplanabilmistir [19]. Bir baska ¢alisma da goriintii islemi yontemleri ile
isaretlenmis tliimor hiicreleri  belirlenen parametreler ile esikleme yaparak

karsilastirilmis [6-7].
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Bir dnceki boliimden anlagildigi iizere esikleme teknikleri genellikle grilik seviyesine
bagli olarak histogram tepe noktalarini ortaya ¢ikarmaktadir ve gozlemci yargisini
daha 6nemli kilmaktadir. Grilik seviyesi Kkalitesinin yiiksek yogunluklu fluoresans
boyama islemi ve arka-plan ile olan kontrast farkliligiyla dogru orantili olarak
degistigi goriilmektedir. Boyama tekniklerinin birgogu farkli hiicresel yapilar
gozlemleyebilmek i¢in kullanilabilmaktadir. Bu sebeple renkli goriintii analizi,
renklendirilmis yapilar1 etrafindaki yapilardan ve arka plandan ayirabilmek icin
modern teknikler ve gelisen teknoloji sebebiyle histoloji ve hiicre biyolojisi i¢in daha
da 6nemli hale gelmistir. Goriintii i¢erisinde ilgilenilen alan isaretleme elemanlari ile
boyandiktan sonra kirmizi, yesil, mavi kanallar icin(RGB goriintiisiine ait her kanal)
esikleme uygulanir [27]. Bu fikir 1s1ginda bir¢ok calisma yapilmistir. Referans [28-
30]" da renk ayrimi ilgilenilen alanlara manuel olarak yapilmigtir. Prosediirler
kullanicinin goriintii igerisinde alt-goriintii segmesi ile devam edip bu alt-goriintiiniin,
goriintliiniin tamam1 hakkinda bilgi vermesi hedeflenmistir. Daha sonra esikleme

degeri biitiin goriintiiye arastirmacinin se¢imine gére uygulanmistir.

Her renk kanalina ayri gorlintiilerden alinmig gibi islem yapmak goriintiileme
amacina uygun olmasia karsilik, veri kullanimi i¢in en verimli yol degildir.
Gorlintiintin igerisindeki ¢ok-boyutlu verilerin kullanilabilmesi igin birgok model

gelistirilmigtir [31-34].

RGB goriintiilerde boyama isleminden sonra lekelerin taninabilmesi i¢in pixel ayrimi
algoritmasi ¢alistirilmalidir. Ug boyutlu verilerin islenmesindeki zorluklardan dolay:
baz1 ¢aligmalarda hiicre tespiti grilik seviyesi analizi, li¢ boyutlu renk verileri yiizey

veya ¢izgiye yansitildiktan sonra yapilmistir.

Ornegin, Kohlberger ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada RGB sinyal ile
donistirilerek renk tonu, doygunluk ve yogunluk (HSI) uzay, kavramlari insan gozii
ile incelenebilecek hale getirilmistir. Gogilis kanseri hiicreleri igin farkli bir bakis
acis1 saglamistir [31-32]. Bir baska c¢alismada, HSI renk modeli kemik iligi
caligmalar1 kullanilmistir [33]. Bu yontem kemik iligi ¢alismalarinda biiyiik avantaj
kazandirmistir. Benzer olarak Calisma [34], doygunlugu ve yogunlugu baz alan

(HSI) modeli ile renk bilesenine bagimsizdir leke miktar1 Olgiilmiistir. RGB
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goriintiide leke tanima algoritmasi igerisinde piksel tanima siiflandirmasinin olmasi
gerekmektedir. Ug boyutlu datalarda gerceklestirilmesi zor olan algoritmalardan
kurtulabilmek i¢in hiicre tanima ¢alismalar1 {i¢ boyutlu renk degisimleri (RGB, HSI
vb.) bir ¢izgi veya alan lizerine islenmistir. Referans [35] parca analizi kullanarak
[PCA] statik olmayan degisim bazli lineer kombinasyonlar kullanilarak boyanmis
hiicreler tespit edilmistir. PCA ayrica biiyilik alan iceren goriintiilere de uygulanarak
histogram ve binari goriintii islemesinin kombine edilmesi ile boliitleme uygulanarak
cekirdek smirlarma uygulanmistir [9]. Hiicre simirlart kirmizi ile hiicrenin
cekirdeginin sinirlari ise sart ile boyanmistir. Algoritma referans [9]” da belirtildigi
gibi yapilmistir. [26,36-40] referanslarinda belirtilen farkli olarak boyanmis alanlarda
biyolojik yapmin arastirilmasit ve lineer kombinasyonlar ile hiicreler birbirinden
ayrilarak belirlenmistir. Bu ¢aligsmalarin bir kisminda goriintiileme sistemleri spektral

avantajlar1 gz oniine alarak arastirmalari bir ileri seviyeye tasimistir [26, 39, 40].

Sekil 1.2. Biiyiik 6l¢ekli goriintiide boliitleme 6rnegi

Histoloji alaninda bolge birlestirme islemi boliitlemeye alternatif olarak

kullanilmaktadir. Grilik seviyesi esiklemesi ve renk esiklemesi saglikli boliitleme
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yapilmis bir gOriintiiyli garanti edememektedir. Karmagsik alt bdlgeler igeren
goriintiilerde bu islemlerin basaris1 daha da azalmaktadir. Goriintii piksellerini
boliitleme islemi sirasinda ele alabilmek igin bolge birlestirme(region merging-RM)
islemine alternatif bir yaklasimdir. Sitoloji ile karsilastirildiginda histoloji
icerisindeki goriintli karmasikligindan dolayr RM yeteri kadar 6n plana ¢gikamamustir.
[41]°de bobrekteki zar kisminin elektron mikroskobu altindaki goriintiisii tizerinde
tipik bir RM tabanli ¢ok pargali algoritma sunulmustur. Laser tarama 6zelligine sahip
bir mikroskop ile yapilan ¢alismalar [43] igerisinde belirtilmistir. Watershed
algoritmasi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda yiiksek dogruluk iceren sonuglar elde
edilmistir [43]. Gri-seviyeli Watershed algoritmasi ile referans [44]’te kanser

hiicreleri incelenmistir.

Goriintii icerisindeki nesnenin dis sinirlarini bulabilmek i¢in kenar tespiti yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu sayede goriintiiniin analizi ve simiflandirmasi
yapilabilmektedir. En yaygin yaklasim kenar artirnmi/esikleme methodu ile bazi
eksik olan kenarlarin yiizeysel olarak tamamlanmasiyla yapilir. Yapilan Onceki
caligmalarda konvoliisyon kullanilarak parlaklik fonksiyonunun tiirevi ile koseler
goriilebilir hale getirilmistir. Ilk adimda g¢ekirdek kismmin yogunlufuna gore
smiflandirma yapilacak tepe noktasi tespit edilir [45-48]. Daha sonra bulunan tepe
noktast iizerinde radyal olarak yonlendirilmis kenar bulma islemi gerceklestirilir.
Hiicresel smirlar1 belirleyebilmek icin digbukey nesnesel algoritma ile hiicre

merkezine olan egimlerinden yararlanilir ve hiicre tanimasi gergeklestirilir.

Dijital goriintli isleme yontemlerinin bazilar1 tiirev operatorii kullanilarak tespit
edilir. Bu yontemlere ornek olarak Laplace operatorii ve Laplace-Gauss (LoG)

yontemi verilebilir [49-50].

Sayisal goriintii iglemetekniklerinin yayginlagmasi ile giirce sinirlarinin dogru bir
sekilde tespiti saglanmaktadir. Gorilintlide bulunan bir nesnenin hiicre olup
olmadigina karar vermek i¢in kullanilan cesitli yontemler vardir. Bu yontemlerden
biri sablon eslestirme yontemidir. Ancak c¢ok sayida farkli hiicre modelleri

olmasindan dolay1 bu yontem tercih edilmez. Hiicre tiiriiniin belirlenmesi i¢in farkli
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caligmalar yapilmaktadir. Tezin amaclari arasinda hiicre tiiriiniin belirlenmesi

olmadigindan bu konuya ayrintili bir sekilde deginilmemistir.

Sablon eslestirme yontemi hiicre sinirlarinin belirlenmesinde istatistiksel modeller ile
birlikte kullanildiginda daha iyi sonuglar vermektedir. Bu yontem igin tipik olarak
gosterilebilecek hiicre tespiti yontemleri [50-53] referanslari arasinda bulunmaktadir.
Kenar bulma yontemi ile optimal hiicresel sinirlar1 arasindaki baglantiyr Bayes

tabanli istatistiksel model kullanilarak gerceklestirilebilmektedir.

Diger o6nemli bir yaklasim ise yapisal igerigi bolgesel olarak kontrol ederek
gerceklestirilir. Eger yapi iizerinde belirli bir sekil ve icerik yok ise karakteristik
tekrar eden yapilar veya yapilarin tekrar etmesi ile olusan bolgeler ile bulunur. Genel
olarak goriintii iizerindeki yapiy1 agiklamak icin istatistiksel, yapisal ve spektral
olmak iizere 3 yaklasim vardir [32]. Istatistiksel yaklasimlara 6rnek olarak: standart
sapma, es olusum matrisi, enerji, entropi, etkilesim katsayis1 ve lokal ortalama
parametreleri kullanilarak yapilan calismalar gosterilebilir [54]. Yapisal teknikler
icin ise gOrlntiiniin temel bilesenlerinin ayarlanmasi gerekmektedir. Spektral

teknikler de goriintiiniin frekans spektrumu 6zellikleri dikkate alinir.

Bir doku pargasina ait goriintiiniin yapisal analizi son yillarda aragtirmacilarin ilgisini
cekmektedir. Bu method genel olarak teshis i¢in uygun kismin tespiti, kanserli ve
saglikli  dokunun ayirt edilebilmesive  timoriin -+ derecelendirilmesi  igin
kullanilmaktadir [55-56]. [57]’de yumusak dokunun ve dokuda bulunan tiimdriin
yapisini tespit etmek ic¢in kullanilan bir yontem sunulmustur. Anormal doku
bolgesini ve doku tiimorlerini siniflandirabilecek bir sablon eslestirme yontemi
yontemi [58-59]’da sunulmustur. [59]’da yapilan ¢alismada yapisal parametreler
cikarilarak es olusum matrisi elde edilig fluoresans mikroskobu altinda alinan
goriintiiler, hiicre ¢ekirdeklerini belirlemek icin yiizeysel heterojenlik agisindan

incelenir. Standart yapisal 6lgiim teknikleri [60]’te karsilastiriimistir.

Fraktal geometri, patoloji alaninda yapisal analiz yapabilmek i¢in kullanilan bir diger
oOlgiittiir. Fraktal geometri ile galismalar [61-63]’de sunulmustur. Fraktal geometri

analizi ¢ekirdek boyutu ve pragnoz tahmini i¢in de kullanilmistir.
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Hiicre cekirdegi boliitlemesi sonuglarinda oldugu gibi siniflandirma alaninda yapilan
bircok calismada  mikroskobik  goriintiler  kullanilarak  sitolojik  hiicre
smiflandirilmast yapilmistir. Son zamanlarda histolojik ¢alismalarida igeren mesafe,
basit geometrik sekiller, gevre yapisi, boyut, sekil ve renk modelleri (RGB, HSI, etc)
iceren birgok gorlintii  algoritmasi  gelistirilmistir. Calismalarda kullanilan
siniflandirma teknikleri degisim gostermekle beraber en yaygin olarak kullanilan

yontem [64]’de verilmistir.

Histolojik goriintiilerin siniflandirilmast veya kimliklendirilmesi sirasinda analizleri
vasitast ile c¢ikarilan bilgiler kullanilir. Geleneksel olarak smiflandirma islemi
istatistiksel ve karar mekanizma parametreleri ile yapilir [65]. Renk analizi, sablon
eslestirme, yapisal analiz, frekans domeni teknikleri ve yiizey modelleme
kullanilarak yapilan bir lenf nodu kanseri aragtirmasi [66]’da sunulmustur. Benzer bir
calisma da kolon mukozasi tanimasi ig¢in yapilmistir [59]. Siniflandirma asamalari
baz1 ¢aligmalarda egitimsel olarak yapilmaktadir. Bu durumda veriler egitim ve test
verisi olarak ikiye ayrilir. Egitim verileri kullanilarak test verileri hakkinda otomatik
olarak bilgi edinebilmesi planlanmistir. Bu yontem histolojik alanda bir¢ok
calismada ana hatlar1 olusturmaktadir [4, 58, 67, 68].

Doku goriintiilerinin karmagsikligi boliitleme ve siniflandirma siirecinde bilgisayar
kaynakli sistemlerde asilmasi zor bir {ist iliste binme problemi ¢ikarmaktadir. Bu
problem arastirmacilari yapay zeka alanlarinda ¢alismalar yapmaya itmistir. [69-
70]°’de 1yi sonuglar veren bir histolojik timor derecelendirme sistemi verilmistir.
Makine tabanli goriis sistemi ile yapilan histopatolojik teshis yontemi referans [71]
icinde verilmistir. Boliitleme isleminde bulunan modiiler tan1 koyulmasi ve tam

karar1 i¢in destek olusturmaktadir.

Yapay sinir aglar1 sistemleri (YSA) ile yapilan miktarsal patolojik ¢aligmalar bu
alanda yeni yerini almaya baglamistir. YSA tabanli sistemlerin kullanilmasinin
avantajlarindan biri belirlenemeyen bazi yontemleri yapay zeka sayesinde yeni
fonksiyonlar ¢ikararak elde edebilmek ve bu yontemleri simiflandirma igerisinde

kullanabilmektir [72-75]. Ger¢ek zamanli histolojik problemlerin YSA tabanh
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¢ozimi yapilan hiicre boliitleme ve siniflandirma islemi ile basartya ulasilmigtir [76-

77].

Y SA sistemleri son zamanlarda doku igersindeki biyolojik yapilarin boliitlemenmesi
icin kullanilmaktadir. Fakat yayinlanan makaleler, siniflandirma yapilan makalelere
kiyasla smirlt sayidadir. Doku pargalarindaki hiicre sayisini bulabilmek i¢in YSA
yardimui ile yapilan sistem ornegi referans [78]’de sunulmustur. Bu ¢alisma hiicre
sayimi alaninda manuel sistemi, bilgisayar tabanli olarak taklit edebilmek igin

yapilan sinirli sayidaki ¢alismalardandir [82].

Yapilan literatiir tarams1 15181inda, bu tezde sunulan mikroskop goriintiisii kullanlarak

otomatik hiicre sayim yontemi Boliim 2’de tiim asamalart ile agiklanmustir.



BOLUM 2. OTOMATIK HUCRE SAYIMI

Otomatik hiicre sayimmi yapilabilmesi i¢in bu ¢alismada kullanilan yontemler
sirastyla: Alinan Fluoresans goriintiiniin (RGB) kanallara ayrilarak Yesil (Green)
kanal {izerinde Gauss filtresi uygulanmistir. Diizeltilen goriintiiye daha sonra
Esikleme (thresholding) yapilarak goriintiideki hiicrelerin 6n plana ¢ikmasi
saglanmistir. Daha sonra Histogram boéliikleme uygulanarak goriintiiniin bit haritasi
cikarilmistir. Bu harita ile goriintiideki degerlerin hangi aralikta toplandig1 ve birbiri
iizerine denk gelen hiicrelerin belirlenmesi saglanmistir. Araliklar arasinda yapilan
eslestirme caligmasi ile birbiri {izerine denk gelen araliklar algoritma yardimi ile
ayrilarak birlesik halde duran hiicrelerin belli bir yiizde oraninda ayrilmasi
saglanmistir. Birbirinden ayrilan bit haritasindaki degerler sayesinde maksimum
nokta analizi ve dairesel sinir analizi yapilarak hiicrelerin orta noktasi belirlenerek

sayim islemine uygun hale getirilmistir.

......................................

FLUORESAN RGB : MAKSIMUM
GORUNTU | »GORUNTUNUN|—»| FILTRELEME |»| ESIKLEME NS (sl HETOREAM NOKTA
ALNMASI | [ AYRILMASI ANALEZ

Onigleme -

&
LS

Sekil 2.1.0tomatik hiicre sayim algoritmasi blok diyagrami

Calismanin anlagilabilmesi i¢in fluoresan goriintiilleme hakkinda bilgi verilmesi

onglirtilmustiir.

Temel tip bilimleri ve biyolojide sistem, organ ve doku fonksiyonu hakkinda bugiin
eristiimiz bilgi diizeyinin temeli, fonksiyonel birim olan hiicre ve yapilar
hakkindaki bilgilerimiz nedeniyledir. Bu nedenle bilim insanlar1 tarih boyunca, gozle

goremedikleri bu mikro evrendeki yapilar1 goriiniir hale getirip, deneysel bilgiler
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toplayabilmek icin farkli biiylitme araclari, mikroskoplar {iretme cabasinda olmus-
lardir. Her ne kadar Janssen’in 16. yiizyilda irettigi bilesik mikroskop ilk olsa da,
tarihte bu girisimlerin baslangici Hooke’un ¢aligsmalar1 olarak kabul edilir. Hooke
bilindigi iizere, bir boru i¢ine yerlestirdigi mercegi ve okiileri, bir yag lambas1 (151k
kaynag1) ve su dolu kiire (kondensor) yardimiyla, ince kesilmis sise mantart dilimleri
iizerine odaklayarak gordiigli yapiyr ¢izdi. Mantar diliminin delikli yapisini
tanimlamak tlizere Hooke ilk defa hiicre terimini kullandi. Hooke’un mikroskobu ile
bugiinkii modern mikroskoplarin arasinda goriintli itibariyle ¢ok biiyiik farklar
olmasina ragmen goriintiilemenin temel prensibini olusturan fizik kanunlar1 aynidir.
Bugiin laboratuarlarda goriintiileme maksadiyla en sik 151k, elektron demeti ve
ultrases kullanan mikroskoplardan yararlanilmaktadir. Ultrases mikroskoplart kisith
olarak kullanilmaktadir, elektron mikroskopi teknigi ise ancak fikse edilmis metal
kaplanmis hiicrelere (dokulara) uygulanabildiginden, referans makalenin kalan
kisminda canli hiicrelere uygulanabilen 151k mikroskopi tekniklerine yer verilmistir
[1-4]. Beyaz 151k, elektromanyetik dalga spektrumun goziimiiziin gérebildigi 400-800
nm arasindaki kismina karsilik gelmektedir. Goriinebilir spektrumdan daha kiigiik
dalga boyundaki 1s1k 1511 ultraviyole, daha biiyliik dalga boyundaki ise infra-red
spektrumunda yer alir. Farkli maksatlarla tiim bu dalga spektrumlarinin se¢ilmis bir
bandi veya tek dalga boyuna sahip 1sik 1sinlar1 kullanilmaktadir. Biiyiitmenin en
bilinen araci biiyiitegtir. Burada objeden yansiyan paralel 151k 1s1nlar1 lensten gegerek
odak noktasina kirilir ve retinada goriintli olusur. Goriintiiniin boyu lensin arkasinda
olusan biyiitiilmiis sanal goriintiiye ait oldugundan biiyiitme gerceklesmis olur.
Mikroskoptaki fizik prensipler 6ziinde biiyiitectekine benzemekle birlikte bazi farklar
arz eder. Mikroskopta ambient 151k yerine belli bir 151k kaynag: kullanilir. Aydinlatma
15181 bir kondensor (yogunlastirict) lens yardimiyla numuneye odaklanir. Numuneden
gecen 151k 1s1nlar (transmitted light) objektif lens tarafindan birinci defa biiyiitiiliir.
Olusan goriintii paralel 151k demetleri halinde mikroskop tiipiinden okiilere ulastiktan
sonra ikinci bliylitmeye ugrar, odaga kirilan 151k demetleri gézlem planinda final
goriintiiyli olusturur. Olusan goriintii aslinda iki kez biiyiitiilmiis sanal goriintiiye ait
oldugundan numunenin yeterince biiyiik bir goriintiisiinii gézlemek miimkiindiir. Bu
yontemle numunenin 1,000 kez biiylitiilmiis goriintiilerini elde etmek miimkiindiir.
Klasik 151k mikroskobu ile siddet kontrasti, faz kontrasti, modiilasyon kontrasti,

interferans kontrastt yontemleri ile Ornegin farkli vasiflarini 6n plana c¢ikartan
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gortintiilerini elde etmek miimkiindiir. Bilinen parlak alan mikroskopisi ile
numunenin gorme alanina giren kisminin 15181 gecirme Ozelliklerinden yararlanilir.

Bu yontemle numunenin bir kismina ait spesifik goriintiileme elde etmek miimkiin

degildir [79-81].

Numuneden spesifik goriintii veya sinyal almak igin fliioresan mikroskopi yontemi
gelistirilmistir. Fliioresan prensip temel seviyedeki (ground state) bir elektronun
eksternal enerji ile uyarilarak bir iist seviyeye ylikseltilmesi ve bu seviyede labil olan
elektronun tekrar temel seviyeye donerken spesifik bir dalga boyunda isima yapmasi
seklinde Ozetlenebilir. Eger uyar1 enerjisi bir 151k kaynagiysa buna uyar1 (excitation)
15181,geri doniiste yayilan 1518a da emisyon (emission) denir. Bazi molekiillerin
floresan vasiflar1 daha etkindir, belli bir dalga boyunda uyarildiginda stabil olarak
baska bir dalga boyunda orantili bir 1s51ma yaparlar, bunlara da floresan madde veya
florofor denir. Floresan prensibin mikroskopideki uygulamasi agiklandigi gibidir.
Burada 151k kaynagindan optik filtreler yardimiyla uyar1 15181 siiziilerek numuneye
yonlendirilir, numunenin ¢ikarttigi emisyon bariyer filtreden gecirilerek uyari
1s181indan arindirilir ve goze (veya fotograf makinesine) diistiriilerek goriintiilenir. Bu
sayede numunenin kendi yaydigi spesifik floresan emisyon goriintiilenmektedir.
Eger, numunenin belli bir kisminin floresan olarak isaretlendigini diisiiniirsek sadece
bu kisimlar spesifik olarak isaretlenecektir. Sekil 2,2’de bir mikroelektrotla floresan
boya doldurulmus bir hiicreye ait goriintii gosterilmistir. Bu sayede ndronun ince
dendritleri en ince ayrintilarina kadar goriintiilenebilirken, diger yapilar elimine
edilmistir. Goriildigli gibi floresan mikroskopi en temel olarak spesifik yapilarin

morfolojisinin arastirilmasinda kullanilmaktadir [83].
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Sekil 2.2. Kok hiicre fluoresans goriintiisii

2.1. Goriintiiniin Kanallarina Ayrilmasi

Bir goriintiiniin temel bileseni piksel-resim elemanidir (pixel-picture element).
Dolayis1 ile goriintii deyince MxN boyutlu piksellerden olusan bir matris gelmelidir.

Bir pikselin iki temel 6zelligi s6z konusudur:

Radyometrik 6zelligi: Pikselin algilandig elekromanyetik spekrumdaki gri degeri

Geometrik 6zelligi: Gorilintlii matrisinde sahip oldugu matris koordinatlari, Bir resmin
sayisallastirilmasinin agiklanmasi amaci ile oncelikleSiyah-Beyaz resim goz Oniinde
bulundurulmustur. Siyah-Beyaz resim sadece iki gri degerden olusan birresimdir.
Boylesi bir goriintiide her bir piksel ya siyah ya da beyaz olarak olusur. Burada
sembolik olarak beyaz pikseller 1, siyah pikseller 0 degeri ile gosterilecektir[3].
Sekil-2.2' de goriintiiye ait piksellerin 0 ve 1 kodlanmis hali verilmistir. Bu sekilde 0
ve 1 kodlanmis piksellerden olusan gorintiilere ikili goriintii (binary image) adi
verilir. Renkli goriintiiler bilgisayar ekranlarinda 24 bit lik veri olarak goriintiilenir.
Goriintileme R(Kirmizi), G(Yesil), B(Mavi) kodlanmis ayni1 objeye ait ii¢ adet gri
diizeyli goriintiiniin {ist {istle ekrana iletilmesi ile olusur. Elektro-manyetik
spektrumda 0,4-0,5 mm dalga boyu mavi renge; 0,5-0,6 mm dalga boyu yesil renge;
0,6-0,7 mm dalga boyu kirmizi renge karsilik gelir. Bu dalga boylarinda elde

edilmistic gri diizeyli goriintii bilgisayar ekraninda sirasi ile kirmizi-yesil-mavi
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kombinasyonunda iist iiste diisiiriilecek olursarenkli goriintii elde edilmis olur. Renkli
goriintli kavrami; 1 band bir anlamda kirmiz1 filtrelenmis, baska bir deyisle orijinal
gorlintiideki gri degerler kirmizinin tonlar1 seklinde ifade edilmis, benzer sekilde 2 ve
3 bandlar da da yesilin ve mavinin tonlar1 seklinde ifade edilip iistiiste ¢akistirilmis
ve olusan renk karisimindan da dogal renkler elde edilmistir, seklinde de
aciklanabilir. Oyle ise band kombinasyonu sekilden de gériilecegi iizere 3-2-1 dir.

Yapilan islem fluoresans mikroskobu altinda alinan goriintiilerin 6zellikleri goz
Oniine alindiginda optimum sonuca ulasabilmek i¢in biitiin kanallar iizerinde sonuclar
denenerek sayima en elverisli kanal bulunmak istenmistir. Bunun sonucunda bu
islemlere en elverisli kanal Yesil kanal oldugundan dolay: islemlere yesil kanal

tizerinde devam edilmistir [83].

Sekil 2.3.(a)-(h) RGB goriintiilerin, kirmizi(red), mavi(blue), yesil(green) kanallar

2.2. Filtreleme

Filtreleme goriintii {izerinde daha rahat islem yapmamizi saglayacak bir adim olarak
goriilmektedir. Bir goriintiideki ayritlar ve diger keskin yeginlikli gecisler (giiriilti
gibi) Fourier doniislimiiniin yiiksek frekansli igerigine Onemli Ol¢lide katki
saglamaktadir. Bu yiizden, frekans bolgesinde yumusatma (bulandirma) ytiksek
frekansli zayiflama, yani algak geciren siizme sayesinde gerceklestirilmektedir. Bu

kisimda, tig tiir alcak geciren slizgeci ele alacagiz; bunlar ideal, Butterworth ve Gauss
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filtreleridir. Bu ti¢ kategori ¢ok keskinden (ideal) ¢ok yumusaga (Gauss) kadar olan
sizme arali@int kapsamaktadir. Butterworth filtresi filtre derecesi adinda bir
parametreye sahiptir. Yiiksek derecedeki degerler i¢in Butterworth siizgeci daha ¢ok
Gauss slizgecine benzemektedir. Yani, Butterworth filtresi iki ‘asirilik’ arasinda gegis

saglamaktadir.

Ideal algak geciren filtreler D, yarigaphi daire igerisindeki tiim frekanslari
zayiflatmadan gegiren ve bu daire disindaki tiim frekanslar1 ‘kesip ayiran’ 2-D algak
geciren filtre ideal algak geciren filtre olarak adlandirilir(ILPF); bu filtre su

fonksiyon ile ifade edilir

_(lise,D(u,v) < D,
H(u,v) = {O ise, D(u,v) > D, 21

Burada D, pozitif bir sabit sayidir ve D(u, v), frekans bolgesindeki bir nokta (u, v)

ile frekans dikdortgeni merkezi arasindaki mesafedir, yani

D(u,v) = [(u - E) + (v - E) 12 (2.2)
Onceden oldugu gibi burada P ve Q esitliklerP > 2M — 1 ve Q = 2N — 1 den alinan
dolgu yapilmis boyutlardir. Ideal algak gegiren filtre radyal olarak simetriktir, bu ise
filtrenin tamamen bir yarigapsal kesit tarafindan tamamlandigi anlamina gelir. Enine

kesitini 360 derece dondiirdiigiimiizde 2-D’ deki filtreyi elde ederiz[83].

Bir ILPF enine kesiti i¢in, H(u,v) = 1 ve H(u,v) = 0 arasindaki gecis noktasina
kesim frekansi denir. Bir ILPF’nin keskin kesin frekanslar1 elektronik bilesenlerle
gerceklestirilemez, ancak bilgisayar simulasyonu ile yapilabilir. Sayisal bir
goriintiide fiziki olmayan filtrelerin kullanilmasinda bazi sonuglar ortaya

cikabilmektedir.

Sekil 2.4’ de kesim frekanslar1 Sekil 2.5(b)’de gosterilen yaricaplardayken ILPF’lerin

uygulanmasinin sonuglar1 gosterilmektedir. Bulandirmadaki amag en biiyiik nesneleri
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temsil eden damlalar hari¢ bir gorlintiideki tiim ayrintilari ortadan kaldirmak
olmadig siirece sekil 2.5(b) tiim uygulamaya doniik amagclar agisindan kullanigsizdir.
Bu goriintiideki ciddi Olglideki bulandirma goriintiideki c¢ogu keskin ayrinti
bilgilerinin siizge¢ tarafindan ¢ikarilan %13’liikk gili¢ igerisinde bulundugunun agik
bir gostergesidir. Stizgeg yarigapr arttik¢a giderek daha az gii¢ ¢ikarilmaktadir, bu ise

daha az bulandirma yapilmasi sonucunu dogurur.
Bu ornekte goriildigi gibi ideal algak gegiren siizme g¢ok pratik degildir. Ancak,

siizme kavramlarini agiklayabilmenin bir parcasi olarak bunlarin davranislarinin

irdelenmesi yararl olacaktir.

=
sagaaaaa N

ab

Hiw, v Hiu, v)

- Diu, v

cde

Sekil 2.4. Piksel’e gore olusturulmus test deseni

Sekil 2.4. icerisinde (a) 688x688 piksel boyutlu test deseni,(b) bunun Fourier
spektrumu. Ust {iste binen dairelerin tam boyut spektrum gériintiisii bakimindan 10,

30, 60, 160 ve 460°a esit olan yaricaplar: bulunmaktadir. Bu yarigaplar sirayla, dolgu
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yapilan goriintii giicliniin %87, 93,1, 95,7, 97,8 ve 99,2’sini gevrelemektedir. (c)-(€)
Idel filtrenin 3 farkli gdsterimi olarak verilmistir. ILPF’lerin bulaniklasma ve salinim
ozellikleri katlama teoremi kullanilarak agiklanabilmektedir. 10 yarigapindaki bir
ILPF’nin uzamsal gosterimi olan h(x,y) gosterilmektedir. Frekans bolgesindeki
ILPF’nin bir enine kesitli pencere siizgeci gibi goziiktiigii i¢in karsilik gelen uzamsal
slizgecin en kesitinin sinc fonksiyonun sekline sahip olmas beklenmedik bir durum
degildir. Uzamsal bolgede filtre h(x,y)’nin goriintii ile katlanmasi yoluyla
gerceklesir. Gorlintiideki her bir pikselin ayrik darbeler oldugunu ve bu darbelerin
dayaniminin o konumdaki goriintiiniin yeginligiyle orantili oldugunu farz edin. Bir
sinc’in darbe ile katlanmasi sonucu darbe konumundaki sinc’i kopyalar. Sinc’in
merkez kulagi darbe konumundaki bulandirmanin temel nedenidir, ancak distaki
daha kiicik kulaklar temek olarak salinimin olusmasma neden olur. Sinc’in
goriintiideki her bir pikselle katlanmasi ILPF’lerin davranislarinin agiklanmasi igin

giizel bir model olusturmaktadir.
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Sekil 2.5. ILPF nin yarigapa bagli gosterimi

Sekil 2.5 igerisinde gosterilen (a) Asil goriintii. (b)-(f) Gosterildigi gibi kesim
frekanslar1 10,30,60,160 ve 460 yaricap degerlerine ayarlanmis halde ILPF’ler
kullanarak filtreleme sonuglar1 olarak verilmistir. Butterworth algak gegiren filtrenin
(BLPF) n dereceli transfer 6zelligi ve aslindan D, gibi bir uzaklikla bulunan kesim

frekans1 su sekilde tanimlanmaktadir:

1

. (2.3)
~Dy |

H(u,v) =

1+

Burada D (u, v), Esitlik 2.2 ile verilmektedir. Sekil 2.7°de perspektif ¢izimi, goriintii

gosterimi ve BLPF fonksiyonunun yaricap en kesitleri verilmistir.
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Sekil 2.6. Butterworth algak geciren filtre i¢in ¢esitli gosterim sekilleri

Butterworth algak geciren filtre transfer fonksiyonunun perspektif ¢izimi. (b)
filtrenin goriintii olarak gosterimi. (c) 1 ila 4 aras1 derecelerdeki filtre yaricap en
kesitleri sekil 2.6 da verilmistir. ILPF’nin aksine, BLPF transfer fonksiyonu,
gecirilen ve siiziilen frekanslar arasinda agik bir kesim saglayan keskin bir
siireksizlige sahip degildir. Yumusak transfer fonksiyonlarina sahip siizgegler icin,
H(u,v)’nin azami degerinin asagisinda belirli bir kisimda oldugu noktalarda bir
kesim frekansi yerinin tanimlanmasi aligilagelmis bir durumdur. Esitlik 2.3’te (azami
degeri olan 1’in %50 asagisinda) D(u, v) = D, dir. Sekil 2.8(a)’da, n=2 ve D, Sekil
2.4(b)’deki bes yaricapa esitken Esitlik 2.3’teki BLPF’nin Sekil 2.8(a)’ya

uygulanmasinin sonuglar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. (a) Asil goriintii. (b)-(f)2.Derecedeki BLPF uygulanmasi

1.derecedeki bir BLPF uzamsal bolgede herhangi bir salinima sahip degildir. Genel
olarak salinimlar 2. Derecedeki filtrelerde anlagilamaz ancak daha yliksek
derecelerdeki filtrelerde onemli hale gelebilir. Sekil 2.9°da, cesitli derecelerdeki
BLPF’lerin ( tiim durumlarda 5’in kesim frekanslarini kullanarak) uzamsal gosterimi
karsilagtirmayr gostermektedir.  Ayrica gosterilenler arasinda her bir filtrenin
ortasindan gegen yatay tarama ¢izgisi boyunca var olan yeginlik profili
bulunmaktadir. 1. Derecedeki BLPF’de ne salinnm ne de negatif degerler
bulunmaktadir. 2. Derecedeki siizgeg orta diizey salinim ve kiigiik negatif degerler
gostermektedir, ancak bunlar kesinlikle ILPF’de oldugundan daha az aciga
vurulmustur. Kalan goriintiilerde goriildiigii gibi, BLPF’deki salimim yiiksek
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derecedeki filtreler i¢in Onemli bir hale gelmektedir. 20. Derecedeki BLPF’ler
verimli algak gegiren silizgecler ve kabul edilebilir salinim arasinda iyi bir uzlas

Ornegidir.

|

/ \ z/ | //\\

AN Y } \ : AJ" \A

abed

Sekil 2.8. (a)-(d) 1, 2, 5 ve 30. Derecelerdeki BLPF’lerin uzamsal gosterimleri

Gauss alcak gegiren filtrenin iki boyuttaki bicimi H(u,v) = e 2°@¥)/20% (2.4)
e P\? 2

olarak verilmistir. Burada, D(u,v) = [(u — 5) + (v — %) 1% (2.5) esitliginde

oldugu gibi D(u,v) frekans gergevesinin merkezinden olan uzakliktir. En yiiksek

degeri 1 olan ve bu kisimda incelenen siizgeclerle tutarli olmasi i¢in sabit say1

kullanilmamaktadir. Onceki gibi, ¢ merkez civarinda yayilmanmn bir dl¢iisiidiir.

o= D, dersek, bu kisimdaki diger siizgeclerin gdsterim bi¢imini kullanarak slizgeci

ifade edebiliriz:
H(u,v) = e P*wv)/2Do* (2.6)

Burada D, kesim frekansidir. D(u, v) = D, oldugunda, GLPF, azami degerinin 0.607
altindadir. GLPF’nin ters fourier doniisiimii de Gauss’tur. Bu durum, Esitlik 2.4 veya
2.5’nin IDFT’sini hesaplayarak elde edilen uzamsak Gauss silizgecinin saliniminin
olmayacagi anlamina gelir. Sekil 2.10°da perspektif ¢izimi, goriintii gosterimi ve

GLPF fonksiyonunun yarigap enkesiti verilmistir.
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Hu, v) Hu, v)

).667

- D(u, v)
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Sekil 2.9. GLPF transfer fonksiyonunun perspektif ¢izimi

GLPF’nin s6z konusu oldugu durumlarda salinim olmayacagindan emin olmaktayiz.
Bu yiizden Gauss filtresi kullanarak fluoresans goriintiilerdeki giiriiltii yok edilerek

Sekil 2.11°ki hale getirmek hedeflenmistir.

abc

Sekil 2.10. (a) Orijinal goriintii, Gauss (b) 6ncesi, (c) sonrasi

abcdef

Sekil 2.11. Gauss filtresi kombinasyonlari
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Sekil 2.11.(a) Kirmiz1 kanal Gauss Oncesi, (b) Kirmizi kanal Gauss sonrast, (c) Mavi
kanal Gauss oncesi, (d) Mavi kanal Gauss sonrasi, (e) Yesil kanal Gauss oncesi, (f)
Yesil kanal Gauss sonrasi yapilan caligmalar verilmistir. Gauss c¢ap1 6=2 olarak
belirlenen filtre goriintiilerdeki dalgali goriintiiyii yok etmek i¢in kullanilmistir. Sekil
2.12°de goriildiigii iizere tek bir pik noktasi kalacak ve ayrik sekilde en net

goriilebilen kanal Yesil kanal oldugundan islemlere yesil kanal ile devam edilmistir.

2.3. Esikleme

Gorlintii  bolitleme, goriintii ve Orlintli  analizinin en Onemli basamagini
olusturmaktadir. Yapilacak analizin basarili olup olmamas1 gergeklestirilen
boliitlenmenin basarimina dogrudan baghidir. Bir goriintiiyii olusturan pargalarina
veya nesnelere ayirma iglemine goriintii boliitleme denir [1]. Baska bir deyisle
goriintii boliitleme, homojen bir kiime icersinde aymi1 karakteristige sahip alanlarin
cikartilmasi, arka plandan ayrilmasi ve daha belirgin hale getirilmesi islemine verilen
addir. Esikleme, goriintii boliitleme teknikleri icersinde hem en temel hem de en ¢ok
kullanilandir. Bagka bir degisle goriintiiniin sadece parlaklik bilgisi goz Oniine
almarak gergeklestirilen boliitleme islemidir. Goriintii  esikleme yoOntemleri,
boliitlemeyi, goriintii histogramindaki vadilere esikler yerlestirerek gergeklestirirler.
Literatiirde birgok esikleme algoritmasi onerilmistir [2-11]. Bu algoritmalar otomatik
olarak histogramin vadi noktalarini tayin edebilmek i¢in bir dizi islem Onerirler.
Histogram entropisine dayali goriintii esikleme son yirmi yilda bir hayli ilgi
gérmiistlir. Entropi bir sistemdeki bilgi miktar1 olarak tanimlanir [12]. Histogram
entropisine dayanan yontemlerden bazilar1 goriintiideki bilginin gostergesi olarak
esiklenmis gorilintlinlin entropisi en biiyiik olacak sekilde esik degeri belirlemeye
calisirken, bazilar1 da gri seviye gorintii ile esiklenmis goriintli arasindaki capraz
entropinin en diislik oldugu degeri bulmaya calismaktadirlar. Tek boyutlu entropi ile
esiklemeyi ilk kez Pun Onermistir [2]. Pun’a gbre optimum esikleme, gri seviyesi
goriintliyli on ve arka plan olacak sekilde iki kiimeye ayirabilecek maksimum
sonrasal bir entropi degerinin bulunmasi ile saglanabilir. Daha sonra bu calisma
Kapur tarafindan gelistirilmistir [3]. Lee ve Li, minimum ¢apraz entropi yaklasimini
kullanarak esikleme islevini gerceklestirmistir [4]. Benzer sekilde Pal, minimum

capraz entropi yaklagimi ile goriintli esikleme onermistir [5]. Pal, sonrasal olasiliklar
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icin Poisson dagilimimin goriintiiler i¢in daha uygun oldugunu 6nermistir. Sahoo ve
dig., Renyi entropisini kullanarak yeni bir esikleme yontemi onermistir [6]. Burada
kullanilan esik degeri, alfa parametresine bagli olarak bulunan {ii¢ farkli esik
degerinin agirlikli ortalamasidir. Diger taraftan, boliitleme igin sadece gri-seviyesi
histograminin kullanimi, goriintiide bulunan ve daha iyi bir boliitleme icin gerekli
olan bazi bilgilerin kaybedilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle Abutaleb ve dig.,
iki boyutlu bir histogram (gri seviyesi/ yerel ortalama gri seviyesi) yapist onermistir
[7]. Benzer bir yaklasim daha sonralar1 Brink tarafindan sunulmustur [8]. Pal ve Pal,
es-olusum (cooccurrence) matrisi yaklasimini onermistir [9]. Sahoo ve dig., iki

boyutlu Renyi entropisini kullanan bir esikleme yontemi dnermistir [10].

Sezgisel ozellikleri, gerceklestirilmesinin basitligi ve hesaplama hizi nedenleriyle,
goriintii esikleme goriintii boliitleme uygulamalarinda 6nemli bir yere sahiptir.
Gorlintiilerde yeginlik histograminin siyah arkaplan iizerinde parlak nenelerden
olusmus bir f(x,y) gorilintiisline ait oldugunu diisliniin. Bu histogramdaki nesne ve
arkaplan pikselleri iki ayr1 baskin grupta toplanmis yeginlik degerlerine sahiptirler.
Nesneleri arkaplandan c¢ikarmak icin basit bir yol bu bicimleri ayirabilecek T esik
seviyesini se¢gmektir. Daha sonra f(x,y) > T i¢in gorlintiideki (x, y) noktalar1 nesne
noktast olacak; diger noktalar ise arkaplan noktasi olacaklardir. Diger bir deyisle,

boliitlenmis g(x,y) goriintiisii 2.7 esitligi ile ifade edilir.

1, f(x,y) >Tise

9(xy) = { 0, f(x,y) <Tise

2.7)

T bir biitlin goriintli boyunca uygulanabilir sabit bir deger oldugunda, biitiin esitlikte
verilen islem global esikleme olarak adlandirilacaktir. T’°nin degeri biitiin goriintii
boyunca degisirse, degisken esikleme terimi kullanilacaktir. Goriintiiniin herhangi bir
(x,y) noktasindaki T degeri se¢iminin, (x,y) nin komsu piksel 6zelliklerine bagimli
olacagi durumlarda(6rnegin komsu piksellerin ortalama yeginlik degeri), bazen yerel
veya bolgesel esiklemeyi belirtmek i¢in degisken esikleme kullanilacaktir. T bunlarin
(x,y) uzamsal koordinatlarma bagimli ise, degisken esikleme yerine adaptif
esikleme kullanilir. Bu terimlerin kullanilmasi ¢ok genel degildir ve goriintii isleme

literatiirtinde degisik bigimlerde kullanilabildiklerini gérmek olas1 bir durumdur. Bir
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goriintiinlin sadece iki temel parlaklik bolgesinden olustugu varsayilirsa boyle bir
goriintitye iliskin histogram, parlaklik olasilik yogunluk fonksiyonu p(z)’in
kestiriminde kullanilabilir. Bu olasilik yogunluk fonksiyonu, biri koyu digeri de agik
olmak iizere iki parlaklik bolgesine iliskin olasilik yogunluk fonksiyonlarmin bir
toplami veya karigimi olacaktir. Karigim parametreleri, her bir parlaklik bolgesinin
alan1t ile orantihdir. Eger ki bu parlaklik bolgelerini temsil eden yogunluk
fonksiyonlarmin bi¢imi bilinirse veya bu fonksiyonlar iizerinde bir varsayim
yapilirsa, goriintiiyii iki parlaklik bolgesine ayirmak icin gerekli olan en 1iyi
(optimum) esik degerini en kiiclik hata ile tanimlamak miimkiin olacaktir. Bir
gorlintiiniin toplamsal Gauss giiriiltiisii ile birlestirilmis iki degerden olustugunu
varsayarak, pl(z) arka plana ve p2(z) nesneye iliskin olasilik yogunluk
fonksiyonlar1 ile temsil edilirse karistirilmis olasilik yogunluk fonksiyonu p(z) =
(1-06)pl(z) + 6p2(z) ile verilir. Burada 6, goriintii icerisinde nesneye iligkin

piksellerin var olma olasiligina kars1 diiser.

Doku parcalar tizerinde gerceklesen ilk ¢aligmalar genellikle bu alanda en popiiler
olarak goriilen esikleme yontemi ile gerceklestirilmistir. Esikleme temel olarak grilik
seviyesi lizerinde yapilan hesaplamalar ile arka planin ve goriilmesi istenen objenin
birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in pikseller seviyesinde birbirinden ayrilmasi ile
gerceklestirilir. Ornegin mikroskopik bir goriintii icerisinde grilik seviyesine bagl
olan esikleme degeri (t*) dikkatli bir sekilde secilerek hiicrelerin dominant degeri ile
arka plan yogunlugu arasinda olmasi saglanir. Method basit goriinmesine ragmen
medical goriintii analizinde en Onemli ve temel olanlardan biri olarak goriiliir.
Esikleme yapilan caligmalarda 4 kategori’de toplanmistir ve bunlar: Nokta bazl
global esikleme, alan bazli global esikleme, local esikleme ve ¢oklu esikleme olarak
belirlenmistir. Doku parcalarinin goriintii analizinde esikleme teknigi temek olarak
histogram tabanli olarak gerceklestirilir bunun sebebi yontemin basit olmasina
karsilik  yiiksek ¢Oziintirlikli — goriintiilerde ¢ok 1iyi sonuglar vermesinden
kaynaklanmaktadir. Bu alanda yapilan bir ¢ok c¢aligmada grilik seviyesine gore
se¢ilen manali bir esikleme degeri ile iyi sonuglar elde edilmistir [11-13]. Bu alanda
ayrica bazi arastirmacilar hiicreleri sayabilmek i¢in esikleme yontemini kullanmistir.
Esik degeri secilirken keyfi olarak hareket edilen analizlerde bulunmaktadir. Bu

analizlerin amaci daha ¢ok ¢ok hiicre sayimi yapabilmek oldugundan dolayr saymin
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artmasit i¢in denemeler yapilabilmektedir [14]. Yar1 otomatik sayma sistemleri
pikselleri mekansal diizlemde inceleyerek kullanici tarafindan secilen esikleme
araliginda kullanima olanak saglayarak interaktif olarak sayim yapilmasini

saglamaktadir [15].

Uygulanan yontem igerisinde fliioresans goriintiilemeden dolay: tek par¢a olmayan
arka plana esikleme yontemi uygulanmistir. Esikleme degeri t = pu + x§ formuli ile
elde edilmistir. p ortalama deger, § goriintiiniin standart sapmasi, x ise deneysel
olarak belirlenmis sabit say1, seklinde kullanilmaktadir. ¢’den daha kiigiik olan piksel
yogunluklart 0’a esitlenerek hiicre goriintiilerinin daha on plana ¢ikmasi

hedeflenmistir.

abcd

Sekil 2.12. Fluoresans goriintii

Sekil 2.13. Esikleme yapilmis Yesil kanal Fluoresans goriintii karsilastirmasi

Sekil 2.12 igerisinde sirasiyla (a) orijinal, (b) yesil kanal, (c) yesil kanal Gauss

filtresi, (d) yesil kanal Gauss filtresi uygulandiktan sonra esikleme iglemi olarak
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verilmistir. Esikleme yapilmasi ile hiicre seviyesinde fluoresans parlakligi olmayan
pikseller 0 degerine getirildiginden dolay1 hiicreler 6n plana ¢ikarilmistir. Bu sayede
sayim iglemi icin ister bu islemden sonra manuel olarak ister otomatik olarak devam
edilecek ise dahi sayimda biiyiik kolaylik saglamaktadir. Bu boliimde, incelenen iki
boyutlu entropi esikleme algoritmalarindan sadece yerel entropi yonteminin, farkli
gorilintiiler iizerindeki uygulama sonuclari verilmistir. Yine aymi gorintiilere tek
boyutlu entropi esikleme algoritmalarindan bazilar1 uygulanarak sonuglar
karsilagtirilmigtir.  Incelenen algoritmalarin  bilgisayar benzetimleri MATLAB
ortaminda yapilmistir. Bulunan en uygun esik deger, hiicreleri arka plandan

ayirabilecek olandir.

2.4. Histogram Boliitleme ve Analizi

Gri seviyesi histogrami, goriintii icindeki her bir gri seviyesine karsilik gelen ilgili gri
seviyesindeki piksel sayisini karsilik diisiiren bir fonksiyondur. Apsis ekseni gri
seviyesini gosterirken ordinat ekseni ise meydana gelme sikligini gostermektedir.
Sekil bir 6rnek gostermektedir. Histogram, sayisal bir resim igerisinde her renk
degerinden ka¢ adet oldugunu gosteren grafiktir. Bu grafige bakilarak resmin
parlaklik durumu ya da tonlar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Verilen kétii kontraslh
bir goriintiiyii iyilestirmek i¢in, goriintiiniin histogramini genis bir alana yayabiliriz.

Bu iki sekilde gergeklestirilebilir.

Histogram Germe-Kontrast germe(Histogram streching): Histogram germe,

histogram degistirmenin 6zel bir halidir.

Histogram Esitleme ( Histogram equalization):K6tli kontrasli resimlerin (histogrami
dar bir alana yayilmis goriintiiler), kontraslarini iyilestirmek i¢in bir genel yontemdir.
Temel espirisi histogrami genis bir bolgeye yaymaktir. Varsayalim ki histogrami ve
iliskin tablosu asagida verilen bir goriintiiye sahibiz. Burada; n;, i. gri seviyedeki
piksel sayis1 degeridir. Biz bu gri seviye degerlerini, parca parca lineer bir fonksiyon
uyguluyarak, orijinal araligin disina yayabiliriz. Bu fonksiyon; 5-9 arasindaki gri
seviyeli pikselleri 2-14 gri seviyeleri arasina yayar. Asagidaki denklemde i, orijinal

gri seviye ve j doniisiimden sonraki degerdir. Bu araligin disindaki Gri seviyeleri ya
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(bu durumda oldugu gibi) tek basina kalir ya da asagidaki parga parca lineer
fonksiyonun islevine gore degisir. Bu uygulamada tek basina (degistirilmeden)

birakilmistir [83].

Histogram matematiksel olarak asagidaki sekilde gosterilebilir. h(ry ) =ny ,ry :

k’ninc1 parlaklik degeri ny : k’ninci parlaklik degerinin goriintiideki sayist

No occurances

* intensity

white
»

blac
-+

Sekil 2.14. Grilik seviyesi gosterimi. 8-bit, 256 gri seviye igerir
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Sekil 2.15. (a) Koyu goriintii histogrami (b) agik gériintii histogrami
T T T T
Low-contrast image
1 1 1
T P! D T
High-contrast image
L —
1 TILL Eguii L

Sekil 2.16. (a) Diisiik kontrastli goriintii (b) yliksek kontrastli goriintii
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Dontistiiriilen ve orijinal histogramlar olasilik yogunluk fonksiyonlari ile ifade

edilebilirler.

TN

Sekil 2.17. Histogram genisletme drnegi

pe(i) = plx = i) =%,O§i<L (2.8)

Histogram, sayisal bir resim igerisinde her renk degerinden ka¢ adet oldugunu
gosteren grafiktir. Bu grafige bakilarak resmin parlaklik durumu ya da tonlari
hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Histogram esitleme ile belirli bir ton etrafinda
toplanan histogram egrisi (0-255) tonlar1 arasina diizgiin bir sekilde dagitilir boylece
resmin gri ton dagilimmnin homojen olarak yapilandirilmasi saglanir. Histogram
esitleme isleminde, resmin kiimiilatif gri seviye dagilim skalasi lizerinde normal
dagilim uygulanmaktir. Bu yeniden dagilim, gri seviye dagiliminda dengeleme

saglamaktadir.

Bu sayede alinan Fliioresans goriintii igersinde yapilan islemlerden sonra histogram
boliikleme uygulanmast durumunda birbiri lizerine denk gelen hiicrelerin ayrilmasi

saglanarak sayim i¢in hazirlanmigtir.
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Sekil 2.18. Histogram boliitleme

Sekil 2.18 igerisinde: a) Sekil 2.3 (a)’nin Histogram goriintiisii b) [0, 63], ¢) [64,127]
d) [128,191], ve e) [192,255] goriintiiniin bit haritasin1 gostermektedir.

Bu analiz ile gorlintiide grilik seviyesinin toplandig1 yerler ve kesikli olan kisimlar
bulunarak. Hiicrelerin goriintii lizerinde kaybolmadan birbirinden ayrilabilmesi

histogram sonucunda ¢ikan goriintiilerin kombinasyonu ile gergeklestirilecektir.

2.5. Maksimum Nokta Analizi

Izole nokta, ince ¢izgi veya resim kenarlar1 gibi (gri seviye degerleri ani degisen)
stireksizlikleri, diisiik ve yiiksek filtrelemedekine benzer maskeler kullanarak tespit

edebilmeye dayanir. Bu maskelerin temelini tiirev islemleri (1. ve 2. tlirev) olusturur.

1.derece Tiirev Islemi (First-order derivative-tek degiskenli)

arfr ., . B
- O=fx+1) - f(x) (2.9)
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2.derece tiirev Islemi (Second-order derivative - tek degiskenli)

% f
T2 =+ D+ -1 -2f () (2.10)

Belirtilen tiim islemlerden sonra hiicre simirlarinin en iyi olarak belli oldugu
kombinasyon ile hiicre ¢evresi ve orta noktasi belirgin hale getirilecektir. Bu sayede
hem hiicrenin sinir1 hem de filtrelemeden dolay1 gergeklestirilen tek maksimum
noktanin teke indirilmesi sayesinde hiicre orta noktasi bulunarak sayim islemi

gergeklestirilebilecektir.

Sekil 2.19. Histogram analizi ile hiicre maksimum noktas1 ve sinir belirlenmesi

Sekil 2.19 da goriildiigii iizere bit haritasinda (a)’da oldugu gibi sinir olarak 0-63
aras1 harita belirlenir ise kopukluklardan dolayr bilgisayar algoritmasi smir
belirleyememektedir. Hiicre goriintiistinden sekilde goriildiigii gibi (a) cikarilir ise
birbiri tizerine denk gelen hiicrelerin bir kismini algoritma yardimi ile ayirt
edebildigimiz goriilebilmektedir. Daha sonra bit haritasinda 64-128 ile 192-255
arasinda degerler toplanarak tepe noktasi belli olmayan hiicrelerin maksimum
noktalar1 belirlenerek, 0-63 grilik seviyesini ¢ikarmamiza ragmen birbirine baglh

olarak kalan hiicrelerin maksimum noktalarinin belirlenmesi saglanmistir.



BOLUM 3. BENZETIM SONUCLARI

Alinan embriyonik goriintiiler 8 giin boyunca noral farklilagsma prosesi icerisinde
kiiltir ortamina birakilmistir. Embriyonik kisimlar uyarilarak inkiibasyon ile noral
fenotip haline getirilmisti. Son 4 giin igerisinde Retionik asit 2uM final
konsantrasyona ulastirilmaktadir. Daha sonra %4 6lgiisiinde parafolmaldehit (PF) 30
dakika kadar birakilarak sucros gradyanthi (10, 20 ve 30% , 30 dakika siireyle)
cozeltide tutularak doku igerisine en iyi sicakligin olusturdugu(OCT) proses
icerisinde dokular daha sonra sifirin altinda saklanarak tutulmaktadir. Ayarlanmis
parcalar kristot icerisinde ayr1 ayr1 embriyonik hiicrelere uygulanmistir. Labaratuar
ekipmanlar1 10pum kalinlikta ayarlanmistir, bunun nedeni niikleilerin ortalama
biiylikliigiine uymasindan dolayidir. Diger alinan parcalar 5 dakika boyunca
inkiibasyon isleminde bir ¢esit ters niiklei isaretleme malzemesi olan 4-6 Diamidino-
2-phenylindole(DAPI) igerisine birakilmistir. Kurulan sistem Nikon Eclipse TE300
degistirilmis epi-fliloresans mikroskobu ile MagnaFire Digital CCD kamera ve
Image Pro Express yazilimi kullanilmaktadir. Goriintii edinme prosesi yar1 otomatik
olarak uzmanlar tarafindan biiylitme, zamansal olarak kiiltiirlin goriintiilenmesi ve
fokus ozellikleri kontrol edilerek yapilmaktadir. Goriintiilerin  yakalanma
cozintirliikleri 1032x1040 piksel olarak 40x zoom o&zelligine cevap verebilecek
sekilde alinmustir. Alman goriintiiler Tagged Image File (.tif) formatinda kayipsiz
olarak LZW sikistirmasi ile kaydedilmistir. Sekil 3.1°de alinan goriintii Ornegi

gosterilmistir [8].
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Sekil 3.1. Fluoresans goriintii 6rnegi

Yanlis ayarlanmig goriintiiler yanlis fokuslanmis goriintiileri olusturmaktadir(Sekil
3.2 (a)). Bu gorintiilerde smirlar belli olmadigindan dolayr manuel sayimda
problemler ¢ikmaktadir. Gergeklesen bir diger problem ise kismi olarak tikanmalarin
gergeklesmesi durumudur ve bu durumda sayim islemi zorlagsmaktadir. Alinan
kesitlerin ortalama olarak niiklei boyutlarinda olmasi durumunda dahi alinan hiicre
goriintiilerin kismen st iiste gelerek sayimi zorlagabilmektedir. Tek bir alanda bir
cok hiicrenin bulunmasi sayim islemini zorlastirmaktadir. Bu durumlarda insan
gorilisliniin bu hiicreleri birbirinden ayirmasi ¢ok zorlasip bazi durumlarda imkansiz
hale gelmektedir(Sekil 3.2(b)). DAPI prosesi hiicrelere baglanarak onlar1 mavi/agik
mavi hale getirerek mikroskob ile goriintiilenebilmesini saglamaktadir(Sekil 3.2(c)).
Merkezde daha agik renk igeren ve sinirlara dogru renk parlakligi azalan bir hale
gelmektedirler. Fakat bazen DNA’nin niiklei icerisinde 2 kisimda konsantre halde

durmasindan dolay1 iki yada daha fazla parlaklik belirlenebilmektedir.

Alman goriintiilerde giiriiltiiniin olmas1 dogal bir sonugtur (Sekil3.2(d)). Fakat yanlis
parametre secimi farkli ve daha kuvvetli giiriiltiilere sebep olabilmektedir(Sekil

3.2(e)). Giiriiltiintin var olmas1 Embriyonik hiicre sayiminda daha farkli sorunlara
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sebep olarak otomatik olarak sayim islemini zorlastirmaktadir. Bu tarz bir
algoritmanin avantajlarindan biri farkli olarak ¢ikan sonuglar1 azaltarak uzmanlarin
Online ayn1 sonuclarin gitmesini saglamaktir. Bu boliimde Embriyonik hiicrelerin
sayimi1 ve tespiti i¢cin yazilan program sonucunda ortaya ¢ikan benzetim sonuglari ele

alimmustir.

(b) (c)

Sekil 3.2. Hatal1 alinnus goriintii durumlari

Goriintiide; (a) yanhis fokuslanmis goriintii (b) {ist tiste gelerek sayim durumunun
zorlagmasi durumu (c) 2 DNA noktasmnin bulunma durumu (d) normal giiriiliit

seviyesi (e) diisiik giiriiltii seviyesi (f) yiiksek giiriiltii seviyesi.
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Manual COunting

(a) 307 cells detected

615 Maxima

Sekil 3.3. Fluoresans goriintii drnegi

Manuel olarak yapilan ¢aligmalara gore daha fazla hiicre bulunarak yorumlama i¢in
uzman goriisiine sunulmustur. Bazi1 goriintiiler manuel olarak 6nceki c¢aligsmalarda
sayim i¢in sunulmustur. Fakat bu goriintiilerin sayimi1 ¢ok zor oldugundan sinirh

sayidadirlar.
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Sekil 3.4. Ust iiste gelen hiicrelerin bulundugu Fliioresans goriintii drnegi

Alinan Fluoresans goriintiide orta kisimda toplanan goriintiilerin manuel olarak
sayilabilmesi miimkiin olmamistir. G6z ile alinan. sonuglara gore %20 oraninda artis
saglanmistir. Belirli sayidaki goriintiiler i¢in onceki yapilan ¢aligmalarda gegen

otomatik sayim sonuglar1 da verilmistir.
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692 Maxima

Sekil 3.5. Sayilamayan kiimelenmis hiicre i¢eren Fliioresans goriintii drnegi

Gorilintiide tamamen st iiste gelen kisim otomatik sayim isleminde ayirt
edilememigstir. Fakat sayim sonuclar1 géz ile sayima gore daha fazla ve daha dogru

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.6. Fliioresans goriintii drnegi

Gorilintii de ¢iplak gozle sayilmasi miimkiin olmayan kisimlar Fluoresans olarak

gorilintii sayesinde sayilabilir hale getirilerek dogrulugu arttirilmistir.
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825 Maxima

Sekil. 3.7. Cok sayida hiicre igeren Fliioresans goriintii 6rnegi

Bu goriintiide st {iste gelen goriintiiler algoritma ile birbirinden ayrilarak saglikli bir

sayim islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.8. Hiicre sinirlari ist iiste gelen Fliloresans goriintii 6rnegi

Ustii iiste gelen ve sayilmasi manuel olarak miimkiin olmayan bdliinme asamasindaki

hiicreler sayilabilmistir.
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520 Maxima

Sekil 3.9. Fliioresans goriintii drnegi

Gorilintiide parlakligi ¢cok azalmis olan sag alt kosede bulunan hiicrelerin sayimi

otomatik hiicre sayimi ile eksiksiz gergeklesmistir.
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902 Maxima

Sekil 3.10. Cok sayida hiicre i¢eren Fliioresans goriintii 6rnegi

Hiicre sayisi1 fazlaligindan dolayr manuel sayima gore %40 oraninda daha iyi sayim

gergeklestirilmistir.
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229 Maxima d

Sekil 3.11. Diisiik giiriiltii igeren Fliioresans goriintii 6rnegi

Fluoresans goriintiilemenin hiicreleri en iyi sekilde ortaya g¢ikarmasi durumuna

ornektir. Diigiik giiriiltli igermektedir.
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783 Maxima

Sekil 3.12. Az parlaklik i¢eren Fliioresans hiicre goriintiisii

Gozle goriilmesi miimkiin olmayan vitro ortaminda dagilmis hiicreler sayilabilmistir.



52

Sekil 3.13. Yiiksek ve diislik parlaklik iceren Fliioresans goriintii 6rnegi

Hiicre ¢ekirdek parlakligi manuel sayma igin yeterli olmayan hiicreler algoritma

yardimi ile sayilmistir.
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554 Maxima [

Sekil 3.14. Fliioresans goriintii drnegi

Sinirlart birbiri lizerine denk gelen hiicre toplanmalar1 arasindaki sinirlar kaldirilarak

sayma islemi gergeklestirilmis ve dogru sonuglara ulagilmistir.



54

682 Maxima

Sekil 3.15. Cok sayida hiicre i¢eren Fliioresans goriintii 6rnegi

Cekirdek boyama isleminde yeterli parlakli§a ulasamayan hiicreler otomatik sayim

ile sayilabilmis ve iist liste gelen hiicreler birbirinden ayrilabilmistir.
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795 Maxima

Sekil 3.16. Hiicre y1gin1 igeren Fliioresans goriintii 6rnegi

Manuel sayimda sayilmasi miimkiin olmayan hiicre yigini igerisinde tam olarak

verimli saglanamasa dahi yliksek yiizde ile sayim yapilabilmistir.
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777 Maxima

Sekil 3.17. Cok sayida hiicre igeren goriintii drnegi

Normale gore kiicliik boyutta goriilebilen hiicreler ve birbiri iizerine denk gelen

hiicreler algoritma yardimu ile sayilabilmistir.
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694 Maxima

Sekil 3.18. Fliioresans goriintii 6rnegi

Manuel olarak goz ile ayirt edilmesi miimkiin olmayan hiicreler ve hiicre yiginlar

algoritma ile ayrilarak sayilabilmistir.
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450 Maxima

Sekil 3.19. Ayrilma asamast i¢eren Fliioresans goriintii 6rnegi

Ayrilma asamasinda olan bazi hiicreler sayilamamistir fakat uygun durumda olan

hiicreler yiiksek dogruluk ile sayilabilmistir.
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Sekil 3.20. Yiiksek giiriiltii iceren Fliioresans goriintii 6rnegi

Yiiksek giiriiltii iceren bu goriintiide manuel olarak fark edilemeyen hiicreler

sayilabilmistir.
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330 Maxima

Sekil 3.21. Uzak mesafeden ¢ekilmis Fliloresans goriintii 6rnegi

Yiiksek giiriiltii iceren ve manuel olarak sayilmasi miimkiin olmayan hiicreler

sayilabilmistir.
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Sekil 3.22. Yiiksek giiriiltii iceren Fliioresans goriintii drnegi

Manuel olarak sayilmasi ¢ok zor olan bu goriintii algoritma yardimi ile manuele gore

%25 daha yiiksek dogruluk ile sayilabilmistir.
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Sekil 3.23. Goz ile say1lmas1 miimkiin olmayan Fliioresans goriintii 6rnegi

Hiicre sayist ¢oklugundan dolayr manuel olarak ¢ok fazla zaman gerektiren hiicre
goriintiisii kisa slirede sayilabilmistir. Mikroskop altinda goriilemeyen kisimlar dahi

sayilabilmistir.
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860 Maxima

Sekil 3.24. Hiicre ¢ekirdek parlakligi az olan Fliloresans goriintii 6rnegi

Niiklei parlakligi manuel sayim igin yeterli seviyede olmayan goriintii otomatik

olarak hizl1 bir sekilde sayilabilmistir.
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789 Maxima

Sekil 3.25. Hiicre y1gimi igeren Fliloresans goriintii 6rnegi

Hiicre y1g8in1 yliziinden sayilmasi miimkiin olmayan kisimlar algoritma ile birbirinden

ayrilarak sayilmistir.
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858 Maxima

Sekil 3.26. Fliioresans goriintli drnegi

Fluoresans goriintiiniin parlakliginin fazlalig1 yiiziinden insan gozii i¢in sayim islemi
zorlagmis fakat otomatik hiicre saymmi ile hizli bir sekilde sayilabilmistir. Sayilan
hiicreler genel olarak diisiikk goriintii iceriyor ise %?20-40 arasinda dogruluk
arttirilmigtir.  Yiiksek giiriiltiili  gorlintiilerde ise  %5-10 arasinda dogruluk

arttirllmistir.
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Benzetim sonuglarindan ¢ikarilan bilgilerin yorumlanabilmesi i¢in bazi ek bilgilere

gerek duyulmaktadir. Bunlar bir sonraki paragraftan baslanarak aciklanmistir.

Kok hiicrelerin durumlarinin incelenmesi ve kullanabilmesi i¢in baz1 yontemler ve
durumlar vardir. Bu durumlarin yakindan takip edilmesi gerekmektedir. Bu durumlar
su sekilde agiklanabilir: Normalde kanda ¢ok az sayida kok hiicre bulunur. Ancak
nakil i¢in hiicre toplanmadan once vericilere biiyiime faktorleri denen ve hormona
benzeyen maddeler verilerek kok hiicrelerinin daha hizli biliylimesi ve kemik

iliginden kana ge¢cmesi saglanir.

Viicudumuzda ¢ok sayida bulunan farklilagmis hiicreler ciddi hasar gérmiis ya da
hastalanmis ise dogal yollarla yenilenemezler. Kok hiicreler bu hastalanmis ya da
hasar gormiis hiicrelerin yerine saglikli ve islevsel hiicreler olusturmak igin
kullanilirlar. ""Hiicre tedavisi' olarak adlandirilan hastalikli hiicrenin saglikli hiicre
ile yer degistirmesi islemi organ nakline benzer, tek fark bir organ yerine hiicrenin

nakledilmesidir.

Hematopoetik (kan sistemi) kok hiicreler, kemik iliginde bulunan ve tim kan
hiicrelerinin Oncilisli olan, giiniimiizde tedavide en ¢ok kullanilan kdk hiicre tipidir.
Doktorlar 40 yildan daha uzun bir zamandan beri tedavi amagli hematopoetik kok
hiicre nakletmiglerdir. Hematopoetik kok hiicre toplama ya da saklama igin
kullanilan ilerlemis teknoloji simdi 16semi, lenfoma ve ¢ok sayida kan hastaliginin

tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir.

Periferik kan kok hiicre nakli icin, kok hiicreler kandan alinir. Cok ince bir esnek
plastik boru (kateter denir) vericinin toplardamarlarindan birine yerlestirilerek diger
ucuyla 6zel bir makineye baglanir. Vericinin kan1 bu makinede dolastirilarak kok
hiicreler ayrigtirilir ve sadece bu hiicreler alikonur. Kanin kalan kismi vericiye geri
doner. Bu islem saatler siirer ve yeteri kadar kok hiicre elde edebilmek icin birkag
giin tekrarlanmasi gerekebilir. Kok hiicreler filtre edilerek torbalara konur ve hasta

hazir olana dek dondurulur.
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Hasta kemoterapi ve/veya radyasyon tedavisi gordiikten sonra, kok hiicreler kan
naklinde oldugu gibi damardan yavas¢a (infiizyonla) verilir. Kok hiicreler kemik
iligine dogru giderek oraya yerlesir ve daha sonra biiyiiyerek yeni, normal kan
hiicreleri yapmaya baglarlar. Yeni hiicreler, kemik iligi hiicrelerinin kullanildigi
nakle gore hastanin kaninda genellikle birkag giin daha ge¢ goriilmeye baglarlar, bu
da 10-20 giin iginde gergeklesir.

Kordon kani, kok hiicreler agisindan oldukg¢a zengindir ve halen pek cok ciddi
hastalikta degerli bir tedavi segenegidir. Bu nedenle saklanmasi yalnizca sizin i¢in

degil, toplum sagligi i¢in de 6nemli yararlar saglayabilecektir.

Kordon kani, bebegin dogumundan sonra plasenta tarafinda kalan kandir. Kordon
kani, bebek dogar dogmaz, kordon kesildikten sonra ilk 10 dakika i¢inden kordondan
alinir. Bu kan, toplanmadigi zaman plasanta ile birlikte atilmaktadir. Kordon ve
kordon kaninin alinmasi normal dogum prosediirii ya da bebegi herhangi bir sekilde
etkilememektedir. Kordon ve kordon kani toplama islemi, dogumu yaptiran hekim
tarafindan gergeklestirilir. Hem normal yolla hem de sezaryen dogumlarda kordon

kaninin toplanmas1 miimkiindiir.

Almman kordon ve kordon kani 26 saat igerisinde laboratuvara gonderilir ve 6zel
yontemlerle islenir, uygun sartlarda dondurulur ve Kordon Kani1 Bankasi’nda buharli
azot tanki icerisinde saklanir. Dondurulmus olan bu degerli kok hiicreler,
gerektiginde coziilerek tedavide kullanilabilir. Bu ¢6ziim isleminden sonra kok
hiicrelerin sayisinin  belirlenmesi hem hizli olmali hem de yiiksek dogruluk

icermelidir.

Bir¢cok hastalik icin kullanilan tedavi yontemlerinde hiicre sayimi temel
yapitaglarindan birini olusturmaktadir. Temel olarak alinan hiicre calismalar1 ile
tedavilerde doz analizi ve tedavi siiresi hayati onem tagimaktadir. Ayrica kanser kok
hiicrelerinin takibi icinde ¢ok 6nemli hale gelmistir. Agiklanan bu durumlardan

dolay1, kok hiicrelerin durumunun kontrol edilebilmesi hayati 6nem tasimaktadir.



BOLUM 4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada mikroskop goriintiisii altinda otomatik bir hiicre sayim yoOntemi
sunulmustur. Ilerleyen béliimlerde de ayrintili bir sekilde agiklandig: gibi hiicre
saymmi, uzman bir kisi tarafindan mikroskop mercegine siirekli bakilarak veya
otomatik hiicre sayimi yontemleri kullanilarak yapilabilmektedir.. Sayim uzman bir
kisi tarafindan yapildiginda olduk¢a yorucu uzun siiren ve diisiik dogruluklu bir
islem haline gelmektedir. Ayrica farkli uzmanlar tarafindan ayni hiicre
goriintiisiinden farkli sayim sonuglar elde edilebilmektedir. Dogru sayim sonuglari
elde etmek i¢in mikroskop odagi da olduk¢a 6nemlidir. Mikroskop parametreleri
dogru bir sekilde ayarlanmadiysa hiicre sayiminda 6nem tasiyan hiicre kenarlari
bulaniklasip golgelenebilir ve hiicre sayimi oldukca zorlasir. Bir goriintiide c¢ok
sayida hiicre olmasindan kaynaklanan ortiisme problemi de sayimi zorlastiran bir
diger problemdir. Hiicrelerin goézle segilebilir hale gelmesi i¢in kullanilan bazi
boyama teknikleri vardir. Boyama sonucu hiicre merkezi agik, kenarlar1 ise koyu
renk olmaktadir. Ancak konsantrasyon fazla oldugunda iki veya daha fazla parlak
kisim Ortlisebilir ve bunun sonucu sayim zorlasir ve dogrulugunu kaybeder. Yukarida
bahsedilen tiim problemler hiicre sayiminin otomatik bir sekilde yapilmasini ve

sunulan sayim yontemlerinin iyilestirilmesini gerektirir.

Bu tezde, fliloresans mikroskop goriintlisii altinda asama asama otomatik hiicre
sayiminin nasil yapildigr ac¢iklanmaktadir. Hiicre goriintiisiinde giiriiltii  gibi
istenmeyen bilesenleri kaldirmak i¢in bir 6n isleme adim1 gergeklestirilmistir. Daha
sonra sirastyla histogram boliitleme, histogram analizi ve maksimum nokta analizi
gibi  goriinti  isleme  teknikleri uygulanarak otomatik  hiicre  sayimi
gerceklestirilmistir. Sunulan yontemin etkinliinin test edilmesi i¢in simulasyon
programlar1 vasitasiyla bircok sayim yapilmistir. Elde edilen sonuglar, sunulan
yontemin bagariya ulastigii  ve gelecek vadeden bir c¢alisma oldugunu

gostermektedir.
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Bu caligma kapsaminda mikroskop goriintiisiinde otomatik hiicre sayimi kavraminin
temelleri iizerinde durulmus ve uygulamasi yapilmistir. Biitiin diinyada da 6nemi her
zaman var olan hiicre calismalarinin teknoloji ile birlestirilmesi kaginilmaz hale
gelmistir. Doktorlar1 ve uzmanlar1 zorlayan bu ¢aligsmalar bilgisayar tabanl sistemler
ile daha kolay hale getirilmektedir. Otomatik hiicre sayimi heniiz gelismekte
olmasia ragmen, talep edilen bir uygulama haline gelmistir. Brezilyada’ki bir
merkez lizerinden alinan goriintiiler {izerinde algoritma uygulanarak hiicre sayimi
yapilmistir. Bu sayede ulasilmasi zor olan sonuglara bilgisayar tabanli algoritma ile
hizli bir sekilde yiiksek dogruluk ile ulasilmistir. ileride yapilacak ¢alismalara bir
yapitast olacaktir. Yapilacak calismalarda olasiliksal sistemler eklenerek hibrid
modeller ile bu alanda hem akademik hem de uygulama olarak Oncli olacak
caligmalar yapilacaktir. Ayrica giiniimiizde oldukg¢a biiyiikk bir sorun haline gelen
kanser hastaliginin teshis ve tedavisine de yardimci olabilecek sekilde kanser kok
hiicreleri incelenerek kanser hiicrelerinin yayinimi, tedavinin basarisi, kanser
dokusunun boyutu ve kanser tipi hakkinda doktor ve uzmanlara hizli ve dogru bilgi

saglanmas1 amaglanmaktadir.
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