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OZET

HEMATOKSILEN-EOZIN VE FLORESAN iN SITU HiBRiDiZASYON iLE
BOYANAN HISTOPATOLOJI GORUNTULERININ IMGE CAKISTIRMA
YONTEMLERIYLE ILE ESLESTIRILMESI

Zafer SUNETCI

Yiiksek Lisans Tezi, NanoBilim ve NanoMiihendislik Anabilim Dali, NanoBilim ve

NanoMiihendislik Programi
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Nurullah CALIK
Haziran, 2022. 112 sayfa.

Giinlimiiziin en biiyiik problemlerinden biri kanserdir. Bu hastalikla miicadele i¢in
birgok farkli yontem denenmektedir. Bu yiizden erken teshis ve kanser seviyesinin
belirlenmesi bu hastaligin seyrinde ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu sebeple mikro
diizeyde kanserli dokularin incelenebilmesi i¢in histopatoloji yOntemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile birlikte, kanser hiicrelerinin spesifik olarak
incelenmesi miimkiin olmaktadir. Ek olarak, nano seviyede incelenen hiicre igi

yapilarin genetik ve morfolojik 6zellikleri ortaya ¢ikarilabilmektedir.

Tekil sekilde uygulanan boyama islemleri ile patologlarin her zaman net karar vermesi
miimkiin olmayabilmektedir ve ekstra boyama yontemleri uygulanabilmektedir. Ayni
yerden alinan iki ayr1 dokunun boyanmasiyla farkli 6zellikler ortaya ¢ikabilmektedir.
Iki farkli boyadan farkli sonuglar almak yerine, bu boyalar1 beraber inceleyebilmek
amactyla dijital histopatolojik yontemler iist tiste getirilip eslestirilerek kullanilmaya
baslanmistir. Bu fikirden baz alarak yapilan ¢alismada, iki farkli boya ile boyanan

dijital goriintiilerin imge ¢akistirma yontemi ile eslestirilmesi amaglanmustir.

Yapilacak calismada kullanilmak amaciyla, Istanbul Teknik Universitesi Teknokent
biinyesinde faaliyet gdsteren ARGENIT firmasi {izerinden, yiiksek ¢oziiniirliiklii
hematoksilin-eozin (H&E) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) goriintiileri
alimmistir. Alinan H&E goriintiilerinde hematoksilin kimyasali hiicre ¢ekirdeklerini
mavi-mor tonlarinda, hiicre i¢i sitoplazma kismi eozin ile sitoplazmanin kapladig

alan1 pembe tonlarinda gostermektedir. FISH boyama ydntemi ise, igerigindeki



floresan ile goriintiiyli ortaya cikarmaktadir. Burada floresan 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), Floresin izotiyosiyanat (Fluorescein isothiocyanate, FITC) ve
Texas-Red (TR) adli ti¢ farkli boya tipi ile kullanilmis ve farkli renklerde
gorintiilenmislerdir. Bu goriintiilerin eslestirilmesi amaciyla goriintii isleme teknikleri
kullanilmustir. Oncelikle, goriintiilerdeki giiriiltiilerin ve boyanin ayarlanmas igin 6n
islemler gergeklestirilmistir. Sonrasinda, Olgek Degismez Ozellik Doniisiimii (Scale-
Invariant Feature Transform, SIFT), Hizlandirilmis Saglam Ozellikler (Speed Up
Robust Features, SURF) ve Maksimum Kararli Ekstrem Bolgeler (Maximally stable
extremal regions, MSER) imge ¢akistirma teknikleri uygulanmistir. Uygulanan g

islem ile benzer noktalar bulunarak karsilastirilmistir.

Islenen gériintiilerin karsilastirilmas: sonrasinda elde edilen sonuclarda, baslangicta
diizgiin eslesmedigi, ancak daha sonrasinda yapilan eklemeler sayesinde, FISH
goriintiileri ile H&E goriintiilerinin anahtar noktalarinin yiiksek oranda eslestigi
gozlemlenmistir. Ancak kenar ve kose eslesmesi sirasinda meydana gelen bazi
sikintilar  sebebiyle son goriintiide, bazi noktalarin eslesmedigi gorilmistiir.
Sonrasinda hazirlanan kodlarda secilen alanin goriintiilenmesi saglanarak, cakistirma
yapilmast ve yapilmamasi halindeki sonuclar sekillerde gosterilmistir ve kontrol

noktalarinin ¢cakisma oranlar1 belirtilmistir.

Gelecekte medikal alanda ve nano boyuttaki islemlerde kullanilmadan 6nce farkli
doniislim algoritmalarinin denenmesinde yarar oldugu ve gerekli arastirmalarin

yapilmasinin gerekli oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, Nano, H&E, FISH, Imge Cakistirma, SIFT,
SURF, MSER



ABSTRACT

MATCHING OF HISTOPATHOLOGY IMAGES STAINED WITH
HEMATOXYLIN-EOSIN AND FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION
WITH IMAGE REGISTRATION METHODS

Zafer SUNETCI

Master's Thesis, Department of Nanoscience and NanoEngineering, Nanoscience and
NanoEngineering Program

Advisor: Dr. Inst. Member of Nurullah CALIK
June, 2022. 112 pages.

Cancer is one of the biggest problems of our time. Many different methods are being
tried to combat this disease. Therefore, early diagnosis and determination of cancer
level are of great importance in the course of this disease. For this reason,
histopathology methods are used to examine cancerous tissues at the micro level. With
these methods, it is possible to specifically examine cancer cells. In addition, genetic
and morphological features of intracellular structures examined at the nano level can

be revealed.

It is not always possible for the pathologists to make a clear decision with the staining
processes applied individually and extra staining methods can be applied. Different
features can be revealed by staining two different tissues taken from the same place.
Instead of getting different results from two different stains, digital histopathological
methods were started to be used by overlapping and matching in order to examine
these stains together. Based on this idea, in this study, it is aimed to match digital

images painted with two different dyes with the image registration method.

High resolution hematoxylin-eosin (H&E) and fluorescent in situ hybridization (FISH)
images were taken from ARGENIT company operating within Istanbul Technical
University Technopolis to be used in the study to be carried out. In the H&E images
taken, the chemical hematoxylin shows the cell nuclei in blue-violet tones, the
intracellular cytoplasm part eosin and the area covered by the cytoplasm in pink tones.

The FISH staining method reveals the image with the fluorescence it contains. Here,



three different dye types named fluorescent 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
Fluorescein isothiocyanate (FITC) and Texas-Red (TR) were used and displayed in
different colors. Image processing techniques were used to match these images. Firstly,
preprocessing was carried out to adjust the noise and paint in the images. Afterwards,
Scale-Invariant Feature Transform (SIFT), Speed Up Robust Features (SURF) and
Maximally Stable Extremal Regions (MSER)image registration techniques were

applied. Similar points were found and compared with the three procedures applied.

In the results obtained after the comparison of the processed images, it was observed
that the key points of the FISH images and the H&E images were highly matched,
thanks to the additions made later. However, due to some problems during edge and
corner matching, it was seen that some points did not match in the final image.
Afterwards, by ensuring that the selected area is displayed in the codes which were
prepared, the results in case of registrating or not are shown in the figures and the
registration rates of the control points are indicated.

It has been observed that it is beneficial to try different transformation algorithms
before they are used in the medical field and nano-sized processes in the future and it

IS necessary to carry out necessary researches.

Keywords: Histopathology, Nano, H&E, FISH, Image Registration, SIFT, SURF,
MSER
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1. GIRIS

Gegmisten bugiine, tiim canlilarin varolusundan itibaren, her tiir canliya 6zgi
hastaliklar tiiremistir. Tiim bu hastaliklara kars1, canlilar da kendi bagisiklik sistemleri
ile gerekli cevaplar1 vermistir. Ancak bazen bagisiklik sistemleri ¢6ziimsiiz kalmis ve
bu hastaliga maruz kalan canlilar hayatlarim kaybetmistir. insanlik kendisini diger

canlilardan ayiran zekasini kullanarak buldugu ¢éziimler bu durumu kolaylagtirmistir.

Insanligin bagindan bircok farkli hastalik tipi gegmistir. Bazilarinin tedavisi bulunmus,
bazilar ise kendileri yok olmustur. O zamanki Avrupa niifusunun {igte birini yok eden
ve tarihin bilinen en biiyiik salginlarindan biri olarak bilinen veba, alinan bir dizi
temizlik Onlemleriyle yok olmus ve daha sonra yakin zamanda ise teknolojinin
gelismesiyle birlikte tedavisi bulunmustur (Gage ve Kosoy, 2005). Yakin zamanlarda
meydana gelen biiyiik salginlardan bir digeri de Ispanyol Gribi hastaligidir. Birinci
Diinya Savasi’nin sonlarina dogru ortaya ¢ikan (ki bir¢ok iddiaya gore savasin bitme
sebebi olan) hastalik, hizl1 yayilmasiyla 50 milyon kisinin 6liimiine sebep olmustur
(Trilla, Trilla ve Daer, 2008). Sonunda ise hastaliga sebep olan virlisiin mutasyon
gecirip kendiliginden zayiflamasiyla etkisini yitirmistir. Giniimizden de ornek
vermek gerekirse, bir seneden uzun siiredir ugrasilan Korona Viriis Hastalig1 2019
(Corona Virus Diseaase 2019, COVID-19) salgini, basladigindan beri yaklasik
milyonlarca insanin hayatin1 kaybetmesine sebep olmustur ve gerekli asilamalarla

artik sonuna gelinmistir.

Mikrobiyal sebeplerle ortaya ¢ikan birgok hastaligin tedavisi her ne kadar ¢cok can
almis olsa da, sonrasinda tedavileri bulunmus ve sona erdirilmistir. Ancak insanin
kendi viicudunun ortaya c¢ikardigi rahatsizliklar ig¢in heniliz net bir tedavi
gelistirilememistir. Bu hastaliklarin en basinda ise kanser gelmektedir. Kanser,
viicudumuzda bulunan herhangi bir organi veya dokuyu olusturan hiicrelerin,
kontrolsiiz olarak cogalmasi olayidir. Hiicrenin bu sekilde diizensiz ¢ogalabilmesi i¢in,
hiicre igerisinde bulunan nano-boyuttaki DNA zincirinin hasar almasi1 gerekmektedir
(Foulds, 1958). Hasar alan DNAnin, kanserli hiicrelerde kendi kendini onaramamast
sonucu da siire¢ baslamaktadir. Bu hasara sebep olabilecek bir¢ok farkli fiziksel,

kimyasal veya biyolojik etmenlerle giin igerisinde bilerek veya bilmeyerek



karsilasilabilmektedir.

Hiicre tiim canlilar1 olusturan yapi tagidir ve normal bir yagam dongiisiinde kendi
kendilerini yenileyebilmekte ve ¢ogalabilmektedir. Ancak her hiicrenin belirli bir
boliinme sinir1 bulunmaktadir (Hayflick ve Moorhead, 1961). Saglikli bir hiicre bu
sinira ulastiginda kendi kendini yok etmektedir. Ancak her hiicre bu sinira geldiginde
durmamakta ve bu sinir1 asabilmektedir. Iste bu sinir asildiginda, hiicre kontrolsiizce

cogalmakta ve biiyiik bir hiicre kitlesi(tiimor) ortaya ¢ikarak kanseri olusturmaktadir.

Uzun siiredir karsisina ¢ikan tiim hastaliklarla savasip (bazilarinda biiylik kayiplar
verse dahi) sonunda zaferle ¢ikan insanlik, gecen ylizyilda ortaya ¢ikan ve farkl tiirleri
olan bir hastalia, diger adiyla kansere, hala net ve kesin bir ¢6ziim bulamamustir. Bu
sebepten, hastaligin erken doneminde erken tan1 koymanin 6nemi artmaktadir. Cilinkii
erken tan1 sayesinde, hastalik daha fazla ilerlemeden durdurabilmekte veya erken
donemde tedavi edilebilmektedir. Bu hastaliga tan1 konulabilmesi i¢in kullanilan
birgok farkli yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerin kullanildigi alana patoloji
denmektedir. Bu yontemde hastadan farkli yontemlerle alinan pargalar
incelenmektedir. Ancak patoloji sadece kanser igin degil, bir¢ok farkli alanda tan
koymak icin kullanilmaktadir. Bu yilizden de tip diinyasinda Onemli bir yeri

bulunmaktadir.

Patoloji i¢inde kullanilan farkli yontemlerle birlikte farkli isimler almagstir.
Histopatoloji bu yontemler arasinda su anda kullanilmakta olan en yaygin patoloji
metotlarindan biridir. Bu metot sayesinde iizerinde hasar oldugu bilinen farkli doku
veya hiicre Ornekleri iizerinde kullanilan farkli boyama yontemleri ile tam
koyulabilmektedir. Ozellikle kanserli hiicrelerin tespiti i¢in kullanilan bu ydntem, daha
net sonuclar verebildigi i¢in bir¢ok farkli alanda da kullanilmaya baslamistir.
Histopatoloji kullanilan birgok farkli teknikler ile kendi igerisinde de, konvansiyonel
histokimya ve immunohistokimya (IHK) gibi farkli alanlara ayrilmaktadir.
Konvansiyonel histokimya, histopatoloji icerisinde en ¢ok kullanilan ydntemlerden
biridir. Bu yontem igerisinde birgok farkli teknik yer alsa da H&E boyama, en 6nemli
teknigi olarak one ¢ikmaktadir. Bu yoOntemde hiicre igerisindeki sitoplazma ve
cekirdegi ayri olarak farkli renklerde gdrmek amaglanmaktadir(Chan, 2014). IHK

yonteminde ise adindan da anlasilabilecegi gibi viicudun kendi immiin (bagisiklik)



sisteminin verdigi tepkilerin kullanildig1 yontemlerdir. Igerisinde Ki67 ve p16 gibi
hiicre ¢ogalmasinda yer alan antijenler kullanilarak, antijen-antikor eslesmesi teknigi
ile boyama yapilmaktadir (Ramos-Vara ve Miller, 2014). Ayrica bu yoOntemin
igerisinde, genetik materyallerin de kullanilmasiyla FISH teknigi ortaya ¢ikmistir. Bu
teknikte canli doku 6rnegi lizerinde floresan boyama teknikleri kullanilarak DNA veya

RNA pargaciklari boyanmakta ve sonug alinmaktadir.

Histopatoloji veya genel anlamda patoloji kullanilarak tani koyulabilmesi igin,
hastaligin bulundugu dokudan 6rnek alinarak bir uzman tarafindan inceleme yapilmasi
gereklidir. Bu inceleme islemleri patologlar tarafindan yapilarak tan1 koyulmaktadir.
Ancak gelisen teknoloji sayesinde ve insan hatasinin sifira indirgenebilmesi istemiyle,
bu islemler i¢in farkli yapay zeka (Artificial Intelligence, Al) teknikleri ortaya
cikmistir (Niazi, Parwani ve Gurcan, 2019). Kullanilan bu farkli AI teknikleri
sayesinde dijital histopatoloji alani ortaya ¢ikarmistir. Al alaninda kullanilan birgok
teknik dijital histopatoloji alanina dahil edilerek bu alanda kullanilir hale getirilmigtir
ve erken tani koyma, tedavi siirecini takip etme veya tedavi yontemi gelistirme gibi
farkl alanlarda patologlarin yardimcisi olmustur. Bu sayede de, teknik tani siirecinde

kritik bir rol oynamaktadir.

1.1. Literatiir Ozeti
Histopatolojinin tarithte yapilan ilk uygulamast 1887 yilinda Rudolf Virchow
tarafindan, girtlak kanseri olan Alman Imparatoru 3. Wilhelm’e uygulanmistir.
Uygulanan biyopsiden alinan ilk {i¢ parga, “pachydermia verrucosa laryngis” veya iyi
huylu lezyon olarak teshis edilmistir. Ancak sonrasinda hastanin 6liimiine yakin
zamanda, Oksiiriik sirasinda kopan son parga incelenmis ve kanser olarak tespit
edilmistir. Bu incelemeler mikroskopla yapilan ilk histopatolojik uygulama olarak

adlandirilmaktadir (Cardesa ve digerleri, 2011).

(Awan ve Rajpoot, 2018) ¢alismasinda, sabit ve hareketli goriintiilerin sahip oldugu
benzerlik noktalarmin  degerlendirilmesi  sirasinda  Evrisimli ~ Sinir  Aglar
(Convolutional Neural Network, CNN) derin 6grenme yontemiyle otomatik
kodlayicilar kullanilarak histoloji goriintiilerinin ¢akistirilmasi saglanmaktadir. Sonug
olarak yogunluk bazli ¢akistirma islemlerinde dogruluk orani yiiksek ¢ikartilmis ve

parga parg¢a alinan tiim goriintiiniin otomatik kodlayicilar sayesinde hesaplama



stiresinde ciddi bir zaman kazanci oldugu gozlemlenmistir.

Rohé vd. yaptigi yayinda, CNN tabanli yeni bir egitimli derin 6grenme yontemi
gelistirilerek goriintii gakistirma islemlerinde meydana gelen sadece belli bir noktadaki
yerel noktalara bakmak yerine, kiiresel 6zelliklerine de odaklanarak kayan pencere
¢Oziimii ile farkli bir ¢6ziim gelistirilmistir. Bu sekilde yapilan islemlerde daha hizli
sonu¢ alinmaktadir ve bu islemler li¢ boyutlu goriintiilerin isleminde de ¢ok hizli bir

sekilde gerceklesmektedir (Rohé, Datar, Heimann, Sermesant ve Pennec, 2017).

Haring vd. tarafindan yapilan, nano ve goriintii ¢akistirma iligkili aragtirmada, elektron
mikroskobu ve floresan mikroskobu goriintiilerinin, katodoliiminesans isaretgileri ile
yiiksek dogruluk oraninda (yani 5 nanometrenin altinda) 1s1k veya elektron goriintii
bindirmesi yapilarak ¢akistirilmasidir. Bu islem sonucunda, goriintii bozulmalarinin
diizeldigi, referans isaretlerinin yerlestirilmesine gerek kalmadigi ve molekiiler
diizeyde goriintii iliskilendirilmesi yapilabildigi gozlemlenmistir (Haring ve digerleri,

2017).

(Chang ve digerleri, 2017) arastirmasinda, pankreas kanseri i¢eren hiicreler ile normal
hiicreleri H&E ve immiinofloresan boya yontemleri ile derin 6grenme tabanl ¢ekirdek
siniflandirma yontemi kullanilarak bir veri seti olusturulmakta ve egitilmektedir. Bu
yontem sonucunda, histolojik degerlendirme gelistirilerek DNA veya RNA tabanli ve
patolojik arastirmalar ile yapilan tiimor tahminleri arasindaki sonu¢ karmasasini

diizeltilebilmektedir.

Cetin vd. tarafindan yapilan histopatoloji goriintiilerinin incelenmesini igeren yakin
zamanli arastirmada, bolgesel afin doniistimii ve kat1 olmayan doniisiim ile denetimsiz
(unsupervised) derin 6grenmede ¢oklu biiyiitme yapisi kullanilmigtir. Derin 6grenme
yontemi ile veri setleri egitilmis ve karsilastirilmas: yapilarak cakistirllmistir. Bu
arastirma sayesinde, doku icerisindeki ayrintilar daha rahat hizalanmis ve hiicre
¢ekirdegi igerisindeki goriintii kaymalarimi tespit edebilmistir (Cetin ve digerleri,
2022).

H&E boyasinin farkli boyalara doniisimii agiklayan (de Haan ve digerleri, 2021)
tarafindan yakin zamanda yapilan arastirmada, farkli hastalardan alinan 6rneklerle
incelenen neoplastik olmayan bir bobrek rahatsizhigi, H&E ve farkli boya tipleri

(Masson's Trichrome, periyodik asit-Schiff ve Jones giimiis boyasi) ile patologlar



tarafindan boyandiktan sonra denetimli bir derin 6grenme teknigi (CycleGan)
kullanilarak dontstliriilmiistiir. Cikan sonuglarda, cakistirilan goriintiilerin  ve
kullanilan farkli boyalarin, boya doniisiimiiniin hizlica yapilmasi ile birlikte
patologlarin beklemeden, farkli doku bilesenlerinin goériintiillenmesini ve bu sayede

coklu bobrek rahatsizliklarinin teshisini kolaylastirdigi gézlemlenmistir.

Tlimor teshisi icin H&E boyasinda derin 6grenmenin kullaniminin Rana vd, tarafindan
incelendigi arastirmada, prostat kanseri tespiti amaciyla boyanmamis biyopsi parcalari
ve H&E ile boyanan ¢ekirdek biyopsi goriintiileri, kosullu tiretken ¢ekigmeli sinir
aglar1 (Conditional generative adversarial neural networks, cGANs) derin 6grenme
yontemi ile egitilmistir. Sonrasinda boyanmamis parcalar sanal ortamda boyanarak
karsilastirilmistir. Bu arastirmada varilan sonug, yapay sekilde boyanmis goriintiiler
ile H&E boya lekeli goriintiilerine yiiksek benzerlik orani géstermistir (Rana ve
digerleri, 2020).

(Akila, Samarabandu, Knoll, Khan ve Rogan, 2010) arastirmasi ile FISH probunun
hiicre igerisindeki yerinin tespitinin ortaya koyulmasi amaglanan calismada, DAPI
boyali kromozom goriintiileri ve karyotip analizi i¢in Geimsa boyali gorintiiler
karsilikli olarak kullanilmistir. FISH problarinin kromozom analizinde merkez
dizilimin dogru bir sekilde ayarlanmasi i¢in Gradyan Vektor Akisi (Gradient Vector
Flow) aktif hatti ile Ayrik Egri Gelisimi (Discrete Curve Evolution) bazli iskelet
kisaltilmas1 (skeleton pruning) ve morfolojik inceltme adli iki yontem birlikte
kullanilarak hibrit bir algoritma elde edilmistir. Sonug¢ olarak, kromozomlarin
merkezdeki yerine gore basarili bir sekilde saptama ve diizenleme yapildigi

gozlemlenmistir.

Boyama islemlerini farkli teknikler ile gelistirmek amaciyla He vd. tarafindan yakin
zamanda yapilan arastirmada, CNN tabanli alt1 farkli derin 6grenme algoritmasi
uygulanarak, FISH ve Nano Olgekli Ikincil Iyon Kiitle Spektrometrisi (Nanoscale
Secondary Ion Mass Spectrometry, nanoSIMS) boyalarmin birlikte incelenmesi
amaglayan goriintii ¢akistirma islemi yapilmistir. Sonucunda, o6zellik tabanli kati
olmayan ince plaka serit (thin-plate spline) yontemi, eski 6zellik tabanli goriintii
cakistirma islemlerinden daha iyi performans gostermistir (He, Meile ve Bhandarkar,
2022).



Beyin ve omurgada olusabilecek tiimorleri i¢in medikal goriintiileme ve derin 6grenme
kullanilan ve yakin zamanda yapilan (Akkus ve digerleri, 2016) ¢alismasinda, cerrahi
islem gerektirmeden ¢oklu 6lgekli CNN derin 6grenme yontemleri kullanilarak, diisiik
dereceli gliomlarin 1p/19q kromozom kollarinin  durumlarmin anlasilmasi
amaglanmistir. Elde edilen sonuglarda, beynin T1 ve T2 goriintiilerine bakilarak,

kromozomlarin durumlarmin yiiksek oranda dogruluk sagladigi gézlemlenmistir.

1.2. Tezin Amaci
Kanser gilinlimiiziin en Onemli hastaliklarindan biridir. Bu hastalifin ¢6ziime
kavusabilmesi i¢in birgok ¢alisma gerceklestirilmektedir. Ancak hastaligin su an i¢in
farkli sekillerde ¢O0ziimii olsa dahi, biiyilk c¢ogunlukla net bir ¢oziimi
bulunmamaktadir. Bu sebepten 6tiirii, hastalikta erken teshis dnem kazanmaktadir.
Burada da, hastaligin hiicre seviyesinde mikro incelemeler yapilabilmesi igin,
histopatolojik biyokimyasal boyalar kullanilmaktadir. Ayrica nano seviyede, floresan

kaynakli boyama teknikleriyle beraber de gozlemlenebilmektedir

Farkli patolojik tekniklerle alinan ve parga parca goriintiilenen doku kesitleri, farkli
boyalar ile birlikte degisik renkler ortaya ¢ikarmaktadir. H&E Orneginde, ¢ekirdege
odaklanan bir yap1 sebebiyle sitoplazma pembemsi hiicre c¢ekirdegi ise mavi-mor
aralikli bir yapiya sahip goriintiilenmektedir. FISH goriintiisiinde ise bu durum,
kullanilan floresanin da etkisiyle birlikte boyayi tutan hiicreler mavimsi, arka plani ise
siyah gorlinmektedir ve burada genetik kodlarin mikro seviyede incelenmesi
amaglanmaktadir. Farkli islemlerin arka arkaya beraber incelenebilmesi patologlar
acisindan birgok zorluk icermektedir. Her iki bolgenin de cakistirilmis sekilde arka

arkaya incelenebilmesi, ancak dijital histopatoloji yontemleri ile miimkiindiir.

Dijital histopatoloji ile birlikte, islemler bilgisayar iizerinden sayisal islemler ile
birlikte gorintiilenebilmektedir. Bu yontemler ile yapilan bilgisayar destekli
goriintiilemeler ve iyilestirmeler sayesinde hastaliklara tani1 koyulmasina ve tedavi
yonteminin belirlenmesine yardimec1 olmaktadir. Buradan hareketle, yiiksek
¢cOziiniirliiklii ile birlikte aliman mikro boyuttaki hiicresel goriintiiler ilizerinde
kullanilan algoritmalar sayesinde imge ¢akistirma islemlerinin yapilmasi ve bu sayede
patologlarin ilgi alanini tespit etme siirelerinin azaltilmas1 amaglanmaktadir. Doktorlar

da bu sayede, tedavi yontemlerinin belirlenebilmesi amaciyla daha objektif kararlar



alabileceklerdir. Ek olarak, nano boyuttaki nesnelerin bu algoritmalar sayesinde

incelenebilmesi kolaylasmas1 dngoriilmektedir.

1.3. Hipotez
Hastalardan alinan H&E ve FISH boyama yontemlerini igeren farkli doku 6rnekleri
parca parca alinmaktadir. Sonrasinda bu goriintiiler dijital inceleme yapilabilmesi i¢in
bilgisayara aktarilmaktadir. Elde edilmis bu goriintiiler, MATLAB® iizerinden teker
teker incelenmektedir.

Uzerinde ¢aligma yapilabilmesi amaciyla alinan Istanbul Teknik Universitesi
biinyesinde faaliyet gdsteren ARGENIT firmasindan temin edilen yiiksek
¢ozintrlikli (6rn. 4700x7500) H&E ve FISH goriintiisii tizerinden olusturulmus veri
seti kullanilmaktadir. Bu goriintiilerin sahip oldugu biiyiiklik her ne kadar bazi
kolayliklar icerse de, incelenmesi bakimindan cok zor bir islemdir. Ozellikle bir
dokunun H&E iizerinden incelenmesi istenen bir alanmin, FISH yontemindeki
karsiliginin bulunmasi hem oldukga zor, hem de zaman kaybi olmaktadir. Ancak bu
islemler, dijital ortamda imge cakistirma yontemleriyle hizlica yapilmaktadir. Bu
sayede ve patologlarin daha iglem yapabilmesi ve doktorlarin daha hizli tedavi yontemi

belirlemesi mimkiin olmaktadir.

Bu asamada, belirlenmis imge c¢akistirma yontemleri igerisinde yogun olarak
kullanilan yontemler ise Olgek Degismez Ozellik Déniisiimii (Scale Invariant Feature
Transform, SIFT) ve Hizlandirilmis Kararli Ozellikler (Speeded Up Robust Features,
SURF) islemleridir (Tareen ve Saleem, 2018). Bu algoritmalar ile iki farkli
gorlintiinlin ~ anahtar noktalar1 bulunarak, iki imgenin kesisme noktalar
ayarlanmaktadir. Bu noktalar goriintii icerisindeki afin noktasin1 bularak, doniisiim
matrisi ile donme (rotation), oteleme (translation) ve kayma islemi (shearing) gibi

sorunlar ¢6ziilebilmesini saglamaktadir.

Tez kapsaminda H&E goriintiisii referans alinarak, FISH goriintlisii ile imge
cakistirma yontemleri ile sorgulanacaktir. Ozellikle kenar bélgelerinin icerdigi teknik
sikintilar sebebiyle, belirlenmesi gereken ana matrisler bu kisimlardan elde edilmeye

caligilacaktir.



2. YONTEM

Histopatoloji dokularin, organlarin ve hiicrelerin {izerinde gergeklesen bazi
degisikliklerin tespiti i¢in kullanilan mikroskobik yontemdir. Bu yontem sayesinde,
hastaliklarin kesin teshisi saglanmaktadir. Bu yontemlerde, oncelikle hastadan doku
alinmakta ve incelenebilmesi igin farkli pargalara bolinmektedir. Diger asamada
alman doku parcalar1 farkli kimyasal boyalar ile boyanip incelenmektedir. Baslica
kullanilan {i¢ temel yontem sunlardir: konvansiyonel histokimya, immunohistokimya

ve molekiiler histokimya.

2.1. Histopatolojide Sayisal Goriintiileme ve Boyama Teknikleri

2.1.1. Konvansiyonel Histokimya
Konvansiyonel histokimya yontemi diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
boyama yonteminde kullanilan en 6nemli teknik ise H&E boyama yontemidir. Bu
yontemle yapilan boyamada, hematoksilin sahip oldugu hiicre ¢ekirdeklerini mavi-
mor tonlarina, eozin ise sitoplazmay1 veya hiicre ¢ekirdegi disindaki alan1 pembe
tonlarina boyamaktadir (Zhao ve digerleri, 2020). Bu boyama yonteminde yalnizca
hiicrelerin, dokularin ve doku bloklarinin sekilleri gibi temel morfolojik bilgiler
incelenmektedir. Hiicre igerisinde bulunan farkli materyallerin konumu da farkli
sonuclarin elde edilmesinde 6nemli yer tutmaktadir. Hiicre ¢ogalmasinda yer alan
kromatinlerden olan heterokromatinin, hematoksilen boyasinin yaptig: etkiyle farkl
orneklerde meydana getirdigi birikme oraniyla farkli kanser tiplerini ortaya
¢ikarabilmektedir. Ek olarak protein sentezi yapildigi sirada mesajct RNA (MRNA) ile
birden ¢ok ribozomun baglanarak bir araya getirdigi poliribozomun (polizom) fazla
oldugu durumlarda sitoplazmay1 sanilanin aksine mavi renge doniistiirebilmektedir

(Fischer, ve digerleri, 2008).

H&E, boyama isleminin kolayli§i ve sadeligi, diisiik maliyeti, ¢ok teknik bilgi
gerektirmemesi, bircok farkli yontem ile birlikte kullanilabilmesi ve kanser gibi
onemli bir hastaligin tespitinde getirdigi kolayliklar sayesinde hala birincil tan1 tespit
teknigi olarak kullanilmaktadir (Nacar ve Nacar, 2017). Tiim bu kolayliklara ragmen

H&E, boyanmis pargalarda daha kiiciik olan antijen (protein) igeren molekiiler bilgiler



gbzlemcilerin, algoritmalari analiz etmesini ve degerlendirmesini zorlastirir. Bunun
sebeple, pargalardan molekiiler bilgi elde etmek i¢in, klinik uygulamalarda genellikle

[HK boyama yéntemleri kullanilmaktadir.

2.1.2. Immunohistokimya
Immunohistokimya, bagisiklik sisteminin tepkileri sonucunda ortaya cikan iiriinleri
inceleyen boyama yontemidir. Bagigiklik sistemi viicuda giren antijenlere kars1 antikor
tiretmektedir. Organizmada yabanci olarak algilanan antijenlerin dokulardaki
yerlesimi, bu antijenlere baglanan antikorlarin yardimiyla saptanmaktadir. Antikorlar
antijenlere baglandiklarinda bagisiklik icin bazi kompleksler olusturmaktadirlar
(Montero, 2003). Burada devreye, bu antijenler igin antikor olarak kullanilan boyalar
(p16, Ki67 vb.) devreye girmektedir. Bu boya tipleri sonuglari goriintiilemek i¢in daha

sonra patologlar tarafindan 6zel mikroskoplarla incelenmektedir.

Ki67 veya MKI67 (Proliferasyon Marker Ki-67) proteini 6zelikle tani i¢in seg¢ilen bir
boyama tiirii olup, 6zellikle bazi kanser tiirlerinde asir1 ¢ogalan kotli huylu kanser
hiicrelerini tanimada kullanilmaktadir. Ayrica bu protein, bazen ¢ogalmanin iyi bir
gostergesi olarak kabul edilen ve doktorlarin kanser hastalarinin sonucunu tahminini
veya hastalarinin iyilesme sansini belirlemelerine yardime olan bir kanser antijenidir

(Ben-Izhak ve digerleri, 2002).

[HK’de Ki67 ile yapilan boyamalarda, cikan sonucun proliferatif (cogalma)
fraksiyonu gosterdigi goriilmiis ve bu sayede H&E ile birlikte Sekil 1°de sunularak
gosterildigi gibi birgok sistem tiimérlerinde (meme, akciger, bobrek ve prostat kanseri)
yiiksek Ki67 orani, pozitif tan1 koyma faktorii olarak gosterilmistir (Martino ve
digerleri, 2020). Ciinkii Ki67 antijeninin ilk olarak interfaz evresinde sadece ¢ekirdek
icerisinde duragan sekilde goriilmesiyle birlikte, hiicre ¢ogalmasi sirasinda aktif hiicre
boliinmesinin yapildigi fazlarda (Gi, S, G2 ve mitoz) ortaya ¢ikmasi ve hiicre
boliinmesinin olmadig1 toparlanma asamasinda (Go) bulunmamasi, onu net goriiniir bir
isaretleyici olarak kullanilmasinda 6nemli bir antijen olarak 6ne ¢ikarmistir (Scholzen

ve Gerdes, 2000).
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Sekil 1. H&E ve Ki67 ile boyanmis kanserli bir doku. a) H&E; b) Ki67. Kirmiz1 ve yesil
kareler sirasiyla, pozitif ve negatif sonuclu hiicreleri belirtmektedir (Martino ve digerleri,

2020)

Ki67 gibi p16 antijeni de, IHK’de kullanilmakta olan diger bir isaretleyici proteindir.
Bu antijen interfaz asamasinda Gi’den S bolimiine kadar yer alan bir diizenleyici
proteindir. Ancak buradaki goérevi, hiicre ¢ogalmasindaki herhangi bir gereksiz
¢ogalmay1 baskilamaktir (Liggett ve Sidransky, 1998). Bu sebepten dolayi tiimor
baskilayici bu antijenin miktarindaki degisim, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, tibbi

olarak kanser olarak adlandirilabilmektedir.

Hiicre dongiisiine bagli protein kinaz inhibitorii (cyclin-dependent kinase inhibitor,
CDKN) olarak da bilinen p16 proteini, her ne kadar kanser goriintiilemesinde etkili
olsa da, tan1 koyma sirasinda yeteri kadar etkili olamamaktadir. Bu sebepten dolayi,
ozellikle rahim agzi kanseri gibi kanser tiplerinde meydana gelen bazi degisikliklerin
tespitinde, Ki67 gibi isaretleyiciler ile beraber kullanilmaktadir. Ciinkii Ki67 antijeni
p16 antijeninden farkli olarak, hiicre ¢cogalmasinin Go evresinde de bulunarak taniyi
kolaylastirabilmektedir (Shi, ve digerleri, 2019). Ancak bu iki antijenin birlikte

kullanilmasi lizerinde hala arastirmalar yapilmaktadir.
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Sekil 2. Skuaméz hiicreli karsinom tipi rahim agz1 kanseri 6rneginin p16 ve Ki67 ile

gosterilmesi. a) p16 proteini; b) Ki67 (Shi ve digerleri, 2019)

2.1.3. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)
In situ hibridizasyon (ISH) yontemleri, ¢cok uzun yillardir tan1 koyma islemlerinde
kullanilmaktadir. Bir canlidan alinan dokunun bir boliimiine veya yeterince kiigiik bir
canliysa, direkt olarak hiicre kesitleri tizerinden kromozomal yapiy1 bozmadan yapilan
bir islemdir (Langdale, 1994). Tek veya cift iplikli, DNA veya RNA iplikleri
tizerinden niikleik asitleri kullanilarak yapilmaktadir. Bir canlinin hiicresinde meydana
gelen nano boyuttaki degisimleri inceleyerek, genetik bozukluklari saptamaktadir.
Incelenecek olan doku pargalari veya hiicre pargalari i¢in aranan proteine, DNA’ya
veya RNA'ya baglanan pargada genelde floresan veya radyoaktif olarak isaretli bir
prob kullanilmaktadir (Wilcox, 1993). Kullanilan prob antijen, antikor veya
tamamlayict DNA veya RNA pargas1 olabilmektedir. Bu parga hibridizasyon yontemi
uygulandiktan sonra hedef noktaya baglanarak DNA dizilimindeki degisimi goérmeyi
amaclamaktadir. In situ gibi canli dokunun iizerinde yapilan islemler i¢in zamanla
farkli isaretleme yontemleri gelistirilmistir. Canli bir bakteri, viriis gibi farkli
organizmalar tarafindan enfekte oldugunda bu dokunun incelenebilmesi laboratuvar
sartlarinda pek miimkiin degildir. Ancak ISH yontemi sayesinde, eklenen farkli
etiketleme islemleriyle birlikte enfekte olan doku rahat¢a in situ sartlar altinda

incelenebilmektedir.

ISH siireci boyunca i¢inde meydana gelen en énemli asamalardan biri hibridizasyon

islemidir. Oyle ki, bu ydntem igerisinde meydana gelen degisiklikler zamanla
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icerisinde prob olarak kullanilan niikleik asitlerin kullanildig1 yapitaslarini, boyutlarini
ve yapisal kullanim tiplerini degistirmistir. Bu siire¢ sirasinda oncelikle niikleik asit
hibridize edilmektedir. Ik asamada denenmis olan, DNA icerisindeki niikleik asitlerin

hibridizasyonudur.

In situ islemlerinde hibridizasyon asamasi igerisinde dnceleri radyoaktif isaretleyiciler
kullanilmaktaydi. ISH islemi ilk olarak Gall ve Pardue tarafindan, 60’11 yillarin sonuna
dogru H? radyoaktif maddesi kullanilarak gergeklestirilmistir (Pardue ve Gall, 1969).
Yapilan arastirmalar ve ortaya ¢ikan bazi gelismeler sonrasi ise yapilan aragtirmalarla
bu yontemin getirdigi radyoaktif etkiler ve ortaya ¢ikardigi saglik sorunlari sebebiyle
kullanim1 azaltilmistir. Ancak teknolojik gelismelerin etkisiyle birlikte ortaya ¢ikan
yeniliklerle, farkli boyama yontemleri aragtirilmigtir. Bu siirecte radyoaktif ve
radyoaktif olmayan maddelerle karsilikli yapilan arastirmalarda radyoaktivite
icermeyen boyama islemlerinin daha etkili oldugu gézlemlenmistir (RUDKIN ve
STOLLAR, 1977). Ozellikle teknolojinin gelismesiyle kullanimi saglanan floresan ile
isaretleme yontemi sayesinde, yontemin kullanimi artis gostermistir. Daha Onceleri
floresan iceren baska yontemler kullanilsa da, en 6nemli gelisme 1980°lerin basinda
yapilan bir deneyde, Sekil 3’te gosterildigi gibi hibridizasyon ile birlikte florokrom
isaretleyicileri ve biotin-avidin kombinasyonu bir araya getirilmis ve olusan problar
ile antikor kullanilmadan floresan ile in situ yontemi kullanilmaya baslanmistir
(Langer-Safer, Levine ve Ward, 1982). Bu isleme daha sonradan basina floresan 6n

eki getirilerek “Floresan In Situ Hibridizasyon” ad1 verilmistir.

Sekil 3. Elde edilen kromozomdaki 84F bandina eslenen arjinin ve asparajin proteinlerinin
tastyic1-RNA'larin1 kodlayan 18 kilobaz ¢ifti boyutunda bir parga ile hibridizasyon islemi
sonrasi elde edilen floresan sinyali (Langer-Safer ve digerleri, 1982)
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FISH yontemi, herhangi bir hiicredeki DNA veya RNA molekiillerinin i¢indeki istenen
kromozomal hedeflerin floresan problar araciligiyla kullanilmasi sonucu olusan
genetik boyama teknigidir. Bu yontem, icerisindeki hiicresel veya kromozomal mikro
veya nano boyuttaki bozulmalar1 daha iyi anlayabilmek ig¢in hiicrenin ¢ogalma
mekanizmasinin iginde gerceklesen belli asamalarda kullanilmaktadir. Bu asamalar,
hiicrenin boliinme siirecinde farkli gérevler yerine getirdikleri i¢in, degisik tan1 koyma
islemleri gerektirebilmektedirler. Ancak FISH burada gosterdigi ¢ok yonliiligi ile
ayrilmaktadir. Orneklemek gerekirse FISH, hem hiicre interfaz evresindeyken
boliinme islemi gerceklestirmeden, duragan bir sekilde hiicresel islemlere devam edip
kromozomlarin diizenlenmesinde de kullanilmakta, hem de bdliinmenin ikinci
asamasinda hiicre boliinmeye basladigi sirada metafaz asamasinda meydana gelen,
kromozomlarin kopup bulunmasi gerektikleri yere gitmemesi sonucu olusan

anomaliler (delesyon) olusurken de kullanilmaktadir (Trask, 1991).

FISH yonteminde, niikleik asitlerin eslestirilmesine bagli olarak sonug alinmaktadir ve
herhangi bir canlinin DNA veya RNA’sinda meydana gelen kromozomal degisikligin
tespiti i¢in niikleik asitler, prob olarak kullanilmaktadir (Guo, Ju ve Turro, 2012).
Problar, hibridizasyon islemi sirasinda kullanilan DNA veya RNA parcaciklaridir.
Islem sirasinda kullanilan niikleotid dizisindeki bu DNA veya RNA pargalar1 (problar)
ile hedeflenen zincir ile eslesmektedir. Kullanilan problarin boyanmasi igin gerekli
olan bir¢cok farkli kimyasal madde bulunmaktadir. Bu kimyasallar, hiicre yapisina
herhangi bir etki gostermeden sadece hedef kromozoma etki gdstermekte ve ana etken
maddesi olan floresanin etki siiresi boyunca yaptigi 1s1ma sayesinde goriintiiniin elde
edilmesini saglamaktadir (Nederlof ve digerleri, 1990). Ayrica, tam1 asamasinda
kullanilan diger yontemler baz alindiginda, iki nokta arasinda ayrim yapabilme giicii
acisindan daha iyi sonuglar vermesi ve farkli genetik mutasyonlar1 (mozaisizm gibi)
daha etkili bir sekilde tespit edebilmesi agisindan 6ne ¢ikan bir tan1 koyma yontemi

olarak goriilmektedir (Durak, 2000).

FISH protokoliinde boyama islemi i¢in niikleik asitler kullanilmaktadir. Cekirdek
igerisindeki niikleik asitlerin prob olarak hazirlanmasi sirasinda, hangi RNA veya
DNA mikro-nano molekiillerinin boyanacaginin bakilmasi disinda 6nemli olan bir¢ok
unsur bulunmaktadir. Hatta bu unsurlar, prosediirlere gore farkli isimler verilmesini

saglamistir. DNA tek iplikli (single-stranded, ssDNA) veya cift iplikli (double-
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stranded, dsDNA) ve RNA da (single-stranded, ssSRNA) veya cift iplikli (double-
stranded, dsRNA) olabilirler ancak, dsRNA iplikli niikleik asitler prob olarak
kullanilmamaktadir. Problarin hazirlandig1 siire boyunca niikleik asitler; SSDNA,
dsDNA, ssRNA ve oligoniikleotitler olarak smiflandirilmaktadirlar (Wetmur ve
Fresco, 1991). DNA problari genellikle kromozomal FISH prosediirlerinde viriis
kaynakli sonuglar1 almada; ssRNA problari ve oligoniikleotitler ise mRNA ig¢in

yapilan islemlerde kullanilmaktadir.

DNA problari, belirlenmis bir gen veya kromozom i¢in gerekli niikleotitlerden olusan
bir DNA pargasidir. DNA igerisinde kullanilan floresan problar, bir¢ok farkli alanda
DNA igerisindeki degisiklikleri tespit veya goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Problarin baglanmasi sirasinda olusan yapisal ve nanomekanik etkiler baz1 biyolojik
etkiler ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica DNA problart kullanilirken, daha 6nceden
belirlenen hedefleri tespit edebilmek icin FISH eylemi sirasinda hibridizasyon islemi

uygulanmaktadir.

RNA problan i¢in bakildiginda, hiicre i¢i ¢ekirdege ve igerisindeki cekirdekcige
odaklanmak gerekmektedir. RNA hiicre boliinmesinde 6nemli bir rol almakta ve
ozellikle cekirdek kisminda etkili olmaktadir. Ciinkii ¢ekirdek igerisindeki RNA
molekiilleri, c¢ogunlukla ¢ekirdek¢ik boliimiinde bulunmaktadir. Bu ¢ekirdekeik
parcasinin i¢inde, hiicre ¢ogalmasi farkli agsamalarda gecen ribozomal RNA (rRNA)
parcalar1 sentezlenmekte ve bir araya getirilmektedir (Li ve digerleri, 2006). Ayrica
RNA hiicre igerisinde fiziksel tasima, genetik bilginin yorumlanmasi, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi ve bazi temel biyo-Katalitik roller gibi bir¢ok farkli
rollere sahip oldugu gozlemlenmistir (Lu ve digerleri, 2015). Bu acidan 6nemine
bakildiginda RNA problari, hiicre ¢ogalmasi igerisinde interfaz ve metafaz gibi farkli
asamalarda genetiksel degisimler, c¢ekirdeke¢ik igindeki degisimleri tespit etme gibi

farkl: hiicresel olaylarda kullanilabilmektedir.

Oligoniikleotit problar genetik arastirmalar sirasinda sikca kullanilan, kisa DNA veya
RNA molekiillerine sahip, tek iplikli niikleik asit parcaciklaridir. Az miktarda
niikleotit birlesimiyle bir araya gelmektedirler. Ayrica sahip olduklar: yiiksek 6zgiilliik
(specifity) ve benzesme (affinity) oranlari, sayesinde niikleik asitler, proteinler ve

diger kiigiik molekiiller i¢in ayarlanabilir olmalar1 ve ek olarak kiigiik boyutlarda
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olmalar1 sebebiyle FISH yontemi i¢in ¢ok kullanigli problar olarak goriilmektedirler.
Kendi i¢lerinde tamamlayici baz ¢iftlerinin olusumuna dayanan hibridizasyon problari
ve niikleik asit olmayan analitlerin segici olarak taninmasindan yararlanan aptamer
problari seklinde ikiye ayrilmaktadirlar ve bu durum Sekil 4’te floresan igerikli niikleik

asit bazli probda gosterilmistir (Juskowiak, 2011).

Niikleik olmayan asit hedef
Niikleik asit hedef ]
analiz maddes: maddess
Niikleik asit-bazli
floresan probu
I-hbr1d1zasy on probu

Aptamer probu

Sekil 4. Bir niikleik asit hedefi ile hibridizasyon veya niikleik asit olmayan bir hedef ile
benzesme (affinity) etkilesimleri, bir niikleik asit bazli floresan probun floresan

ozelliklerinde degisiklikler olusturur (Juskowiak, 2011)

Problarin kullaniminda bir diger etken de problarin boyutudur. Uzun boyuttaki problar
sayesinde, genellikle in situ melezleme isleminde en yiiksek oran ortaya ¢ikmaktadir.
Ancak FISH isleminde, kisa boyuttaki problarin kullanimi daha uygun goriilmektedir.
Ciinkii problarin hiicre veya kromozom igerisine gecerken yogun matriksten gegmesi
ve hedef niikleik aside ulagsmasi gerekmektedir ve yaydigi sinyallerin de uzun problara
gore daha belirgin oldugu gortilmistiir. Bu durum, Visna viriisti ve farkli kimyasal
kombinasyonlari ile birlikte yapilmig bir deneyde Sekil 5° te gosterildigi gibi, prob
boylarinin etkisi gorilmektedir (Moench, ve digerleri, 1985). Ayrica uzun problar,
hibridizasyon islemi sirasinda daha az netlik igererek sonuglanmaktadir. Bu sebepten
dolay1r da kisa problar hedef niikleotidin tamamlanmasinda daha etkilidir. Ancak her
ne kadar kisa problar daha etkili olsalar bile, gereginden daha kisa olurlarsa,
gonderdikleri sinyallerin (yaptigi yansimalar) ¢ok diisiik olmasi sebebiyle,

isaretlemede karisikliga yol acabilmektedirler.
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Sekil 5. Cesitli fiksatif kimyasallarla sabitlenen ve farkli boyutta DNA problari ile hibridize
edilen Visna viriisii ile enfekte koyun koroid pleksus hiicrelerinin kopyalanmis sitosantrifiij
preparasyonu (kii¢iik prob 70 baz, orta prob 140 baz ve uzun prob 350 baz) (Moench ve
digerleri, 1985)

FISH tek tip boya kullanmadan, temel maddesi floresan olan bir¢ok farkli prob
tipleriyle kullanilmaktadir. Bu problar, farkli kromozomlarda farkli sekillerde
kullanilabilmekte ve farkli renkler ortaya ¢ikabilmektedir. Hatta belirlenen
kromozomlar1 ve baglant1 yerlerini daha net goérmek amaci ile bazi problar
karigtirilarak  beraber kullanilabilmektedir. Ancak bu islem her probla
uygulanamamaktadir. Cilinkii bazi problar, goriilmemesi gereken yerleri de boyamakta
ve yanlis sonuglara neden olabilmektedir. Bu sebepten ¢esitli FISH boyama tipleri,
farkli alanlarda 6zel durumlari nitelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu boyama ¢esitliligi
icerisinde etki ettigi alana veya yapilis sekline gore farkli adlandirilmiglardir. Asagida
gosterilen Tablo 1°de, bu durum bircok farkli FISH boyama tipi ve kullanim
amaglartyla birlikte listelenmistir (Ratan ve digerleri, 2017). Burada 23 yontemin 8

tanesi verilmis olup, detayli tablo Ek-1’de sunulmustur.
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Tablo 1. FISH Boyama Tipleri Ve Kullanim Amaglar1 (Ratan ve digerleri, 2017)

Numara FISH Tipleri

Kullanim amaglari

Alpha (1cen), classical (klasik)
(1912) ve midi (1p36.3) kromozom
1 uydular ile FISH (ACM-FISH)

Sperm  hiicrelerinde meydana gelen
kromozomlardaki yapisal ve sayisal
saptanmasi

ArmFISH

M-FISH 42 renk iceren varyanti olan
boyama, kromozomdaki uzun kollardaki (p

ve q kollar1) degisimler

Katalize edilmis iletici birikimi ile
FISH (Catalyzed
deposition FISH) (CARD-FISH)

reporter

Peroksinaz kullanilarak yapilan islemlerde
etrafinda ¢ogalan parcaciklarin sinyal ile

tespit edilmesi

FISH

hiicresel bolinme analizi (Cellular

ile temporal aktivitenin
compartment analysis of temporal

activity by FISH) (CAT-FISH)

Beyinde gergeklesen noron aktivitelerinin

RNA problari ile incelenmesi

Kromozom yonlendirmeli
(Chromosome Orientation) CO-

FISH

Standart FISH yonteminden elde edilen
bilginin bir kromozom ig¢indeki iki veya
daha fazla DNA dizisinin yonlendirmesini

icerecek sekilde genigletilmesi

Cytochalasin (Sitokalazin) B FISH

Mikrogekirdeklesme ve andploidi igeren

(CB-FISH) cift cekirdekli hiicrelerin CB ile tamir
edilerek bloke edildigi hibridizasyonu
islemi

Chromosome  Orientation and Genin kendini kopyalama miktarint ve

Direction (Kromozom hiicredeki  protein  miktarinin  tespit

yonlendirmeli ve yonetimli) FISH  edilmesi

(COD-FISH)

Comet-FISH Belirli genom bdlgelerindeki DNA
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hasarmin tespit edilmesi.

2.1.4. Floresan Kullamlan Ortak Boyama Yontemleri

FISH her ne kadar farkli isimde yer almis olsa da, siire¢ boyunca kullanilan belli bagh
boyama tipleri olmustur. Oncelikle immiinofloresan ile IHK ’ye bagli olarak baslayan
stirecte, daha sonra yasanan gelismeler ile ISH yontemine dogru gecis saglanmis ve
FISH ile biiyiik bir ivme yakalanmistir. incelenen dokunun DNA veya RNA bazlh
olmasina ve tek veya ¢ift baga sahip olmasina bagl olarak kullanilan bu etiketleme
islemleri, iki siirecte de (IHK ve FISH) aktif olarak kullanilan boyalardir. Sadece etiket
isimleri farkli olan bu boya tipleri, farkli kimyasallar barindirmakta ve hiicrede farkli
yerlere baglanmaktadirlar. Bu tarz bircok farkli floresan boyama Ornegi
bulunmaktadir, ancak burada tez kapsaminda kullanmak iizere Sekil 6’da gosterilen
DAPI, FITC ve TR adl ii¢ ana boyama yonteminden bahsedilmektedir (Bataille ve
digerleri, 2006).

Sekil 6. Normal ve iltihapli kolon mukozasinin DAPI, FITC ve TR ile ¢ok renkli

immiinofloresan boyanmasi (Bataille ve digerleri, 2006)

Ik olarak DAPI, hiicre ¢ekirdegi igerisinde kullanildiginda adenin-timin baglarinin
zengin oldugu bolgede etkisini giiclii baglarla ile bu bolgelere baglanarak gosteren bir
ozel DNA etiketleme islemidir. Ik olarak 1971 yilinda Otto Dan tarafindan,
parazitlerin neden oldugu bir hastalik olan tripanozomiyazin tedavisinin bulunmasi
amaciyla yapilan arastirmalarda kullanilmistir ve bu arastirmalar her ne kadar olumsuz
sonuclar verse de DAPI, gosterdigi kuvvetli DNA baglanmasiyla ve yiiksek floresan

absorpsiyon 6zelligi ile gelecek arastirmalar i¢in umut vaat etmistir (Dann ve digerleri,
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1971). Bu arastirmanin DAPI’nin giiglii bag kuvvetleri ile gorintileme islemi i¢in
gosterdigi yoldan sonra, 1975 yilinda DAPI ilk defa maya hiicresi igerisindeki ¢ekirdek
DNA ve mitokondriyal DNA boyamasi i¢in kullanilmis ve ortaya ¢ikardigit DNA
molekiilii sayesinde bu alanda biiyiik bir gelisme yasanmistir (RUSSELL ve digerleri,
1975). Sekil 7°de kimyasal yapisi gosterilen DAPI, sahip oldugu o6zelliklere bagh
olarak guanin ve sitozin bag ciftleri yerine ¢ogunlukla adenin ve timin bazlarinin
oldugu bolgelerde yogunlasmaktadir ve bu durum da, DAPI’nin kullanimi sirasinda
gerceklesen ccc-DNA'nin sedimantasyonu sirasinda davranisinda degisiklik olmamasi
ve DAPI igerigindeki molekiillerin halkalarinin ayn1 diizlemde bulunmamasi seklinde

aciklanmaktadir (Manzini ve digerleri, 1985).
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Sekil 7. DAPI boyasinin kimyasal yapis1 (Manzini ve digerleri, 1985)

DAPI, ISH boyama yonteminde meydana geldigi gibi, sirasiyla yapilan hibridizasyon
ve hiicre i¢ine entegre edilen boya ile yapilan etiketleme islemi sonrasinda hiicre
cekirdegi icinde antikor-antijen baglantist meydana gelmektedir. Bu islemler
sonrasinda olusan baglar sayesinde, goriinme acisindan ¢ok daha etkili olmasi
sebebiyle tercihen kullanilan dSDNA molekiilleri (mikro boyuttaki c¢ift sarmalli
kromozomlar veya kromatitler) gozlemlenebilmektedir. Mikroskop ile gozlem
yapilirken, 1s1k verilerek baglanmanin yapildigr boliimiin 15181 ne kadar absorbe
ettigine ve yansittigina bakilmaktadir ve buna goére sahip oldugu dalga boyuna gore
renk gozlemlenmektedir. Burada DAPI, maksimum ~ 360 nanometrede (ultraviyole
1stmaya yakin bir dalga boyunda) sogurma ve maksimum ~ 461 nanometre dalga
boyunda ise i1sima yapmaktadir (Chazotte, 2011). Filtreye takilarak bu aralikta
gozlemlenen renk ise mavi-camgdbegi arasinda bir renk olmaktadir. Aslinda bu
islemlere ve baglanma ozelliklerine de bakildiginda her ne kadar DNA bazli bir

yontem olsa da DAPI, yapilan bu aragtirmalar icerisinde RNA ile de baglanabildigi
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gozlemlenebilmektedir. ~ Ancak RNA  ile  yapilan islemler olumlu
sonuglanmayabilmektedir. Ciinkii DAPI’nin floresan ile gerceklesen isleminde
icerdigi baglar, yeterince kuvvetli ve 1siyan baglar degillerdir ve ayrica RNA-DAPI
eslesmesinin, dsSDNA-DAPI eslesmesindeki 1s1gimn emilmesi isleminde daha uzun
dalga boyuna sahip oldugu ve %20 daha yiiksek kuantumsal verim igerdigi

gozlemlenmistir (Jez ve digerleri, 2013).

DAPI sahip oldugu genis spektrum sayesinde farkli boyalar ile birlikte de
kullanilabilmektedir. Ozellikle FITC, DAPI ile sahip olduklar: ayrik spektrumlardan
dolay1 ve yansitma islemindeki bazi araliklarda ortiisen dalga boyu sayesinde birlikte
de kullanabilmektedirler. Ciinkii FITC, sahip oldugu sogurma ile 1isima dalga boyu
sirastyla 490 nanometre ve 520 nanometre olarak goriinmektedir (Tuls, Geren ve
Millett, 1989). Bu dalga boyunda ise her ne kadar DAPI ile yakin olsalar da, sahip
oldugu dalga boyu degerleri ile FITC daha ¢ok, yesil renkte floresan ozellik

gostermektedir.

FITC igerdigi floresan ile belli bir dalga boyu araliginda 1s1ma yapan, diger boyama
tekniklerinde de oldugu iizere doku ve proteinler ile kullanilan bir amin floresan prob
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, floresan kullanilan antikor boyama prosediirlerinde
ve protein-amino asit baglama teknikleri gibi diger boyama yontemlerinde bir etiket
olarak kullanilmaktadir. Ilk olarak bir immiinofloresan tekniginin kullanimi sirasinda
1942 yilinda ortaya ¢ikan FITC antikor-antijen baglantisi, farkli molekiillerle birlesimi
ve spesifik olmayan (non-spesific) floresan molekiillerinin gelistirilmesiyle,
immiinofloresan tekniginin ve diger gelistirilen tekniklerin daha iyi hale gelmesini

saglamustir (The ve Feltkamp, 1970).

FITC yontemi kendi igerisine barindirdigi 6zellikler sebebiyle ¢ok kullanilan bir
yontemdir. Sekil 8.a’da goriildiigii gibi kimyasal yapis1 hidroksil grubu igeren FITC,
bu grup sayesinde iyonize olabilmektedir ve iyonize olan bu gruplar FITC boyasinin
sahip oldugu bu asidik yapist sayesinde hem hiicre icerisine girisi daha rahat
yapabilmekte, hem de parlamay1 iyi bir sekilde yapabilmektedir (Butcher ve
Weissman, 1980). Ayrica, hassas bir ayarlama gerektirmemesi, amin grubu olmasi ve
DAPI tekniginin igerdigi gibi 6zel bir bolgede yogunlasma igcermemesi gibi sebepler
onu On plana ¢ikarmaktadir. Ancak sahip oldugu dalga boyunun ortaya ¢ikardig: yesil
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rengin esdeger boya tipleriyle ayni parlakliga sahip olmamasi ve daha 6nemlisi yaydigi
15181in  hizlica solmasi gibi nedenlerden oOtiirii arastirmacilart farkli arayislara
yonlendirmistir. Birlestirme, farkli kimyasallar ekleme ve farkli boya tipleriyle
kullanma gibi gelistirmeler yapilmistir. DAPI burada iyi bir 6rnek olarak verilebilir,

ayrica buraya TR adli boya da eklenebilir.

HO : 0 : OH
I O
FITC c-0

NCS

SOLCI (7)

(@) (b)

Sekil 8. (a) FITC boyasiin kimyasal yapis1 (Butcher ve Weissman, 1980) (b) TR boyasinin

kimyasal yapisi (Titus ve digerleri, 1982)

TR, anlatilan diger boya tipleri gibi hiicre icerisinde antikorlara ve proteinlere
baglanarak hiicre i¢i goriintiileme yapmay1 amaclayan bir boya tiiriidiir. Sahip oldugu
sogurma degeri ~590 nanometre, 1sima dalga boyunun da ~620 nanometre
degerlerinde olmasi sebebiyle, adindan da anlasilacag: ilizere kirmizi renkte 1s1ma
yapmaktadir (Clement ve Truong, 2014). Sahip oldugu yiiksek dalga boyu sayesinde
yiiksek miktarda 1s1ma yapabilmektedir ve ayirt edilebilmektedir. Yiiksek miktardaki
1s1ma, bu boyanin FITC ve DAPI gibi farkli boya tipleriyle de kullanilmasini
saglamaktadir. Ek olarak sahip oldugu farkli dalga boyu spektrumu sayesinde iist tiste
birikme yapmamakta ve rahat¢a ayirt edilebilmektedir. Sahip oldugu kuvvetli
kovalent baglar sayesinde floresan ile baglanti kurmakta ve hedef antikoru

etiketleyebilmektedir.

TR genellikle stilfonil kloriir ile bag yapmaktadir ve bu sebeple de siilforodamin 101
asil kloriir olarak da bilinmektedir. Ancak, Sekil 8.b’de de goriilen TR boyasinin
icerdigi stilfonil kloriir parcasi hidrolize duyarlidir ve bu sebeple hidroliz islemi
gerceklesirken, boyanin igerisindeki siilfonat parcaciklari serbest amino gruplari
iceren bilesiklerle hidrofilik baglar olusturabilmektedir ve bu durum da sudaki

¢ozinlrligl azaltip baz1 biyomolekiillere baglanma sorunu olusturmaktadir (Titus ve
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digerleri, 1982). Bu sorun da genellikle proteinlerin veya antijenlerin TR ile

baglanmasiyla ¢oziimlenmektedir.

Bu tez kapsaminda kullanilan boyalar DAPI, FITC ve TR olup, yukarida teker teker
anlatilmaktadir. Bu boyalar, tez igerisinde farkli goériintiileme teknikleriyle beraber
ayri ayr1 incelenmektedir. Bu boyama tekniklerinin iizerinde, meydana gelen
goriintlileme  bozukluklarin  engellenebilmesi amaciyla bazi  6n islemler
gerceklesmekte ve sonrasinda goriintiilerin gakistirilmasi amaciyla farkli algoritmalar

uygulanmaktadir.

2.2. Histopatolojide Sayisal Gériintii isleme Teknikleri

Dijital histopatoloji sirasinda inceleme yapilabilmesi i¢in siire¢ basinda, canlidan doku
incelemesi amaciyla parga alinmak zorundadir. Bu par¢a i¢in doku Ornegi alinip,
disarida mikroskop ve diger goriintiileme cihazlari ile incelemesi yapilabilmekte veya
in situ yani yerinde de inceleme yapilabilmektedir. Ancak yapilan bu incelemelerin
ortak yonii, hi¢ birinin tek basina biiyiik ve par¢anin tamami seklinde yapilmamasidir.
Clinkii goriintiiniin tam ve yliksek kesinlik oraniyla incelenebilmesi, yapilacak analizin
pargalara ayrilarak incelenmesi ile miimkiin olmaktadir. Bu goriintiileme teknigine
Tim Slayt Gorintiisii (Whole Slide Imaging, WSI) adi verilmektedir. WSI
mikroskobik inceleme i¢in dokunun konuldugu cam slaytlardan, tiim boyali doku
boliimlerini temsil eden goriintiilerin yiliksek hizli, yliksek ¢oziiniirliiklii dijital olarak
alimmasin1 ve farkl cihazlarda incelenmesini iceren bir teknolojidir. Bu teknikte
genellikle, Sekil 9°da gosterildigi tizere mikroskop altina inceleme amaciyla konulan
parcaciklar taranmaktadir ve bir¢ok kii¢iik yiiksek ¢oziintirliiklii goriintii pargas1 veya
seridi alinmaktadir (Frankenstein ve digerleri, 2021). Ardindan histolojik bir
numunenin tam bir gorilintiisiinii olusturmak icin parga parga alinarak birlestirilerek
elde edilmektedir. Bu goriintiller de, klinik tani ve biyomedikal arastirmayi
desteklemek i¢in hastalardan alinan doku orneklerinin mikroskobik incelemesini
saglamaktadir. Ayrica bilgisayara aktarilan goriintiiler sayesinde, WSI tekniginin
mikro anatomik 6zelliklerin nicel, tekrarlanabilir 6lgtimleri hizla gergeklestirilebilmesi

veya bilgisayarli patoloji goriintii analizi miimkiin olmaktadir.
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Sekil 9. IHK VE FISH kullanilarak Formalinle-Sabitlenmis Parafine-Gomiilii (Formalin-
Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) doku pargalarinin kesit alma, boyanma ve taranma islem

semasi (Frankenstein ve digerleri, 2021).

Tim goriintii  lizerinden inceleme islemi gelistirilmeden 6nce, mikroskobik
incelemeler ve daha sonra kamera eklenmesiyle birlikte olusturulan bir diizenek ile
sonu¢ alinmaktaydi (Girolami ve digerleri, 2019). Bu sonuglar ile dokunun belli
noktalar1 incelenebilmekte ve yeterli sonu¢ almmamamaktaydi. Ancak WSI
teknolojisinde yasanan ilk gelismeler bu durumu degismistir. Oncelikle 1990’larn
sonunda robotik sistemlerde yasanan gelismeler sayesinde, kamera-mikroskop
entegrasyonuna robotik 6zellikler de eklenmis ve bu teknoloji sayesinde patologlarin
goriintiiyli tam olarak gérebilmesi saglanmistir (Dunn ve digerleri, 1997). Ancak bu
teknolojide de her ne kadar goriintii tam olarak alinabilse de, goriintiileme ve inceleme
sirasinda yasanan diisiik netlik sebebiyle ¢ok verimli olamamistir. En son olarak
yasanan ve giinlimiizde de kullanilmakta olan WSI incelemesinin son halinde, artik
gorlntiiler parga pargca yiiksek c¢oziiniirlikte alinmakta ve net bir sekilde

incelenebilmektedir.

WSI siirecinde islemler sirasiyla sorunlu dokunun tespiti, parca alinmasi, uygun
boyayla boyanmasi ve ardindan da lamlarin iizerine konup 6zel tekniklere sahip
tarayicilarla goriintiilerin alinmasi seklinde ilerlemektedir. Ancak buradaki sorunlu
dokunun goriintiisti alinirken goriintii tek seferde tam olarak alinmamaktadir. Cilinkii

goriintliniin boyle alinmasi, inceleme sirasinda onemli noktalarin goriintiilenirken
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netliginin azalmasima yol agmaktadir. Bu durum da sonuglarin alinamamasina veya
aliabilse bile sonuglarin yanlis ¢ikmasina yol acabilmektedir. Bu sebeplerden 6tiirti,
goriintii alimirken tek parga olarak degil, parca parga halinde yakinlasarak yiliksek
kalitede elde edilmektedir. Alinan bu ¢ok tabakali goriintiiler daha sonra tek bir
goriintii haline getirilmek tizere birlestirilmektedir. Goriintiiler genelde x20 kat
yakinlagtirma oraninda veya 6zel ihtiyag halinde daha yakindan net goriintiiler elde
edebilmek i¢in x40, X100 ve hatta X200 oraninda biiyiitiilebilmektedirler (DANDIL ve
SERIN, 2020). Par¢a halinde olan bu gériintiiler, sahip olduklar1 yiiksek ¢dziiniirliikler
sebebiyle, veride tek basina yiiksek yer kaplayabilmektedirler. Bu sebeple bazen tek
olarak birlestirilmeden par¢a halinde de saklanabilmektedirler. Yakinlastirmasi x40
seviyesinde olan bir slayt parcasi birkag gigabayt (gb) boyutunda olabilmektedir ve
burada da tiim goriintiiniin birlestirilmis hali diistiniildiigiinde yiiksek boyutlar ortaya
¢ikmaktadir. Alinan slaytlarin bolinme sayisinda gore degismekte olan boyutlar
genelde 50 gb veya 60 gb civarinda goziikkmektedir. Her ne kadar giiniimiiziin
teknolojisiyle ¢ok yiiksek goriinmese de, bu goriintiileme isleminden tek bir merkezde
giinde onlarca yapildig1 diisiiniildiigiinde depolama sikintis1 yarattig1 anlasilmaktadir.
Ornegin orta seviyede bir laboratuvarda gerceklesen WSI ¢ekimleri, biiyiik 6lcekli bir
taramada (gorintiilerin yedeklenmesi haricinde), yapilan hesaplamalarla yilda 40
terabayta kadar devasa bir depolama ortami gerektirmektedir (Al-Janabi ve digerleri,
2012).
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Sekil 10. Cinko formalin ile sabitlenmis dokularda x60 yakinlastirilarak boyamasi ve

sirastyla 12, 24 ve 48 saat sonrasi sonuglar. Satir.1) H&E; Satir.2) FISH (Babic ve digerleri,
2010)

Ortaya ¢ikan goriintiiler, WSI islemleri sirasinda tarama islemi yapildiktan sonra dijital
ortama gecis yapilirken, kullanilan sistemlere de bagli olarak farkli uzantilara sahip
olabilmektedir. Bu uzantilarin sikistirma oranini ve buna bagli olarak goriintii
kalitesini de etkilemektedir. Belli basli goriintii formatlar Birlesik Fotograf Uzmanlari
Grubu (Joint Photographic Experts Group, JPEG) ve Tasmabilir Ag Grafigi
anlamindaki (Portable Network Graphics, PNG) gibi genel olarak diinyada kullanilan
goriintiileme formatlaridir. Bu formatlara ek olarak Etiketlenmis Goriintii Dosyasi
Formati (Tagged Image File Format, TIFF) da kullanimda ilk siralarda bulunmaktadir.
Ancak burada TIFF formatini 6ne ¢ikmasmin sebebi, ¢ekim sirasinda yapilan
sikigtirma miktaridir ve gortintii kalitesidir. Bu format JPEG ile kiyaslandiginda, daha
az kayipsiz sonuclar ortaya ¢ikarmaktadir. Ciinkii TIFF formati, goriintiiyii olusturan
renk yogunlugunu belirten her bir deger olan piksel lizerinden daha az kayip ile daha
cok veriyi kayit altina alabilmektedir. Her iki formatta da sikistirilma
yapilabilmektedir, ancak bu islem sirasinda JPEG formatinda ¢ok daha fazla kayip
yaganmaktadir. Bu durum da, goriintii kalitesini daha diigiik hale getirmektedir. TIFF
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dosyalarmin da genel problemi, bu tip tarama goriintii kayitlarinda da oldugu gibi
bellekte yiiksek miktarda yer depolamasi gerektirmesidir. Bu soruna ¢éziim olarak
bircok farkli sistem denenmektedir. Bunlardan birinde 2011 yilinda Harvard
Universitesi’nde yapilan bir arastirmada, bilgisayar sistemleri ve ekranlar1 kullanilarak
yapilan goriintiilemelerin yerine, yiiksek veri boyutlarindan kaynaklanan goriintiileme
hizindaki kayb1 azaltmak amaciyla PlayStation®3 (PS3®) kullanilarak, sistemde ¢ok
bliyiik hiz artis1 saglanmistir (Yagi ve digerleri, 2012).

2.2.1. On Isleme
WSI islemi ¢ok yaygin olarak bircok farkli alanda kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarin incelenmesi ve mikroskobik canlilarin 6zelliklerinin belirlemesi
gibi bircok bilimsel aragtirmada 6nemli bir yardimcidir. Ancak insanlik i¢in daha

Onemlisi olarak, hastaliklarin teshisi konusunda patologlara ¢ok yardimei olmaktadir.

Histopatolojik  inceleme  yapilmas1  gereken  vakalarda farkli  boyalar
kullanabilmektedir. Ancak bu incelemeler biiyiik oranda WSI ile yapilmaktadir. IHK,
H&E veya FISH fark etmeden hepsinin bu teknik ile goriintiisii alinmakta ve
incelenmektedir. Her islemde oldugu gibi WSI tekniginde de belli bir siire¢ izlenmekte
ve farkli islemlerden gecilmektedir. Ciinkii goriintiilere bakildiginda, hepsi belli bir
piksel sayisinda ve bir matris diizeninde goriilmektedir. Net bir goriintii i¢in ise, bu
matrislerin  sirasiyla diizgiin bir sekilde islemden gegirilip kaydedilmesi
gerekmektedir. Aksi takdirde, goriintiilerde veri kaybi olusabilmekte ve bu durum
yanlis taniya sebep olabilmektedir. Cilinkii goriintii, her zaman giinliik fotograflardaki
gibi net olmamaktadir. Ozellikle bu durum medikal amagch ¢ekilen gériintiiler iizerinde
daha net anlagilmaktadir. Bu sebepten tetkik amagli yapilan her farkli boyama islemi
sonrasinda, gorlintiiniin incelenmesinden Once Sekil 10°da temel basamaklari

gosterilen bazi1 6n islemlerden gegmek zorundadir (Suat TORAMAN, 2010).
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Sekil 11. Goriintii islemede temel basamaklar (Suat TORAMAN, 2010)

Goriintli isleme, belli bir nesnenin incelenmesi i¢in gerekli amaglar dogrultusunda
ozelliklerinin farkli islemlerden gegirilip bilgisayar i¢in ve daha 6nemlisi insanlar i¢in
incelenebilir hale getirmeyi amaglamaktadir. Bu siirecin ilk asamasinda goriintii {i¢
boyutlu bir ortamdan alinip bir matris dizisi halinde bilgisayara iki boyutlu olarak
aktarilmaktadir. Her bir matrisin sahip oldugu deger onun igerdigi renk ile alakali
olmaktadir ve her goriintii farkli goriintiileme sekillerinde gosterilmektedir. Bu
sebepten imge, renk kodunun kirmizi, yesil ve maviden (red-green-blue, RGB) olusan,
gri alani belirten (gray scale) ve ikili (binary) olmak ftzere ii¢ farkli sekilde
incelenmektedir. RGB, imgedeki her piksel i¢in ii¢ ana rengin birlesimi olarak bir renk
atanmasi sayesinde renkli goriintiiyii olusturmaktadir. Bu ii¢ renk birlesimi sayesinde
diger renklerin olusumu saglanabilmektedir. Gri alan ise sadece siyah ve beyaz rengin
birlesimiyle ortaya ¢ikmakta ve ortada gri rengi barindirarak goriintiiyli
olusturmaktadir. Ayrica, renk zithigr barindirmasindan dolayr kontrast olarak da
anilmaktadir. Ikili goriintii ise gri alandan farkli olarak sadece siyah ve beyaz renk

piksellerinden olugmaktadir ve gri renk piksellerini icermemektedir.

Alman her gorlintiiniin pikselinin sahip oldugu renkler disinda, sahip oldugu bir
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¢Oziiniirliik degeri de bulunmaktadir. Coziiniirliikk degeri, goriintlinlin sahip oldugu
satir ve siitun piksel sayilarinin ¢arpimi olarak gosterilmektedir. Bunlara ek olarak bu
degerleri goriintiiniin sahip oldugu bit degeri ile carparak, bellekte kapladig1 alanmi
bulabilmek miimkiindiir. Piksellerin olusturdugu bu ¢oziintirliik sayilarinin satir veya
stitun fark etmeksizin azaltilmasi, goriintlinlin sahip oldugu ayrintinin kaybolmasina
sebep olmaktadir. Ciinkii bu degerler, her bir renk degerinin kaybolmasi anlamina
gelmektedir. Ayrica, piksellerin sahip oldugu parlaklik degerinden de goriintii kalitesi
etkilenebilmektedir. Parlaklik, imge {izerindeki her pikselin sahip oldugu gri seviye
alanindaki degeri belirtmektedir. Gri seviyenin sayisinin azaltilmasi, renk sayisini ve
buna bagli olarak bit degerini azaltarak goriintli lizerindeki ¢izgisel hatlarin ortaya

¢ikmasina sebep olmaktadir.

Farkli goriintiiler sahip olduklari renkleri iglerinde bulundurduklar1 matrisin
icerisindeki rakamlara bagli olarak elde etmektedirler. Gri alan 256 renk degeri
icererek, sahip oldugu renkleri 0 ile 255 arasinda deger almaktadir. 256 degeri ikinin
sekizinci kuvvetinin (28) alinmasiyla meydana gelmektedir. Burada sekiz, renklerin
sahip oldugu sekiz bit degere sahip olmasidir. Ikili goriintiide ise tek veya bir bittir, 0
da 2 (2%) renk alan1 olusturmaktadir. RGB ise gri alan goriintiiler gibi 256 renk degeri
igcermektedir, ancak bu durum her bir renk i¢in gegerlidir. Kirmizi, yesil ve mavi renk
degerleri goriintii matrisinde her piksel degeri i¢in 0 ile 255 arasinda degigsmektedir.
Her bir renk degeri 255 ile ¢arpilmaktadir ve bu durumda RGB gériintiilerinin ~16.7

milyon renk araligindan meydana geldigi goriilmektedir.

Sekil 12. Gri alan bit derinligi derecelerinin karsilastirmas: (Lambert ve Waters, 2014)
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RGB goriintiileri, gri alan goriintiileri ve ikili gorlintiiler bazi islemler gegirerek
birbirine doniistiiriilebilmektedir. Sahip olduklar1 matrisler matematiksel bazi islemler
sonucu hesaplanmaktadir. RGB goriintiisii, gri alan veya ikili goriintiiye
dontistiiriilebilmekte veya tam tersi islemler de miimkiin olabilmektedir. Ancak, ikili

goriintliden RGB ve gri alan goriintiilere doniistiirmede zorluklar yasanabilmektedir.

Gorlintii igleme yoOntemlerinin iyilestirilmesi amaciyla, goriintii dijital ortama
aktarildiktan sonra oOn islemler (preprocessing) yapilmaktadir. Bu islemler
gerceklesecek siirece gore degisse de, goriintiide farkli sebeplerden kaynakli giiriiltiiyti
azaltma, boyama sonrasi durumlar sebebiyle arka plani veya rengi normallestirme,

karsitlik (kontrast) ve 6zellik gelistirme islemleri olarak agiklanabilir.

Goriintii isleme sirasinda yapilacak islemler igerisinde renk yogunlugunu olusturan ve
sahip oldugu degerlerin meydana getirdigi pikseller ile bazi hesaplamalar
yapilmaktadir. On islemler ile piksellerin iizerinde meydana gelen bozukluklarin ilerde

goriintli isleme sirasinda islem hatasina yol agmasinin engellenmesi amaglanmaktadir.

H&E Goriintiileri icin Yapilan Islemler: H&E boyama islemleri, uygulandiktan
sonra sitoplazma ve ¢ekirdegi iki farkli renge boyayarak hiicresel bozukluklar: tespit
edip tan1 koymayr amaglayan bir boyama yontemidir. Ozellikle kanser gibi zorlu
hastaliklarda tan1 koyma amaciyla bu yonteme c¢ok sik basvurulmaktadir. Boyama
islemi sonrasi goriintli taranip bilgisayara atildiktan sonra da farkli islemlerden
gecirilmektedir. Ozellikle dijital histopatolojinin de gelistirilmesiyle ortaya gikan
yontemler, hata oraninin azaltilmasina yardimci olmaktadir. Gorilintiiniin islenmesi,
hastaligin belirtilerinin ortaya g¢ikartilmasini ve goriintiiniin daha rahat incelenmesi
saglamaktadir. Ozellikle FISH gibi farkli yontemlerle birlikte kullanimi da islemi
kolaylagtirmaktadir.

Bilgisayarli 6n islemlere baslanmadan Once, biyopsi ile canlidan alindiktan sonra
boyama islemi gerceklestirilen ufak parcalar, laboratuvarda bulunan mikroskoplarin
lamelinin tizerine konmakta ve sahip olunan yiiksek teknoloji fotograf makineleri ile
cekilerek dijital ortama aktarilmaktadir. Dijital ortama aktarilan imge, direkt olarak
incelenebilecek durumda incelenememektedir. Farkli etmenlere bagl olarak goriintii
tizerinde, giirtiltii ve boyama sirasinda meydana gelen sikintilardan olusan sorunlar

meydana gelmektedir. Bu sorunlarin ¢0ziilebilmesi ve goriintiiniin incelenebilir
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seviyeye gelmesi i¢in boya normallestirme (stain normalization) ve goriintii filtreleme

(median filtering vb.) gibi ¢6ziimler kullanilmaktadir.

Histopatolojik islemler sirasinda bir¢ok farklt boyama yontemi kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin uygulanmasi1 sonrasinda, boya tipine gore farkli renkler ortaya
cikmaktadir ve goriintiiler incelenmektedir. Ancak, ayni tip boyalar kullanilsa dahi,
boyanmis doku pargalar1 iizerinde farkli renkte goriinebilmektedir (Ciompi ve
digerleri, 2017). Bu sebepten de dijital ortamda inceleme sirasinda boyanin bilinen
ozelligine gore islem yapilmasi sebebiyle farkli renkler yanlis sonuglar
dogurabilmektedir. Ortaya ¢ikan renk cesitliliginin 6nlenmesi amactyla, renk-boya
normallestirme ydntemi denenmistir. Oncelikle, RGB olarak elde edilen gériintiiniin
tamamen gri 6lgekli bir resme ¢evrilmesiyle farkli renk varyasyonlarinin diizeltilmesi
amaclanmistir. Ancak gri tonlu goriintiiye ¢evrilmesi sonucu yiiksek miktarda veri
kayb1 yasanmaktadir. Ciinkii boyama sirasinda sahip olunan renklerin her birinin farkl
verilere sahip oldugu gozlemlenmektedir. Bu durumda, gri tonlamali gériintiilerde veri
kaybi oldugu i¢in net tan1 da zorlagsmaktadir. Bu sebeple, olmasi gereken renkleri
goriindiigi sekilde birakarak goriintii kirliligi yapan farkli renkleri ayristirmak
amaciyla, bir¢cok farkli renk normallestirme algoritmasi gelistirilmistir. Bu tip
algoritmalar histopatolojik tan1 koyma yontemlerinde biiyiik 6nem arz etmektedir.
Hedeflenen goriintiiye ulagsma sirasinda bircok farkli asamalardan gegilmesi
gerekmektedir ve bu durum yeni arastirmalarla giincellenmektedir. Tablo 2°de bir¢ok
farkl1 histopatolojik renk normallestirme yontemleri, amaglar1 ve getirdigi avantajlarla

birlikte agiklanmaktadir (Roy, ve digerleri, 2018). Detayli tablo Ek-2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Histopatoloji Goriintiileri I¢in Farkli Renk Normallestirme Y &ntemleri (Roy ve
digerleri, 2018)

Amag Islemler Avantajlar
Histogram e RGB goriintiiniin laf (I*o*B) e fslenmis goriintii
Tanimlamasi (1992) bosluguna déniistiiriilmesi. ile hedef
e Kaynak goriintiiniin gorintlisiniin ayni
histogrami ile hedef goriintii renk doygunluguna
histograminin eslestirilmesi. sahip olmasi.
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laf (I*o*B) gorintisiinden

RGB doniistimii.

Bagimsiz Bilesen

Analizi  (Independent

Boya renk matrisinin (S) ve

Gozetimli metotta

boyanin derinlik matrisinin uygulanan
Component  Analysis, (C) katsayilarinin  pozitif tahminin  aksine
ICA) ve  Negatif oldugu yerlerde NMF burada biitiin
Olmayan Matris toduyl 1
\% metoduyla carpanlarina Katsayilarn
Carpanlara Ayirma ayrilmast .
. : tahminine  gerek
(Non-negative Matrix L .
e Matriste Ozdegerlerinin Ortak yoktur
Factorization, NMF) . . ) '
Yaklasim Kdsegenlestirmesi
Metotl Kullanarak . . i
S (Joint Approximate ° e Apgrma
Tayf A 2002 . .l 5 i i
ayf Ayrisimi (2002) Diagonalization of Yontemi  aksine,
Eigenmetrices, JADE) burada negatif
yontemi ile ICA ayrigtirma deger iceren
metodu ile bagimsiz katsaymin
bilesenlerin kullanilmasi. bulunmamasi.
Isik dalgalarmin e RGB  goriintiiden  Optik e NMF metodunda

birbirine karigmasi ile
¢ikan  koyu

cizgilerin uygulanmasi

ortaya

(Fringing)
(2009)

yontemi

Yogunluk (Optical Density,

OD) formatina donisiim.

Tekli Aynistirma  YOontemi
yapilmasi ve matristeki en
tekil

biiytik degerlerin

kullanilmas: ile yeni bir

diizlem ¢ikarilmast.

Yeni diizleme sahip olunan
degerlerin  aktarilmasi ile

acilarin bulunmasi.

Sahip olunan en biiyiik ve en
kiiciik a¢1 degerleri o ve
(100-a)" yiizdelik yontemi ile

net bir sekilde bulunmas.

ortaya cikan
belirsizlik
sorununun

bulunmamasi.

S matrisinde
negatif deger
iceren katsay1

bulunmamasi.
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e Fkstrem  degerlerin OD

bosluguna geri dondiiriilmesi.

Renk normallestirme yontemi Tablo 2’de gosterildigi iizere, ¢ok farkli metotlar
icermektedir. Zamanla farkli metotlar kullanim amacina gore diizenlenerek bir¢ok
farkli yol ve isim almistir. Burada WSI ile bilgisayar tabanli bir goriintiileme sistemi
igermesi de etkili olmus ve yapay zeka ile alakali makine 6§renmesi ve derin 6§renme

yontemleriyle uygun kullanma alanina sahip olmustur.

Gorintilerin ayrigtirilip, net bir sekilde ¢ekirdek ve sitoplazma ayrimi ile goriintii biraz
daha anlagilabilir hale geldikten sonra, yapilabilecek bir diger islem de filtreleme
islemidir. Bu islem goriintii iizerindeki giiriiltiiniin yok edilmesi ve net bir goriintiiniin
elde edilmesi amaciyla yapilmaktadir. Giiriiltiiler genellikle, imgenin sahip oldugu
renk degerlerinin veya parlakliginin rastgele yer degistirmesidir. Bu giiriiltiiler
goriintiiniin alindig1 elektrik ile ¢alisan dijital cihazlarin, goriintii kaydedilirken sebep
oldugu elektrik dalgalanmalar1 veya istenmeyen sinyaller sonucu olugsmaktadir ve
sebebine goére farkli isimler de alabilmektedir. Genel olarak smiflandirilmasi
toplamali, carpimli ve vurus seklinde yapilabilen giiriiltiiler igerisinde alt basliklarla
farkli isimler almaktadir ve bu goriintii kirlilikleri gaussian giiriiltiisli, ayr1 ayr1 da
olabilen tuz ve biber (salt and pepper) giiriiltiisii, poisson giiriiltiisii ve speckle (benek)

gurtiltiisti olarak adlandirilmaktadirlar (Joshua ve digerleri, 2019).

Tuz ve biber (impulse) kirliliginde sahip olunan giiriiltii isminden de anlasilacagi
lizere, gorlintiiniin istiinde sifir piksel degeri ile tuz gibi ufak beyaz noktalarin
olusmas1 ve biber tanecikleri gibi siyah noktalarin olusmasina sebep veren
giirtiltillerdir. Gauss giiriiltiisii ise, gauss dagilimi olarak da bilinen normal
dagiliminkine esit, olasilik yogunluk hesabina gore tanimlanan istatiksel bir giirtiltiidiir
ve bu giiriiltii sirasinda piksel degerlerin degismesiyle olusmaktadir. Tiim bunlara ek
olarak, Gauss giiriiltiisii siwrasinda meydana gelmesi gereken Gauss dagiliminin
anlasilabilmesi icin, goriintiiniin renk sikligin1  belirten histogramin takibi
gerekmektedir ve bu degerin takibiyle giriilti hakkinda yorum yapmak da
kolaylasmaktadir (KUPELI ve BULUT, 2020). Yiikseltici olarak da bilinen bu giiriiltii,

Gauss dagilimi ilkesi ile goriintii elde edilmesi sirasinda, ortaya ¢ikmaktadir.
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Poisson veya foton atis1 giirtiltiisii, Gauss dagilimi ile yakinligr olmasindan otiirii
istatiksel bir 6zellik igermektedir. Ancak bu durum, elektromanyetik dalgalarin etkisi
ile fotonlarmm atis1 sirasinda  yeterli istatiksel verinin  alinmamasindan
kaynaklanmaktadir (Rohit ve Ali, 2013). Speckle (benek) giiriiltiisii, yol agtig1 goriintii
bozuklugu acisindan tanecikli olmasi sebebiyle tuz ve biber giiriiltiisiine benzemesine
ragmen, meydana gelmesi bakimindan ve c¢arpimli bir giiriiltii olmas1 bakimindan
gauss ve tuz&biber giiriiltiilerinden farklidir. Radar goriintiilerinde génderdigi sinyalin

dontis yolundaki degisikligi sebebiyle ve ultrason goriintiileme cihazlarinda ses dalgasi

vuruslariin kendisine esit degerde bir parazit yapmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
(Maity ve digerleri, 2015).

(a) (b) (©)
Sekil 13. H&E boyasinin uygulanan gortintiiniin Gauss giiriltiisii sonrasi iglenmesi; a)
Orijinal renkli goriintii, b) Kontrast gelistirmesi ve giiriiltii gidermesi, ¢) Multiple
thresholding (Coklu esik belirleme) (L. Zhang ve digerleri, 2014)

Gortintiiler, sahip oldugu renklerinin degerlerini belirten piksellerin olusturdugu
biiylik bir matristir.  Giirtiltiller de, bu piksellerin her birinin ilizerindeki deger
kaymalar1 olarak bilinmektedir. Bu sebepten otiirii de, uygulanacak her diizeltme
islemi piksel ve onun yanindaki komsularina uygulanmaktadir. Uygulanan bu islemler
filtreleme olarak adlandirilmaktadir. Her bir filtreleme islemi iizerinde uygulanan
farkli matematiksel islemler bulunmaktadir ve her biri, piksele uygulanan bu islemlere
gore adlandirilmaktadir. Bu filtreleme islemlerinin amaci, giiriiltiiniin sebep oldugu
goriintii bozukluklarini tamamen ortadan kaldirmak ve bunu her piksele uygularken,

imgenin kenarlarinin 6zelligini kaybettirmeden yapabilmektir.

Filtreler oncelikle sinyalin islenmesine bagli olarak dogrusal ve dogrusal olmayan
sekilde ayrilmaktadirlar. Ciinkii lineer olan filtrelemeler, resim iizerindeki sinyal

bozuklugunu giderirken daha ¢ok, hizli olarak diisiik gecis filtreleri ve yumusatma
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islemini uygulayarak gerceklestirilmektedir (veya bu durum dogrusal islemlerin farkli
giristen ayr1 ayr1 gerceklestirilip ardindan bu islemleri bir araya getirmek olarak da
tamimlanabilmektir) (Kaur, 2015). Bu sebepten otiirii, gorlintiiniin detaylarin1 tam
olarak koruyamamaktadir. Ayrica, goriintiiniin kenarlarinda bulaniklagsma ve goriintii
icerisindeki bazi ayrintilari yok etmesi gibi olumsuz etkileri de bulunmaktadir (Smith
ve Brady, 1997). Ancak bu islem dogrusallik agisindan faydali gériinmektedir. Lineer
olmayan filtreleme igslemlerinde ise bu durum tam tersi sekilde olmaktadir. Detaylar
daha iyi korunmakta ve goriintii icerisinde fazla kayip olmadan goriintii islenmektedir.
Bu sayede imgenin kenarlarinda etkili bir sekilde korunmasi saglanmaktadir. Ancak
yapilan islemler dogrusal filtreleme islemlerine gore daha zor ve bu sebepten daha
yavas gerceklesmektedir. Ayrica dogrusal olmayan filtreler, merkezdeki piksele ayni
islemin uygulanmamasindan kaynaklanmasiyla da ayrilmaktadir. Daha i1yi sonuglar
icin filtrelemeler, gergeklestirilecek islemin ¢esidine gore daha dikkatli segilmekte ve

iki iglem bir araya getirilerek eksik yanlar1 azaltilmaktadir.

Filtreleme islemlerinde yapilan matematiksel islemlerin uygulanabilmesi i¢in de 3x3,
5x5 veya 7x7 boyutunda matrislerden biri kullanilmaktadir. Dogrusal olan ve dogrusal
olmayan sekilde ayrilan bu matrisler, kare matris seklinde par¢a parca goriintii
matrisleri lizerinde islemlerin gergeklesmesiyle sorunlu ana goriintiiden diizeltilmis
yeni bir matris ve goriintii ortaya c¢ikarmaktadir. ilk olarak uzaysal ve lineer olan
Ortalama (Mean) filtreleme, uygulandigi imgenin boyutuna da gore kare matrislerden
biri, adindan da anlasilabilecegi ilizere bulundugu bu alan iizerinde ¢arpma isleme
uygulanarak ortalamasi alinip yazilmaktadir ve bu islem her piksel i¢in yapilmaktadir.
Bir diger lineer teknik ise Wiener filtreleme islemidir. Eklemeli ve istatiksel bir islem
olan Wiener, tasarimi i¢in sinyalin en yakin uzaysal degerleri ile birlikte dogrusal
zaman degiskenli islemler ile benzerlik oraninin yakinliginin hesaplandigi ortalama
kare hatasini en aza indirerek filtreleme yapmaktadir (Patidar ve digerleri, 2010).
Uyarlamali (adaptive) filtre ise lineer filtreler igerisinde digerleri gibi istatiksel sekilde
islem yapsa bile, daha segici olan olarak goriilmektedir. Ciinkii dogrusal filtrelerin
sahip oldugu goriintli kenarlarindaki ve yiiksek frekansta ortaya gikan problemleri en
aza indirgemektedir.

Lineer olmayan filtreler, merkezdeki piksele odaklanmaksizin filtrenin temas ettigi

alandaki filtrenin sonucuna gore hareket etmektedir. Maksimum ve minimum fitreleri
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carpildig filtrenin ¢ikisinda ortaya ¢ikan sonuglardaki en yiiksek veya en diisiik degeri
karsilagtirarak degeri yerlestirmektedir. Bu filtreler tuz-biber giiriiltiisiinde etkili
olarak uygulanabilmektedir. En etkili ve en gii¢lii olarak kullanilan dogrusal olmayan
filtre ise medyan filtresidir. Verimli bir sekilde ve basit olarak uygulanan bu filtre, her
ne kadar dogrusal ortalama filtre ve minimum-maksimum filtresi ile yapilan islemler
acisindan bazi benzerlikler gosterse de, goriintiideki detaylar1 daha iyi diizeltmesiyle
onlardan ayrilmaktadir. Bu islemde, ayni1 3x3, 5x5 veya 7x7 bir matris ile goriintiiniin
tim alam1 parca parca taranmaktadir ve islem sonucu taranan bdlgedeki piksel
yogunluk veya matris degerleri medyan isleminden gecerek kiiglikten biiyiige
siralanmaktadir. Ortanca deger komsu piksellerin degerleri ve yerleri degistirilmeden,
sadece taranan alanin ortasindaki boliime yeni piksel degeri olarak atanmaktadir.
Boylece detay ve keskinlik degeri agisindan lineer filtrelemelere karsi ¢ok daha etkili
goriinmektedir ve ayrica giiriiltiiyli daha biiyiik alanlarda daha etkili sekilde ortadan
kaldirmaktadir (Singh ve Shree, 2016). Ancak, kenar degerleri keskinlestirme
acisindan iyi uygulanmasi énemli bir farklilik olarak gdriilse bile, baz1 durumlarda
medyan filtre tam etkili olarak da ¢alisamamakta ve ortalama filtreleme gibi filtreler
ile kenarlarin diizeltilmesi amaci ile beraber kullanilabilmektedirler (Lee ve Kassam,
1985).

Islemlerin yapildigi alanin amaciyla alanin belirlenmesi amaciyla goriintii isleme
tekniklerine ek olarak binary mask (ikili maske) islemi uygulanmaktadir. Binary
sistem bilindigi lizere ikili renk sistemini belirtmektedir ve bu renkler de siyah ve
beyazdir. Bu sebeple binary ile uygulanan matris sadece 0 ve 1 degerlerinden

olusmaktadir.

Maskeleme yonteminde, bir RGB veya gri alan igeren goriintiiniin istenen kismini ikili
goriintliye cevrilmektedir ve bu goriintii daha sonra maskeleme i¢in kullanilmaktadir.
Bagka bir agidan bakildiginda bir goriintiiniin bir parcasinin kesip ¢ikarilmasi olarak
da tanimlanabilmektedir. Alinan ikili goriintii maskeleme i¢in orijinal goriintiiye

uygulandiginda, ¢ikis goriintiisiinde istenen bolgenin degistirilmesini saglamaktadir.

FISH Gériintiileri i¢in Yapilan On Islemler: FISH gbriintiileri, dokunun yapildig
yer agisindan in situ olarak yerinde olmasi sebebiyle H&E boyama yonteminden

ayrilmaktadir. Ayrica, doku iizerinde yapilan islemler sonucu alinan goriintiideki
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renkler de kullanilan boyaya gore ayrilmaktadir. Floresan igermesi onu goriinmesi
gereken yerin parlamasi ile belirlenmesini saglamaktadir. FISH yonteminde dokuya
uygulanan islem viicut i¢erisinde olabilecegi i¢in H&E yontemindeki gibi mikroskop
ve etrafinda goriintii alacak kameralara gerek kalmamaktadir. Dijital ortama
aktarilmasi i¢in de herhangi bir aktarima gerek yoktur, cilinkii zaten direkt olarak
bilgisayara kayit edilmektedir. Ancak her ne kadar direk dijital alana kayitlh olsa da,
H&E gibi diger boya tiirlerinde oldugu gibi imge tlizerinde bir takim diizeltmeler

yapilmasi gerekmektedir.

Goriinti tizerinde oncelikle FISH boyama yonteminden kaynakli igerdigi floresaninin
1s1mast sonucu meydana gelebilecek parlamalari ve ayrica bu sebepten meydana gelen
koyu noktalar olusmaktadir (S. G. BALLARD ve WARD, 1993). Bu zitliklarin
meydana getirdigi farkliliklarin  diizeltilmesi amaciyla, goriintii sinyallerinin
kontrastlarinin ayarlanmasi gerekmektedir. Bu ayarlanmanin yapilabilmesi igin
yapilacak islem gama diizeltmesi islemidir. Bu islem bir goriintii tizerindeki parlaklik
degerlerini ayarlamaya yarayan ve dogrusal olmayan bir filtreleme islemidir ve bu
islem icin logaritmik diizenlemeler yapilarak, imgedeki kontrast oran1 ayarlanmaktadir

(Cetin ve digerleri, 2018; Xu ve digerleri, 2009).

FISH, her ne kadar H&E yonteminden farkli boyama tipleri, farkli renkler ve islemler
igerse de, etraftan kaynaklanan sinyal bozukluklar1 olusabilmektedir. Bu yiizde alinan
FISH goriintiisii lizerinde de, cihaz kaynakli farkli giiriiltiiler olusabilmektedir. Bu
giiriiltiilerin yok edilmesi i¢in, bir¢ok farkli filtreleme yontemi kullanilabilmektedir.
Her tirlii farkli giiriiltii altinda bozukluk icerebilen FISH goriintiileri bu sebeple,
dogrusal ve dogrusal olmayan fark etmeksizin filtreleme yontemleri ile isleme
aliabilmektedir. Etkili olarak islenmesi icin medyan filtreleme gibi lineer olmayan
yontemler tercih edilmektedir. Ancak buna ek olarak, lineer bir yontem olarak Gauss

filtreleme yontemi de etkin sekilde kullanilmaktadir.

Dogrusal bir filtre olan Gauss filtreleme islemi, giiriiltii azaltilmasinda kullanilan bir
goriintii kirliligini indirgeme islemidir. Bu islem Gauss fonksiyonunun goriintii matrisi
lizerine uygulanmasi yoluyla gerceklesmektedir. Igerdigi standart sapma degeri ve
onun karesi sonucu ortaya ¢ikan varyans degeri ile farkli boyutlardaki piksel

degerlerine olan uzaklik ve logaritmik deger ile hesaplanmaktadir (Aurich ve Weule,
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1995). Ancak buradaki ana etken, standart sapma degeridir. Cilinkii standart sapma
degeri, resmin bulaniklasma degerini ve buna bagli olarak giiriiltiiniin etkisini
degistirmektedir. Ayrica, Gauss filtresi dogrusal bir filtre olmasindan dolay1 da deger
arttikca ve filtre biiylidiikkge kenar degerleri kaybolmaktadir. Bu da goriintiiyli daha
bulanik hale getirmektedir. Bunun engellenmesi sebebiyle, farkli filtreler kullanilarak
imgenin onceden islenmesiyle kenarlarin kaybolmamasi saglanmaktadir veya goriintii
matrisinin sahip oldugu varyans degerinin giiriiltiiniin derecesine, oldugu bolgeye ve

imgenin kenarlarina gore ayarlanmasiyla ¢oziilebilmektedir (Deng ve Cahill, 1994).

(@) (b) (©) (d)

Sekil 14. On islem uygulanms bir FISH hiicresi; (a) Muhtemel bir FISH hiicresi; (b)
Kontrast 6l¢eklendirmesi ve Gauss filtresi ile 6n islem yapilmis hiicre ; (¢) Ayarlanabilir
esik belirleme ve bdliitleme uygulanmig FISH hiicresi; (d) Boliitleme uygulanmis FISH
sinyalleri (X. Wang ve digerleri, 2012).

Tiim bunlara ek olarak ikili maskeleme yontemi H&E metodunda kullanildig: gibi,
FISH isleminde de kullanilmaktadir. H&E kismindaki islemler benzer sekilde burada
da gerceklesmektedir. Ayrica, FISH islemi igin bir sonraki asamalarda meydana
gelebilecek esik belirleme kisminda da 6nemli yer tutmaktadir. Esikleme, belirlenen
bir deger ile goriintli matrisinin her bir piksel degerinin karsilagtirilmasi islemidir. Bu
esik degerinin altindaki pikseller bir bit degerine veya siyah renge, iistiindeki piksel
degerleri ise sifir bit degerine veya beyaz renge doniistliriilmektedir. Boylece esik
degeri sayesinde goriintiiniin 6n veya arka planinin ayristirilmasi saglanmaktadir. Bu
islem tiim goriintiiye uygulanabilecegi gibi, farkli bolgelere ayr1 olarak da
uyarlanabilmektedir. Burada da kernel boyutunun belirlenmesi, uygulanacak

esiklemede matrisin belirlenmesinde 6nemli yer almaktadir.
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2.2.2. Imge Cakistirma Teknikleri
Goriintl isleme teknikleri igerdikleri farkli yontemler sayesinde uzun yillardir farkli
alanlarda kullanilmaktadir. Elde edilen goriintiilerin verimli sekilde kullanilabilmesi
ve farkli alanlarda istenilen sonuglarin alinabilmesi gerekmektedir. Bu sebeple
goriintiilerin siniflandirmasi, boliitlenmesi (segmentasyon) ve eslestirilmesi gibi farkli
islemler yapilmaktadir. Ozellikle medikal goriintii isleme alaninda segmentasyon
yontemi ve imge c¢akistirma (IC) islemleri daha popiiler olarak kullanilmaktadir.
Ciinkii medikal goriintiiler, alindiklar1 yere bagl olarak yerinde veya parca alinarak
mikroskop altinda incelenmektedir ve bu islemler i¢in kullanilan boyalar hiicre
icerisinde c¢ekirdegi hedef alarak nano boyuttaki DNA ve RNA sarmallarini
etkilemekte ve onlar1 sitoplazma ile etkin olan boya tipine gore farkli renklerde
gostermektedir. Bu renklerin daha anlasilabilir halde olabilmesi i¢in goriintiilerin
boliitlenmesi ve parca parca incelenmesi veya var olan goriintiiler ile c¢akistirilarak

sonuca varilmasi gerekmektedir.

Segmentasyon yonteminde, 6zellikle farkli renklerde olan yerleri ayr1 sekilde anlaml
bir diizlemde alarak incelemektedir. Bu islemi de, daha kolay hale getirebilmek
amactyla esikleme islemi uygulanmaktadir. Ciinkii esikleme yontemi Sayesinde
belirlenen deger Olclisiinde, ortaya cikan goriintii daha rahat bir sekilde elde
edilebilmektedir. Ozellikle gri seviye icerisinde uygulanan esikleme islemi,

boliitlemenin daha basit bir sekilde yapilmasini saglamaktadir.

IC islemi icin farkli kaynaklardan veya sensdrlerden ve farkli zamanlarda gelen
gorintiiler kullanilabilmektedir. Bu goriintiiler daha sonra ayni koordinatlar altinda bir
araya getirilerek incelenmektedir ve bu sayede her goriintiiniin igerdigi farkli eksikligi
tamamlayarak daha net bir sonucun elde edilmesi saglanmaktadir. Bu islem bir¢ok
farkli islem i¢in kullanilabilmektedir. Tibbi alanda hastalik tespiti amaciyla elde edilen
goriintlilerin birlestirilmesi ile zayif noktalarin eslestirilmesi ve tanm1 koyulmasi
saglanmaktadir. Bu islem i¢in aynmi yerde farkli zamanlarda g¢ekilmis goriintiiler
kullanilmaktadir. Ozellikle medikal goriintiileme islemleri igin kullanilan manyetik
rezonans (MR) ve bilgisayarl1 tomografi (BT) goriintiileme yontemleriyle farkli
goriintliler alinabilmekte ve eslestirilebilmektedir. Sekil 14’te gosterilen beynin
BT/MR goériintiileme yontemiyle alinmis ve farkli kontrastlarla ayrilmig 6rneklerin

iizerinde yapilan IC islemidir ve siirecin dncesi ve sonrasi gosterilmektedir (Denis De
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Senneville ve digerleri, 2016).

(a) (b)
Sekil 15. Beynin transversal goriintiisiine farkl1 kontrastlarda IC uygulanmas ; (a) IC dncesi

(b) IC sonras1 (Denis De Senneville ve digerleri, 2016)

Tim bu islemler icerisine dahil olan uzaysal ve i¢sel degisim siirecleri icerisinde
onemli olarak kullanilan metot, doniisiim (transformation) olarak adlandirilmaktadir.
Bu metot, diger islemlerle beraber etkin bir sekilde de kullanilmaktadir. Doniigiim
metodu aslinda, tiim bu goriintiilerin sahip oldugu piksel degerlerinin olusturdugu
matrislerin lizerinde degisim yapilmasina olanak veren matematiksel lineer cebir
ornegidir. Bu islem igerisinde, referans matrislerin iizerine diizeltilme yapilmak

istenen gereken bolgenin {lizerine eklenen bir iglemdir.

Doniisiim matrisi, kendi i¢erisinde yapildigi islemler tizerinden geometrik doniisiim ve
benzerlik dontisiimii olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu ana temel dokunuslar icerisinde de
farkli igerisinde farkli gruplara ayrigsmakta ve 2 boyutlu veya 3 boyutlu uzaysal
islemlerde farkl sekillerde uygulanabilmektedir.

IC cakistirma islemleri kendi igerisinde farkli metotlara ayrilmaktadir. Bu metotlar,
otomatik etkilesimli olarak iki ana temelden olussa da, alt basliklarinda oncelikle
benzerlik doniisiimii olarak yogunluk bazli (intensity based) ve 6zellik bazl (feature
based) ; model tabanli (model based) veya genel bazda; geometrik kisimlarda ise,

caligma aralig1 olarak frekans veya uzaysal noktalarda; c¢akistirma icerisinde
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gegirebilecekleri doniisiime gore kati (rigid), afin (affine) ve yansitmali metotlarda;
farkli sensorlerle gekilip, kaydedilmesine bagl olarak da tekli ve ¢oklu modelleme

yontemleri olarak incelenmektedir (Lukashevich ve digerleri, 2011).

Sekil 16. H&E lekeli imgenin referans boliimii goriintiileri ile IC yontemi kullanilarak

diizeltilmis goriintiiler ; (A) Ana goriintii; (B) ve (C) ve farkli yontemlerle elde edilmis doku
ornekleri; (D) Cakistirma igin tek renk haline getirilmis goriintiiler; (E) Temel goriintii baz
alinarak, hatay1 en aza indirmek amaciyla IC ile déndiiriilmiis gériintii ; (F) Benzer sekilde
ancak farkli bir ag1yla ana gériintii baz alinarak, hatay1 ortadan kaldirma amaciyla iC ile

dondiirtilmiis gortintli (Metzger ve digerleri, 2012)

Geometrik tabanli doniisiim metotlarinda kati (rigid) olarak uygulanan metot {izerinde
uygulanan islemler sadece donme (rotation) ve Gteleme (translation) olarak, kati
olmayan (non-rigid) formasyonunda dondiirme, Gteleme, 6lgek bilgi (inform-scale)
seklinde ve afin doniisiimii ise ayni islemlere ek olarak kayma islemi (shearing)
uygulanarak yapilan islemdir (Oliveira ve Tavares, 2014). Referans olarak kullanilan
gOriintliniin, ana goriintiiyle eslestirilmesi amaciyla kullanilan bu dontisiim islemleri
icin T matrisindeki koordinatlara islemler uygulanmaktadir (Athanasiou ve digerleri,
2017).
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Tablo 3. Déniisiim Islemleri Sirasinda Kullanilan Modeller (Athanasiou ve digerleri, 2017)

Islemler Formiilasyon
Dondiirme x'=x-cos@ —y-sinf vey =x-sinf +y-cosb
[x'] _ [c059 —sin6 [x] 1)
y' sinf cos6 | Ly
Oteleme x'=x+dyandy' =y+d,
[ClL . — X r_ x' _ dx _ (2)
Nokta icin P(x,y); P = [y]’ P' = [y' , T= [dy] veP =
T+ P
Olgeklendirme o .. .42 & [x’] _ [Sx 0]-[x]
= Sy y_yyyy’_OSyy
(©)
i(x, n. il pr _ Sy 0
pY); p=5-p, S—[O Sy]
Kayma x' X
y Tscatex,y) = [y/] =S [y]
1 a 0 1 00
SHy=10 1 0|veSH,=|[b 1 0 4)
0 0 1 0 0 1

n_n

a" ve "b" sirasiyla x ve y ekseni icerisindeki sabit degerler

Ogzellik tabanli metoda bagl islemler, bu doniisiim hesaplamalar1 ile beraber

kullanildiginda daha iyi sonuglar alinabilmektedir (Yasein ve Agathoklis, 2008).

IC bircok metoda bagl olarak yapilabilmektedir. Ancak temel olarak, zellik tabanli
metot ve onun igerdigi asamalar ¢ogunlukla tercih edilmektedir. Bu yontemler ilk
olarak ozellik tabanli yontem girisi ile baslamaktadir. Arkasindan sirasiyla, hem
referans olan goriintii lizerinden hem de c¢ekilmis goriintiilerdeki kdse, kenar,
siirlandirilmig alan ve ¢evre gibi goriintii 6zelliklerinin manuel veya bir algoritma ile
otomatik olarak uygulanmasi ile benzer veya farkli detaylara bakilarak 6zellik tespiti
(feature detection), detaylara bakilarak tespit edilen 6zelliklerin olusturulan kontrol

noktalar1 vasitasi ile imgeler arasi iligki kurulmasi olarak 6zellik eslestirme (feature
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matching), yakalanan goriintiiniin baz alinan goriintii ile hizalanarak yapilmasi
gereken islemlerin ayarlanmasi yoluyla doniisiim modelinin tahmin edilmesi
(transform model estimation) ve yapilan diizeltme islemleri sonrasi referans goriintii
iizerinden tekrar diizeltilerek, yeniden haritalandirilarak ve bu islemlerin interpolasyon
teknigi kullanilarak yapilmasi ile imgenin yeniden orneklendirilip doniistiiriilmesi
(image resampling and transformation) islemleri yapilmaktadir (Wyawahare ve
digerleri, 2009). Sirastyla yapilan bu islemler icerisinde, en dikkat edilmesi gereken
yerlerden biri, farkli sekillerde segilebilen kontrol noktasi veya kilit nokta (keypoint)
olarak nitelendirilen degerlendirme noktalarmin dogru segilmesidir. Ciinkii diger
ozelliklere bakilarak yapilan igslemler 6ncesi, bu noktalarin segilmesi gerekmektedir ve
bu noktalar goriintiiniin farkli yerlerinden segilebilmektedir. Ozellikle &n islemler
sirasinda koselerde ve kenarlarda meydana gelen veri kaybi thtimali diistintildiigiinde,

bu islem daha da zor hale gelebilmektedir.

Ozellik tabanli yapilan tiim islemlerin en &nemli amaci, ortaya ¢ikan sonucun
boyamalar aras1 farkliliklar1 dogru ve saglam sekilde yansitmasidir. Bu islemleri
ozellik tanimlamas olarak gerceklestiren en onemli algoritmalar ise, Olgek Degismez
Ozellik Déniisiimii (Scale Invariant Feature Transform, SIFT) ve Hizlandirilmis
Kararli Ozellikler (Speeded Up Robust Features, SURF) olarak adlandirilmaktadir
(Borovec ve digerleri, 2018).

(a) (b)
Sekil 17. H&E uygulanmis bir dokunun SURF ve SIFT algoritmalari uygulanmis halleri (a)
SURF; (b) SIFT (C. W. Wang ve digerleri, 2014)
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Olcek Degismez Ozellik Déniisiimii: Olcek Degismez Ozellik Déniisiimii (Scale
Invariant Feature Transform, SIFT) yontemi, Lowe tarafindan gecen yiizyilin sonunda
arastirtlmistir ve 6ncesinde kullanilan algoritmalar1 gelistirmek amaciyla da, goriintii
tizerinde sahip olunan ve yapilan islemler sonucu etkilenebilen 6teleme, aydinlatma,
dondiirme ve 6l¢eklendirme gibi faktorlere karst degismez olarak kalan bazi bolgelerin
belirlenmesini saglamaktadir (Lowe, 1999). Bu yonleriyle 6l¢ek degismezligine karsi
eksiklige, aydinlatma degisim hassasiyetine ve yansitma bozulmasina duyarliligina
karsin farkliligr ile daha 6nce kullanilan algoritmalara karsin daha kullanish olarak

goriilmektedir.

SIFT algoritmasi 6zellik tabanli bir uygulama olmasi sebebiyle, bu uygulamanin sahip
oldugu icerikteki siralama ile algoritma yliriitiilmektedir. Bu sebepten otiirii oncelikle
bu uygulamadaki ilk islem olarak anahtar noktalarinin veya kontrol noktalarinin tespit
edilmesidir. Bu noktalar igin de algoritma igerisinde farkli islemler ger¢ceklesmektedir.
Bu tarama islemleri sayesinde goriintii i¢erisindeki kenar ve kose gibi farkli noktalarda
olusabilecek sorunlar1 indirgemektedir. Gergeklesecek dort ana islem sirastyla 6lgek
boslugunda ekstremum noktalarin tespiti, anahtar noktalarinin yerinin belirlenmesi,
oryantasyon belirlenmesi ve anahtar noktalarinin tanimlanmasi olarak anilmaktadir

(Zhu ve digerleri, 2013).

Ekstremum noktalar matematiksel islemler igerisinde bilinen yerel maksimum ve
minimum noktalaridir. Bu islemler tiirevsel islemlerde grafigin yon degistirmesiyle
bulunmaktadir. ilk asama olan 6lgek boslugundaki ekstremum noktalarin tespiti
isleminde ise biraz daha farkli yontemler kullanilmaktadir. Oncelikle, alinan bir
goriintilye  evrisimli  Gauss filtresi, G(x,y,0), uygulanarak o6lgek alam

hesaplanmaktadir.

- x2+y? /202 ®)

G(x,y,0) = e

2mo?
L(x,y,0) = G(x,y,0) * I(x,y,0) (6)

Sonrasinda bu islem farkli 6l¢eklerdeki alanlara uygulanarak komsu Olcek alanlari
olusturulmaktadir ve iki komsu Olgek alani arasindaki fark veya Gauss’un Farki

(Difference of Gaussian, DoG) alinmaktadir.
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D(x,y,0) = (G(x,y,k o) — G(x,y,0)) * 1(x,¥) (7)

=L(x,y,ko)—L(x,y,0)

Bu islem, ortaya ¢ikan tiim sekiz komsu iizerinde uygulanarak yerel maksimum ve
yerel minimum noktalari bulunmaktadir ve bu noktalar anahtar nokta aday1 olarak

secilmektedir (Mahesh ve Subramanyam, 2012).

Ilk asamada birgok anahtar nokta aday1 segilmektedir. Ancak bu noktalarin tamami
anahtar nokta olacak kalibrede olmayabilmektedir. Ciinkii segilen bazi noktalar
giiriiltii ve 1s1ktan daha kolay etkilenebilmekte ve goriintiiyii bozabilmektedir. Zayif
noktalarin elenebilmesi igin Taylor serisi ad1 verilen matematiksel seriyle esik degeri
belirlenmesi sonrasi iki yonde gradyan alinmaktadir. Bu islemde sonug, gradyanin biri
biiyiik digerinin ufak olmasi durumunda kenar olarak, ikisinin de kiiglik olmasi

durumunda kdse olarak algilanmaktadir (Brown ve Lowe, 2013).

Yonelim belirlenmesi isleminde, 6zellik tanimlamasi islemi yapilirken meydana gelen
gradyan degisimlerinin yonlerine bakilarak baskin yon saptanmaktadir. Sahip olunan
bu yonelim goriintliniin dondiiriilme islemi icerisinde degismez olarak kalmasini
saglayarak konum bilgilerini agiga ¢ikarmaktadir. Sonrasinda gradyanlarda meydana
gelen yonelim hareketleri ile 360 derecelik 36 par¢adan histogram olusturulmakta ve

bu sayede anahtar noktalar belirlenebilmektedir (Gongalves ve digerleri, 2011).

Onceki asamalarda yapilan islemler sonrasinda, anahtar noktalarin bulunmasi
amaciyla yapilan yonelim hesaplamalari ve dondiiriilmeye karsi degismez ozellik
sergilenmesi sonrasi son iglem olarak, anahtar noktanin tanimlanmasi gerekmektedir.
[k asamada &nemli bir nokta olarak dénme degismezIigi ile saglanan koordinasyon
islemi sonrasi, 8*8 bir matris icerisindeki matristen gradyanlar ile her pikselde
meydana gelen yonelimler alinarak ortada bir Gauss islem merkezi olusturmaktadir.
Daha sonrasinda ilk matrisin sahip oldugu her bir gradyan yonelimlerinin daha rahat
koordine edilmesi amaciyla ikiye boliinerek, 4x4 alt penceresinde incelenmektedir.
Ozet olarak 8 ydnden olusan ve 2x2 toplam 4 pargadan olusan bir kilit nokta ortaya
cikmaktadir (Ma ve digerleri, 2017).

Hizlandirilmis Kararh Ozellikler Algoritmasi: Hizlandirlmis Kararli Ozellik

(Speeded Up Robust Features, SURF) yontemi isminden anlasabilecegi lizere, Hessian
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matrisinden temel alinarak tasarlanan ve SIFT yontemine gore birkag farkli islemden
gecirilerek daha hizli hale getirilmis versiyonudur ve bu islemleri goriintii kalitesinde

bir diisiis yasanmadan gergeklestirmektedir (Bay ve digerleri , 2006).

Genel olarak SIFT benzer temel ilkelere dayansa da, SURF isleminde farkli detaylar
hakim olmaktadir. Nokta tespiti, 6zellik tanimlama gibi ana islemler burada da yer
almaktadir. Ancak uygulanma konusunda farkliliklar igermektedir. Goriintii
matrisinde ilk islemler sirasinda kullanilan DoG metodu yerine kare filtreme ve
integral gorlintii uygulanarak daha net bir islem gerg¢eklesmektedir ancak bastaki

Gauss filtreleme islemi ayni sekilde uygulanmaktadir (Patel, Patel ve Holia, 2015).

o= 16 ©

i=0 j=0
SIFT islemine baglarken goriintli matrisine Gauss islemi uygulanmakta ancak burada,
Gaussyen’in Laplasyen’i (Laplacian of Gaussian, LoG) ile ikinci dereceden Gauss

tirevleri ile x noktasindaki bir Hessian matrisi olusturulmaktadir.

_ Lxx (X, O-) ny (X, 0) (5)
H = [ny (x,0) Lyy(x, 0)]

Bu islem sonrasi, son denklemde belirtilen matrisin determinant1 ile benzer bir sekilde
bir¢cok ekstremum noktalar1 seklinde anahtar noktalar elde edilmektedir. Bu islem
sonrasinda maksimum olmayan noktalar1 zayif noktalarin elenebilmesi amaciyla, 9x9
bir matris d6lcek o degerini 1.2 alarak farkli katmanlardaki ve farkli boyutlardaki
filtrelere 3x3x3 seklinde bakilarak, 26 komsu ile karsilastirilip bakildiktan sonra
degerler biiyiik veya kii¢ciik olmasina gore 6zellik noktasi olarak kabul edilmektedir

(Durgam ve digerleri, 2016).

Yonelim belirlenmesi isleminde, 6zellik tabanli uygulamalarda oldugu lizere donme
degismezliginin saglanabilmesi amaciyla farkli bir islem uygulanmaktadir. Haar
isleminin ilk agamasinda bulunan noktalarin ¢evresinde komsu bolgeleri kapsayacak
bir alan i¢inde 4x4 boyutunda bir matrisle 60 derecelik bir agiyla dalgaciklar
olusturulmaktadir ve gelen yanitlardan (gradyan hesaplamasina benzer sekilde)
maksimum noktalarin  yonelim belirlenmesinin  bulunmas1  saglanmaktadir.
Devaminda, 20x20 bir matris, 4x4 matris ile bolinmektedir. Olusan Haar

dalgaciklarinin cevaplariin toplami da 2x2 seklinde, x ve y koordinatlarinda dagilim
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gostermektedir ve sonug olarak da, 4x4x4 seklinde her noktada 64 boyutlu tanimlama
ozelligi igermektedir (T. Zhang ve digerleri , 2020). Bu sayede anahtar noktalar tespit

edilmektedir.

Yogunluk tabanli yapilan islemler, IC islemlerinin icerisinde kullanilan 6nemli
yontemlerden biridir. Bu yontem igerisinde, kullanilan igslemler 6zellik tabanli islemler
benzer islemler de igerse de, temel goriintiiniin ele alinmasi agisindan farkli 6zellikler
barindirmaktadir. Yogunluk tabanli islemler, alinan iki goriintiiniin doniistiirilmeden
once yapilan islemlerinde sahip oldugu piksel yogunluk degerlerine odaklanmakta ve
bu yiizden de benzerlik dl¢iisiiniin alinmasi kismi bu doniisiim isleminde 6nemli bir
yer tutmaktadir (Kim ve Fessler, 2004). islemlere bakilacak olunursa, oncelikle
belirtildigi gibi Oncelikle pikselin yogunluk degeri hesaplanmaktadir. Bu hesap
yapilirken yogunluk farklarimin derecelerini hesaplayarak en aza indirilmesi
amaclanmakta ve bu islem yapilirken yogunluk degeri tespitinde, korelasyon
hesaplamasi yontemi ile metrik degeri atanmaktadir (Papademetris ve digerleri, 2004).
Sonrasinda, goriintiilerin  tam hali veya alt kiimesi halinde goriintiiler
olusturulmaktadir. Sonrasinda metrik degerinin dogrulugu hesaplanmaktadir. Bunun
i¢in de yinelenen (iterative) optimizasyon degeri atanmakta ve fazla tekrar ile metrik
degerin benzerlik oraninin ayarlanmasi saglanmaktadir. Uygulanacak dontigiim tipi ile
birlikte hareket eden (genellikle yanlis hizalanmig) goriintii ve sabit (referarans
alincak) goriintii arasindaki anahtar noktalarinin tespiti saglanmaktadir. Ek olarak
doniislim matrisi iizerinde, noktalarin yerinin tespiti amaciyla interpolasyon teknigi
uygulanmaktadir. Bu teknik ile farkli noktalarin dagilimi tahmini amag¢lanmaktadir.
Bu islem sonrasinda, hata oraninin da tespiti amaciyla, aynt modelleme sayisina sahip
goriintiilerde Ortalama Karekék Sapmasi (Root Mean Square Error, RMSE)
hesaplamasi da yapilabilmektedir. Bu islem noktalarda ortaya ¢ikan benzerlik orani
tespit edilerek, noktalarin kolayca ayirt edilmesini saglamaktadir (Klein ve digerleri,
2010). Yapilan doniisiim sonrasinda, goriintiiler karsilastiriimakta ve metrik degeri
hesaplanmaktadir. Maksimum yineleme sayisina ulasildiginda ve optimizasyon
degerlerinde de sikint1 olmadig1 goriildiigiinde islem sona ermektedir. Bu islemin 6zet

hali Sekil 18’de gosterilmistir.

IC islemi igerisinde karsilastirma yapildigindan sabit ve dondiiriilmiis olarak farkli

goriintiilerden yararlanilmaktadir. Bu sebepten dolayi, goriintiiler aym1 veya farkl
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sensorlerden alinarak sirasiyla, tekli (mono-modality) ve g¢oklu (multi-modality)
modelleme islemini seklinde sik¢a kullanilmaktadir. Bu islem geometrik, 6zellik ve
yogunluk tabanli doniisiim tiplerinin icerisinde yer almaktadir. Cilinkii ana islem
konusu goriintii oldugundan, temel doniistimlere girilmeden 6nce modelleme tiirii

belirtilerek isleme giris yapilmakta ve buna gore 6zellik noktalart belirlenmektedir.

Baglangic . == )
Ik dondsBm ik hareket eden .
Dontigiim tipi matrisi gérunts Sabit gdriinti
- e Sonug: Déniigtirilmiy
Gorinti Bilineer hareket eden g&riintii Metrik
dontigimi interpolasyon :
Sonug:
Metrik degeri
Optimize
edici %
Hayir
= Dur?
Sonug: Yeni transformasyon matrisi \
Evet
Son

Cakigtirslmig gSriints

Sekil 18. Yogunluk tabanl otomatik imge ¢akistirma yontemi algoritmasi (“Intensity-Based
Automatic Image Registration - MATLAB & Simulink”,
https://www.mathworks.com/help/images/intensity-based-automatic-image-

registration.html)

2.2.3. Yontemlerin Tezde Kullanim
Yukarida belirtilen SIFT ve SURF yontemlerinin deneyde kullanilmasi geregince
yapilan islemler kisaca burada anlatilmaktadir. Genel detaylar deneysel g¢alisma
kisminda anlatilacaktir. Ana algoritma oldugu gibi burada da MATLAB® programi ve

zaman zaman Python programlama dili kullanilmastir.

Oncelikle H&E ve FISH yontemiyle elde edilmis ve DAPI, FITC ve TR boyama
teknikleri uygulanmis WSI parcalari, algoritmalarin kullanilacagi bilgisayara
aktarilmistir. Daha sonra bilgisayardaki goriintiiler ile 6nce algoritmalarin igerisinde
kullanilan dondiirme, kesme, bulaniklagtirma, 6teleme gibi farkli algoritmalar ile teker
teker denenmistir. Bu algoritmalar icin, MATLAB® icerisindeki hazir kodlar

uygulanmistir. Elde edilmis goriintiiler, ayn1 klasor icerisinde tutularak, programin
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calistirlmas1 saglanmistir. Sonug olarak, IC islemleri algoritmadan bagimsiz bir
sekilde diizgiin calistirilmistir. Bu islemler sonrasinda, dahili IC MATLAB®
uygulamalar1 kullanilarak SURF islemi gerceklestirilmistir. SIFT uygulamasi, dahili
olarak MATLAB® ’da bulunmadigindan ayrica islemler kodlar yazilarak denenmistir.
Islemlerin karsilikli denenmesi amaciyla Python programlama dili igerisinde denenmis
ve burada kaynak olarak OpenCV kiitiiphanesinin igerdigi kodlar ile SIFT, SURF ve
MSER islemleri uygulanmistir. Sonu¢ olarak c¢ikan resimler karsilastirilmis ve
birbirine yakin eslesmeler gozlemlenmistir. Deneme sonrasinda hazirlanan ana
algoritmalar ile uygulanan eslestirilen referans resimler ve kaynak resimler ile ¢alisma

gercgeklestirilmis ve sonuglar elde edilmistir.

MATLAB® uygulamasinin igerisinde yazilan SIFT, SURF ve MSER uygulamalari
sonucunda, doniisiim matrisleri ile birlikte cakistirma islemleri gerceklestirilmistir. Ek
olarak, cakistirma ama¢li H&E ve FISH goriintiileri igerisinden belli bir kisim
kirpilarak ve kontrol noktalar1 isaretlenerek bes adet veri seti olusturulmustur. Cikan
her bir veri seti icerisinden hata orani1 hesaplanarak, diger doniisiim islemlerinden
farkl1 olarak uygulanan MATLAB® islemiyle, RMSE oran1 hesaplanmistir. Son olarak
da, goriintiilerin ¢akistirilmamasi durumunda ortaya ¢ikacak sonucun goriilmesi
amaciyla bir uygulama hazirlanmis ve degerlerin arttirilmasi ve azaltilmasiyla birlikte

H&E ve FISH degerleri transparan bir sekilde gozlemlenmistir.
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3. SONUC

Algoritmalarin ¢alismasi i¢in ARGENIT firmasindan temin edilen H&E ve FISH
goriintiisiinden parcalar c¢ikartilmistir. 1ki adet yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintii
parcalanarak 10 farkli goOriintii tiiretilmistir. Bu gorintiiller H&E ve FISH
goriintiilerinin ¢akistirilmasi i¢in kullanilmistir. Algoritmalar ilk olarak 10 adet H&E
goriintiisii lizerinden test edilmistir. Bu imgelerden farkli alt imgeler ¢ikartilmis ve

algoritmalarin bunlar1 sorunsuz olarak bulmasi beklenmistir.

Sekil 19. 2854x2891 ¢oziiniirliigiinde, sirasiyla H&E ve FISH goriintiileri

Yiiksek ¢oziiniirliikte elde edilmis H&E ve FISH goriintiilerinin renk tonlari1 6rnek
olarak Sekil 19’da gosterildigi gibi ve tezin igerisinde anlatildig: tizere goriilmektedir.
Ayrica buradaki FISH goriintiisiinde DAPI boyasi kullanilmaktadir ve rengi mavi

tonlarindadir.

Elde edilen goriintiiler FISH goriintiileri ile ¢akistirilmadan 6nce baz1 denemelerden
gecirilmistir ve bu sayede yazilan algoritmanin net ¢alistirilmas1 amaglanmistir. Bu
islemler i¢in Oncesinde de bazi On islemlerden geg¢irilmistir. Alinan goriintiiler
oncelikle basit bir goriintii normallestirme isleminden gegirilmis ve fazlalik yaratan
gorlntiiler diizenlenmistir. Ayrica algoritma igerisinde de goriilecegi iizere goriintii
sirastyla; oncesinde gri 6lgekli goriintiiye ¢evrilmis, medyan filtresi ve gauss filtresi
uygulanarak diizenlenmistir. Sonrasinda ise varsa kenar noktalarinin diizeltilmesi

amaciyla islem yapilmistir. Uygulanan bu filtreler, goriintiiler iizerindeki boya
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kaymasint ve varsa giriiltilleri azaltarak hata oranin1 diistirmek amaciyla

diizenlenmistir.

Yapilan tiim 6n islemler sonrasinda H&E goriintiileri, temel islemler 6ncesi testlere

tabi tutulmustur.

3.1. H&E Goriintiileri Uzerinden Algoritmalarin Testi
On islem sonrasinda elde edilen RGB H&E gériintiileri, doniisiim ve diger islemlerin
yapilabilmesi amaciyla gri alan goriintiisiine cevrilmistir. Cevrilen bu gorilintiiler
tizerinde islem islemler i¢in bir doniisiim matrisi olusturulmasi gerekmektedir. Bu 3x3
matrisin degerleri “a,b,c,d,e.f,g,h,i” olarak dncesinden tanimlanmistir. “a,e,i” kosegen
elemanlar1 “1” degerinden olusmaktadir. Kdsegenin iistiinde kalan “c,f” elemanlar
“0” ve altinda kalan “g,h” elemanlarina ise, (degerleri degisebilecek sekilde) sirasiyla
“200,300” degerleri atanmistir. Ancak burada daha olan 6nemli olan kisim “b,d”
degerleridir. Bu elemanlara verilecek degerler ile gerdirme degerleri atanmaktadir.
Test amaciyla yapilan islemlerde de, goriintii lizerinde farkli sonuglar i¢in farkli
degerler kullanilmistir. Sonrasinda ise, olusturulan doniisiim matrisi {lizerinde
uygulamak iizere yapilan doniisim islemi olarak afin dontsimi islemi de
uygulanmustir. Icinde yapilan déndiirme, Steleme, 6lcekleme ve kaydirma islemleri
igermesi ile denenmektedir. Yapilan islem sonrasinda, goriintiiye yamultma (warping)
ve kodun i¢inde verilen degerle (dondiirme agis1) birlikte goriintii dondiiriilmektedir.
Bu goriintiilerin orijinal halleri, farkli degerler ile yukarda anlatilan islemlere gore
atanan degerler ve sonrasinda ortaya c¢ikan son goriintii Sekil 20°de agikca

gosterilmistir. Bu islemler i¢in, ilk dort goriintii tizerinden denemeler yapilmustir.
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Sabit Gorinti Déniistiirilmiis Gorinti ~ Uygulanan Doniisiim
' 2 X ve Y yoniinde 0.2
oraninda gerdirme 43

derece dondirme

X ve Y yoniinde 0.2
oraninda gerdirme
135 derece dondirme

X ve Y yoniinde 0.1
oraninda gerdirme
135 derece dondirme

X ve Y yoniinde 0.2
oraninda gerdirme
155 derece dondirme

Sekil 20. Dort ayr1 H&E goriintiisii {izerinde yapilan goriintii doniisiimleri (detaylar yaninda

agiklanmigtir)

Elde edilen doniisiim sonuglarina gore olusan dort goriintii ve sonuglart ile SIFT,

SURF ve MSER doniisiimleri uygulanmasi sonrasi, anahtar noktalar bulunup
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cakistirilmistir.

Oncelikle noktalarin eslesebilmesi icin iKi resmin uzaysal boyutlar1 diizenlemektedir.
Sonrasinda her doniisiim islemi (SIFT, SURF ve MSER) igerisinde, referans ve sonug
gorintiileri i¢in esik degeri, taranacak alanin biiyiikliigii ve en yiiksek varyasyon degeri
gibi degerler ile ayarlanmaktadir. Bu degerler her doniisiim islemi i¢in aynidir. Bu
islemler i¢in “try-catch fonksiyonu kullanilmistir ve sonug¢ olumsuz geldiginde sifirlar

(zero) matrisi olusturulmustur.

Sekillerde ilk sirada referans ve sonug¢ goriintiisii gri alan seklinde verilmistir. Diger
iki satirlarda verilen goriintiiler ise SIFT, SURF ve MSER islemlerinin uygulanmasi
sonrasinda ortaya ¢ikan goriintiileridir. Sonuglarda pembe noktalar, doniisiim
isleminin uygulandig1 noktalar1 gostermektedir. Yesil yerler ise ayni noktalarin
uyusmalarini géstermektedir. Komple siyah kalan noktalar algoritma ile olusturulan
doniistimlerde anahtar noktalarin olusmamasi sonrasinda, siyah olarak kaldigini
gostermektedir. Bu durum Sekil 21°’de MSER doniisiimiinde ve Sekil 24’de SURF
doniisiimiinde goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore de, hi¢ bir pikselde anahtar

nokta yakalanamadig1 ve bu sebepten 6tiirii de net bir eslesme goriilememistir.

Sekil 21’de SURF, Sekil 22’de SURF ve MSER, Sekil 23 ve Sekil 24’te ise MSER
doniisiimiinde goriilen kayma islemi sonucunda, olusan uzaysal goriintiiniin yesil
noktada farklar1 goriintiillemeye calistigi ve pembe noktalarin da doniisiim uygulayarak
eslestirilmeye calisildigi goriilmiistiir. Ancak goriintiiden anlasilacagi lizere bu

noktalar iist liste gelememis ve saglikli bir eslesme islemi gergeklestirilememistir.
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Sabit Goriintii Doniistirilmily Gorinti

MSER

Sekil 21. 1 Numarali gorselin algoritmalar ile testi
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Sekil 22. 2 Numarali gorselin algoritmalar ile testi
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Sabit Goriinti Dénigtirilmiy Gorinti

Sekil 23. 3 Numarali gorselin algoritmalar ile testi
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Sabit Goriintd

Sekil 24. 4 Numarali gorselin algoritmalar ile testi
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3.2. H&E ve FISH Gériintiilerinin Eslestirilmesi
H&E ile kullanilan algoritmalar ile yapilan ilk islemlerde ortaya ¢ikan sonug Sekil
25’te goruldigt gibidir. SIFT, SURF ve MSER islemleri sonrasinda pembe nokta
bulanamamis ve bu sebepten Otiirii anahtar nokta bulunamayarak eslesme
saglanamamistir. Islem sadece, yesil zemin noktalarinin belirlenmesi ile karsilastirma
yapilamadan sonu¢lanmistir. Sonrasinda, olumsuz sonuglar veren algoritmanin
tizerine farkli islemler eklenmistir. Diizenlenen algoritmada, yogunluk bazli doniistim
islemi ele alinmis ve goriintiilerin farkli sensorlerden, farkli parlakliklar ile alinmis
olmasi sebebiyle de ¢ok modelli islem kullanilmistir. Bu ayarlardan sonra, afin
doniisiimii ile ii¢ ayr1 goriintii ¢akistirmasi uygulanmstir. ilkinde bir degisiklik
yapilmadan ayn1 degerlerde, ikincisinde baslangi¢ yaricapr ayarlamasi yapilmis ve
liclinciisiinde ise maksimum Oteleme sayisi arttirilmistir. Bu goriintiiler tekil olarak
incelenmistir. En son olarak da, geometrik doniisiim islemi kat1 olarak ve afin olarak
uygulanmistir. Sekil 26’da gortildigi gibi, cakisma islemi i¢in goriintiilerin biiyiik bir
kisminda, yesil ve pembe noktalarin iist iiste geldigi gézlemlenmistir. Tam goriintii
olarak yapilan islemde, goriintiilerin benzer biiyiikliikte ve yakin alanlari taramasi

sebebiyle eslesme oraninin yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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FISH Goriintisi

MSER

Sekil 25. H&E sabit goriintiisii ve FISH goriintiisii algoritmalar ile denenmesi
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FISH Gonintiist

Sekil 26. H&E sabit goriintiisii ve FISH goriintiisii eklenmis algoritmalar ile uygulanmasi
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3.3. Hata Oranin Hesaplanmasi ve Karsilastirmas: Islemi
Yapilan islemde, daha oOnceki goriintilerden farkli H&E ve FISH goriintiileri
kullanilmistir. Bu goriintiiler ile birlikte ¢alistirilan kod igerisinde, kaydirilmamis bir
sekildedirler. Ancak sonrasinda FISH goriintiisii, daha iyi bir karsilastirilma amaciyla
bes derece dondiiriilmiistiir. Sonrasinda iki goriintiiniin de belirlenen alanlarinin
cakistirilmas1 ve doktorlar veya patologlar tarafindan daha rahat incelenebilmesi
amactyla kirpma fonksiyonu ile secilmistir. Sonrasinda segilen goriintiilerin
yakinlastirilmasi ardindan, kontrol noktalar1t manuel olarak se¢ilmistir. Burada yapilan
islemin amaci, belirlenen her bdlge ve nokta i¢in veri seti olusturmaktir. Bu islem
sirasinda alinan her noktanin koordinatlart kayit altina alinmistir. Ek olarak, bu iglem
FISH goriintiisiiniin her seferinde dondiirtilmesi amaciyla bir dongii olusturularak
yapilmistir. Sekil 27°de 6rnek olarak gosterilen veri setinden bes adet olusturulmasi
saglanmistir ve igerisinde secilen goriintiiler ile birlikte secilen kontrol noktalarinin
koordinatlarin1 igeren dosyalar da bulunmaktadir. Veri seti sayisi da istege gore

arttirllabilmektedir.

;,

A_HEpng AHEt FS1png FS1.ixt FS2.png FS2.txt FS3.png FS3.xt

Sekil 27. Olusturulmus 6rnek veri seti

Olusturulan veri setleri, yazilan kod tizerinde ¢alistirilmistir. Numaralandirilan veri
setleri sirayla uygulama igerisinde ¢agirilmistir. Sonrasinda, atanmasi amaciyla bos
RMSE matrisi olusturulmustur. Bir “for” dongiisii olusturularak, igerisinde gri alana
gevirme islemi H&E goriintiisii ve sahip oldugu koyu tonlar sebebiyle, FISH
goriintiistiniin - gri  alan isleminin 255’ten ¢ikartilmas:t ile gri tonda imgesi
olusturulmustur. Ek olarak iizerlerine medyan filtreleme islemi uygulanarak,
gorlntiiler temizlenmistir. Sonrasinda modelleme tipi ¢oklu olarak belirlenerek,
doniisiim matrisi olusturulmustur. Kullanilan goriintiilerin tiim bu islemler sonrasinda
ne kadar hata ile cakistigin1 belirlemek amaciyla, olusturulan matris i¢in yeri degisen
noktalarin hata oran1 olarak RMSE degerleri atanmistir. Goriintiilerde belirlenen
kontrol noktalarinin koordinatlar1 doniisiim 6ncesinde ve sonrasinda karsilastirarak,

islem bitiminde o noktalarin yarigap igerisinde nerede olduguna bakilarak hata oranlari
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hesaplanmistir. Sirastyla tiim veri setlerinden elde edilen sonuclar RMSE oranlari ile

birlikte; Sekil 28, Sekil 29, Sekil 30, Sekil 31 ve Sekil 32°de gosterilmistir.

Manuel olarak g6z karar ile belirlenen kontrol noktalar: ile yapilan bu islemler
sonrasinda meydana gelen sonuglarda bircok farkli sonu¢ gdzlemlenmistir. Kendi
icerisinde dondiirtilerek yapilan her bir veri setinde, olusturulan her bir alanla
karsilagtirillmistir. Sekil 28’de ¢ikan sonuglarda, segilen noktalar ile birlikte elde edilen
noktalarin boyali alanin kdse noktalarindan segilmesi sebebiyle diisiik oranda hata
oranina sahip oldugu gozlemlenmistir. Sekil 29°da veya ikinci veri setindeki
sonuclarda, genis alan yayilarak yapilan bu secilim yapilmis ve kontrol noktas1 olarak
kivrim noktalar se¢ilmistir. Kontrol noktalarinin genis alanda birgok yerde eslestigi
ve H&E goriintiisii ile eslesme oraninda hata oraninin ¢ok daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Sekil 30’a bakildiginda, ticilincii veri setindeki goriintiilerin yine genis
alana yayildig1 goriillmektedir. Ancak ikinci veri setinin aksine, kontrol noktalarinin

secildigi biikiim noktalarinin yonii sebebiyle hata orani ¢ok yiiksek ¢ikmistir.

(a) (b) (c)

Sekil 28. Birinci veri seti eslesme sonuglari. Sirastyla RMSE oranlari: 21.32, 22.62, 18.90

Sekil 31°de elde edilen veri setiyle yapilan islemlere gore, dikey uzun alanda ve ¢ok
da yiiksek olmayan oranlarda, ilk ikisi orta seviyede olmak iizere orta derecede hatayla
eslestirilmistir. Uglincli degerin yiiksek olma sebebi olarak dikey alanda diger
goriintlilere gére daha yiiksek alanda eslestirme yapmaya caligsmasi sebebiyle, yiiksek
eslesmeme orani1 goriilmiistiir. Son olarak Sekil 32 incelendiginde, cok yiiksek

olmayan giris seviyesindeki hatalarla cakistirildig1 goriilmiistiir. En ve boy oranlarinin
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ve bakis yonlerinin H&E ve FISH goriintiilerinde benzer olmasinin bunda etkin oldugu
anlasilmaktadir. Diger kodlarda yapilan SIFT, SURF ve MSER islemleri ve bu
islemlerden alinan farkli sonuglar sebebiyle, bu kod igerisinde bu doniisiim
uygulamalar1 kullanilmamistir. Bu kod igerisinde, MATLAB® uygulamasinin
igerisinde bulunan “Mattes mutual information metric configuration” isleminden
yararlanilmigtir (“Mattes mutual information metric configuration - MATLAB”,
https://www.mathworks.com/help/images/ref/registration.metric.mattesmutualinform

ation.html).

Sekil 29. Ikinci veri seti eslesme sonuglari. Sirastyla RMSE oranlari: 7.81, 18.31, 9.73
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Sekil 30. Ugiincii veri seti eslesme sonuglar1. Sirastyla RMSE oranlart: 133.45, 134.58,
131.76

63



@ (b) (©

Sekil 31. Dordiincii veri seti eslesme sonuglari. Sirasiyla RMSE oranlari: 45.75, 64.28,
186.48

(@) () (©
Sekil 32. Besinci veri seti eslesme sonuglari. Sirasiyla RMSE oranlari: 36.82, 34.05, 32.37

Karsilastirma Islemi: lk olarak uygulanan algoritmalardan alman sonuglar
sonrasinda, her goriintiiniin tek tek ele alinip, istenilen belirli bir bolge disinda tiim
imgenin eslestirildigi goriilmiistiir. Bu durumun diizeltilmesi ve yalnizca belli bir
bolgenin (doktorun veya patologun gormek istedigi bolgenin) incelenebilmesi
amaciyla yazilan kod ile diizenlenmistir. Bu sebeple ilk islemin yapildigi doku
goriintlilerinden farkli pargalar kullanilarak, ayni1 bolgeden iki farkli H&E ve FISH
boyali doku pargalar1 alinmistir. Algoritmanin diizgiin calisabilmesi ve giinliik
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kullanimda meydana gelebilecek kayma vb. durumlarda nasil ¢alistigin1 daha iyi
gbzlemlemek amaciyla, FISH goriintiisii iizerinde kaydirma islemi uygulanmistir. Bu
gorlntiiler sirasiyla Sekil 33’{in igerisinde gdsterilmistir. Sonrasinda bu goriintiiler
tizerinde ¢akistirma yapilmasi amaciyla, kirpma (crop) fonksiyonu kullanilarak belirli
Sekil 34’te goriildiigii gibi, bir bdlgenin secilmesi saglanmistir. Sonrasinda bu
boliimlere medyan ve gauss filtreleri uygulanarak, koyu renkteki FISH goriintiisii ile
daha rahat karsilagtirma yapilabilmesi icin gri alana ¢evirme islemi uygulanmistir.
Secilen alanin, boyanmis dokunun kdse noktalarindan sec¢ilmesine 6zen gosterilmistir.
Ciinkii orta kisimlardan alinan goriintiilerin ¢ogunun, net bir eslesme gostermedigi

gbzlemlenmistir.

Bir onceki algoritmadaki islemlere benzer sekilde imgeler, sabit ve dondiiriilmiis
goriintli olarak isimlendirilip tekrar optimizasyon islemleri ve tekrar etme sayilari
(iterations) gibi iglemlerden gecirilmis ve sonrasinda karsilagtirilmistir. Ancak
buradaki islemlere ek olarak, ¢akistirmanin yapilmasi ve yapilmamasi durumundaki
farklar igin Grafiksel Kullanici Arayiizii (Graphical User Interface, GUI) bir
goriiniirliik oraniyla birlikte kaydirma butonuyla birlikte hazirlanmis ve cakigmalar net
bir sekilde gosterilmistir. Sekil 34°{in eslesme durumunu gosteren Sekil 35°te durum
gozlemlenmistir. Eslesme 6ncesinde kaymis sekilde olan doniim noktalarinin ¢cakisma
sonrasinda nasil tam olarak cakistig1 goriilmektedir. Sonrasinda Sekil 36°da bir ug
noktada yapilan islemde dairesel hatlara sahip goriintiilerin eslesmesinde, Sekil 37°de
goriildiigii lizere FISH gOriintiisiiniin alaninin asagida olmasina ragmen, gerekli
islemler sonrasinda ¢cakisma amaciyla H&E imgesinin iizerine geldigi goriilmiistiir.
Sekil 38’de alinan bir kenar goriintiisiine bakildiginda sahip oldugu ¢ikintilar sebebiyle
zor bir eslesme islemi oldugu gortilmektedir. Ek olarak, FISH goriintiisiiniin de sahip
oldugu ag1 ve secilen alanin daha genis secilmesi sebebiyle islem zorlasmaktadir.
Ancak yapilan cakistirma islemi sonrasinda, Sekil 39°da goriildiigli gibi imgelerin

diizgiin bir sekilde eslestigi gbzlemlenmistir.

Son olarak algoritmaya, bir onceki islemler ile karsilastirilmas: amaciyla SIFT
boliimiinde bulunan kodlar da eklenerek gri alanda karsilagtirilmistirlar. Ancak islemin
sonucuna bakildiginda, Sekil 40’tan da anlasilacag: iizere yukaridaki uygulamanin
aksine, diizgiin bir eslesme goriilememis ve eksenler sadece kaydirilmis ve islenmis

halde kalmstir.
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Sekil 33. 4712x7537 ¢ozliniirliigiinde sirasiyla H&E goriintiisii, sabit FISH goriintiisii ve 5°

dondiirtilmiis hali

Sekil 34. H&E (solda) ve FISH (sagda) goriintiilerinden istenen noktalarin benzer boyutlarda

boyanmis goriintiiniin ortasindan kesilmesi ve ¢cakistirma
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Sekil 36. H&E (solda) ve FISH (sagda) goriintiilerinin boyasinin u¢ noktasindan alinan ve

dairesel hatlara sahip goriintiiler
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Sekil 38. H&E (solda) ve FISH (sagda) goriintiilerinin alindigi ¢ikinti igeren kenar goriintiisii
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Sekil 40. Sirastyla Sekil 35 (istte) ve Sekil 37'nin (altta) gri alan SIFT (sagda) eslesme

goriintiileri
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4. TARTISMA

Bu c¢alisma, histopatolojik yontemlerle elde edilen patolojik goriintiilerin
incelenmesinde farkli boyama yontemlerinin beraber kullanilmasi sonucunda,
hastaliklarin patologlarin tarafindan hizli tespit edilmesi ve doktorlar i¢in tani
siirelerinin azaltilmas1 amaciyla yapilmistir. Ayrica nano diizeyde yapilan bu genetik
aragtirmalarin, ayn biiyiikliikkte yapilacak gelecek caligmalara yardimci olabilecegi
distiniilmistiir. Bu amaglarla H&E ve FISH yontemleri, SIFT, SURF ve MSER gibi
farkli IC yontemleri ile birlikte kullanilmistir.

H&E yontemi, her ne kadar yiiksek dogruluk oraniyla genis anlamda altin standart
boyama yontemi olarak kullanilsa da, bazi noktalarda tek basina kullanimi yeterli
kalmamaktadir. Bu sebepten FISH gibi bir¢cok ek boyama yontemi denenmis ve birgok

farkli yontemin birlikte kullanilmas: literatiirde yer almistir.

Boyalarin birlikte kullanilmalar1 kisminda patologlarin incelemesi dnemli bir yer
almaktadir. Ancak, tekil islemlerde dahi insan hatasinin oran1 diisiiniildiigiinde, iki ayr1
boyanin eslestirilerek kullanilmasi sonucunda yapilacak islemler, daha biiyiik
sikintilara yol acabilmektedir. Bu sebepten otiirli, bu ¢alismada kullamlan IC

cakistirma yontemleri, dijital ortamda bilgisayar destekli olarak yapilmaktadir.

Bu ¢alismada, ARGENIT firmasindan elde edilen yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler
dijital ortamda, WSI seklinde bulunmaktadir. Par¢ca parca alinan H&E ve FISH
goriintilileri ile ana isleme ge¢gmeden Once, ayri ayr1 ve beraber deneme islemleri
yapilmistir. Yazilan algoritmada SIFT, SURF ve MSER adli ii¢ farkli doniisiim islemi
yapilmistir. Bu islemlerden once ilk asamada dondiirme, Gteleme, Olgekleme ve
kaydirma islemleri ile afin doniislimii islemi ve goriintiiye yamultma (warping)
islemleri H&E goriintiilerine uygulanmistir. Sonrasinda bu goriintiiler ile yapilan
SIFT, SURF ve MSER yontemleri bakilan sekillerde, anahtar noktalarin eslesmedigi
veya diisiik kaldigi ve bazi goriintiilerin ise eslesmeyecek sekilde yamuldugu
gozlemlenmistir. Bunun sonrasinda H&E ve FISH eslesmesinde de ayni sonuglarin
alinmasi ile birlikte, farkli islemler eklenmis. Sonug olarak da, yogunluk bazli ve
geometrik bazli afin islemleri ile Steleme miktar1 ve baslangic yarigap1 degerleri

degistirilerek goriintiiler eslestirilebilmistir. Bu sayede eslesme oraninin da arttig1 ve
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genel anlamda da SIFT algoritmasinin daha yiiksek basart ile ¢alistig1 gézlemlenmistir.

Sonradan yazilan kod ile birlikte, doktorlara ve patologlara yardimei olmasi agisindan
belirli bir bdlgenin segilebilmesi amaciyla kirpma islemi ile alan segilmesi
saglanmistir. Filtreleme ve gri alana doniistiirme gibi islemler uygulanmistir.
Hazirlanan veri seti ile birlikte bakilan RMSE sonuglari ile eslesmedeki hata oranlari
karsilastirilmistir. Segilen alanmin biiytikliigiine, alanin bakig yoOniine ve secilen
noktalarin konumuna gore farkli sonuglar gdzlemlenmistir. ilk olarak segilen alanin
tizerinde etkisi az oldugu goriildiiyse de, kontrol noktalarinin se¢ilmesindeki manuel
islemler iizerinde etkisinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu segme islemleri, ilk
olarak H&E {iizerinde yapildiktan sonra otomatik olarak FISH iizerinde ayarlanmasi,

gelecekteki arastirmalarda daha net sonuglar alinmasini saglayacaktir.

Son olarak yazilan ek kod ile birlikte, benzer sekilde kirpma islemi uygulanmis ve
belirli bir alan segilmistir. Sonrasinda hazirlanan GUI koduyla birlikte, ilk kod ile
benzer islemler uygulandiktan sonra goriintiilerin ¢akisma 6ncesi ve sonrast durumlari
karsilagtirilmistir.  Aliman sonuglarin  belirli  bir bdlgenin incelenmesi ig¢in
hazirlanmasinda, daha net tan1 konmasi agisindan daha yararl oldugu ve ¢akistirma
islemi olmadan yapilan karsilastirma islemlerinin hatali sonuglara yol agabilecegi
gozlemlenmistir. Ayrica, karsilagtirma yapilirken H&E ve FISH goriintiilerinden
secilen alanlarin, boyali dokunun ortasindan secildiginde hata vermesi olasiligy,

algoritmanin gelistirilebilecegi yerler arasinda goriilmiistiir.

llerleyen calismalarda bu gériintiilerin, iterasyon oranmin veya farkli i¢ degerlerin
degistirilmesiyle basar1 orani arttirilabilir. Ayrica gelecekte SIFT, SURF ve MSER
gibi farkli doniisiim algoritmalar1 kullanilarak basar1 orani gozlemlenebilir. Bu tarz
uygulamalarda burada belirtilen kodlardaki gibi manuel seg¢ilim yapilmasi yerine
otomatik olarak yapilmasi i¢in, farkli derin 6grenme yontemleri uygulanabilir. Bu

islemler hata oranini azaltip daha net tanilar konmasini saglayabilir.
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EKLER

EK-1. FISH Boyama Tipleri Ve Kullanim Amaglar1 (Ratan ve digerleri, 2017)

Numara FISH Tipleri Kullanim amaglari

1 Alpha (1cen), classical Sperm hiicrelerinde meydana gelen
(klasik) (1912) ve midi kromozomlardaki yapisal ve sayisal
(1p36.3) kromozom 1 saptanmasi
uydulant ile FISH (ACM-

FISH)
2 ArmFISH M-FISH 42 renk iceren varyanti olan
boyama, kromozomdaki uzun Kollardaki
(p ve q kollar1) degisimler

3 Katalize edilmis iletici Peroksinaz kullanilarak yapilan islemlerde
birikimi ile FISH (Catalyzed etrafinda ¢ogalan pargaciklarin sinyal ile
reporter deposition FISH) tespit edilmesi
(CARD-FISH)

4 FISH ile temporal Beyinde gerceklesen noron aktivitelerinin
aktivitenin hiicresel RNA problari ile incelenmesi
boliinme analizi (Cellular
compartment analysis of
temporal activity by FISH)

(CAT-FISH)

5 Kromozom ydnlendirmeli Standart FISH ydnteminden elde edilen
(Chromosome Orientation) bilginin bir kromozom igindeki iki veya
CO-FISH daha fazla DNA dizisinin yonlendirmesini

icerecek sekilde genisletilmesi

6 Cytochalasin (Sitokalazin) Mikrogekirdeklesme ve andploidi igeren
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B FISH (CB-FISH)

cift cekirdekli hiicrelerin CB ile tamir
edilerek bloke edildigi hibridizasyonu

islemi
7 Chromosome  Orientation Genin kendini kopyalama miktarin1 ve
and Direction (Kromozom hiicredeki protein  miktarinin  tespit
yonlendirmeli ve yonetimli) edilmesi
FISH
(COD-FISH)

8 Comet-FISH Belirli genom bolgelerindeki DNA
hasarinin tespit edilmesi.

9 Double Fusion (Cift BCR/ACL allel genlerinin

Kaynasmali) FISH (D- translokasyonunun tesipti
FISH)
10 DNA Breakage Detection DNA’nin bir par¢asinda meydana gelen
(DNA parcalanma tespiti) parcalanma veya bozulma tespiti
FISH (DBD-FISH)

11 Fiber-FISH Kromatin  ipliklerinin  veya DNA
ipliklerinin icerisinde bulunan
kromozolarin  yiliksek  ¢oziiniirliikte
haritalanmasi

12 Flow-FISH Akig(Flow) Sitometri teknigi kullanilarak
hiicre igerisinde telomerlerin boyutunun
hesaplanmasi

13 Harlequin-FISH Kontrolli  hiicre ¢ogalma  dongiisii
igerisinde kromozom hasarinin insan

lenfositleri icerisindeki kesin tespiti
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14 Immuno-FISH Immiinofloresan ve FISH  yontemi
birlesimi ile DNA ve proteinlerin ayni
ornek iizerinden tespit edilmesi

15 Multiplex (Coklu katmanli) Farkli boyalarin tek bir gen tlizerinde farkli

FISH (M-FISH) kromozomlar1 isaretlemek icin
kullanilmast1

16 Multilocus FISH (ML- Coklu mikro-silinme sendromlarinin, ¢ok

FISH) renkli FISH yonteminde farkli problarla
belirlenmesi

17 Premature Chromosome Radyasyona veya 1sin tedavisine maruz

Condensation (Erken kalmis kromozomda hasar tespiti
Kromozom Yogunlagmasi)
FISH (PCC-FISH)
18 Quantitative (Sayisal) FISH Bir kromozomun iizerindeki kendini ¢okca
(Q-FISH) tekrar etmis telomerlerin tespit edilmesi
19 Quantum Dots (Kuantum Insan metafaz kromozomlari, insan sperm
noktalar) FISH (QD-FISH) hiicreleri ve bakteri hiicrelerinde kullanilan
nano-boyuttaki inorganik floroforlar ile
FISH analizi

20 Reverse-FISH [saretleyici ve bolgesel kanser
kromozomlarimin cogalmalariin
tanimlanmasi

21 Recognition of Individual Bir  bakteri  hiicresindeki  genetik

Genes ( Bireysel

Genlerin Taninmasi) FISH
(RING-FISH)

materyalin  herhangi bir bdliimiiniin
gorsellestirilmesini  ve  hassasiyetini
artirmak i¢in yiiksek konsantrasyonlarda

poliniikleotid problar1 ile ortaya c¢ikan
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yiiziik sekilli hibridizasyon kullanilmasi

22 RNA-FISH mRNA molekiillerinin tespiti,
lokalizasyonu ve sayisindaki herhangi bir
degisikligin tespiti

23 Tissue (Doku) FISH (T- Genlerde bulunan pargaciklarin

FISH) haritalanmasi ve spesifik parcalarin tespiti
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EK-2 Histopatoloji Gériintiileri i¢in Farkli Renk Normallestirme Yéntemleri (Roy ve

digerleri, 2018)
Amag Islemler Avantajlar
Histogram e RGB goriintinin  loap e Islenmis goriintii
Tanimlamasi (1992) (I*o*B) bosluguna ile hedef
donistiiriilmesi. goruntisinin ayni
e Kaynak c6riintiinin renk doygunluguna
histogramu ile hedef goriintii sahip olmasl.
histograminin
eslestirilmesi.
o lap (I*a*P) goriintiisinden
RGB doniistimii.
Bagimsiz  Bilesen e Boya renk matrisinin (S) ve e Gozetimli metotta
Analizi (Independent boyanin derinlik matrisinin uygulanan
Component (C) katsayilarmin  pozitif tahminin  aksine
Analysis, ICA) ve oldugu  yerlerde @ NMF burada biitiin
Negatif Olmayan metoduyla carpanlarina katsayilarin
Matris  Carpanlara ayrilmasi tahminine  gerek
Aylrn-”la (NOI-I- e Matriste Ozdegerlerinin yoktur.
neQat“_/e _ Matrix Ortak Yaklasim e Tekli Ayristirma
Factorization, NMF) Kosegenlestirmesi  (Joint Yontemi  aksine,
Metotlarm Approximate burada negatif
Kullanarak Tayf Diagonalization of deger iceren
Ayrismi (2002) Eigenmetrices, JADE) katsayinin
yontemi ile ICA ayristirma bulunmamasi.
metodu  ile  bagimsiz
bilesenlerin kullanilmasi.
Isik dalgalarinin e RGB goriintiden Optik e NMF metodunda
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birbirine  karigmast Yogunluk (Optical Density, ortaya ¢ikan
ile ortaya ¢ikan koyu OD) formatina doniistim. belirsizlik
cizgilerin Tekli Ayristirma Ydntemi sorununun
uygulanmasi yapilmasi ve matristeki en bulunmamasi.
(Fringing)  yontemi b i tekil  degerlerin o S matrisinde
(2009) kullanilmast ile yeni bir negatif deger

diizlem ¢ikarilmasi. iceren katsay1

Yeni diizleme sahip olunan bulunmamast,

degerlerin aktarilmasi ile

acilarin bulunmasi.

Sahip olunan en biiyiik ve

en kiiciik ac1 degerleri o' ve

(100—a)" yiizdelik yontemi

ille net bir sekilde

bulunmasi.

Ekstrem degerlerin OD

bosluguna geri

dondiirtilmesi.
Dogrulama  Matrisi Dogrusal olmayan matrisin e Kiiresel doniisiim
ile Renklerin dogrusal matrise uygulanmasi
Ayarlanmasi (2014) dontistliriilmesi. sayesinde, islem

kolaylagmaktadir.

Renk dogrulama matrisinin,
heder goriintii ile kaynak
goriintii arasindaki en kiigiik

kare hata ile hesaplanmasi.

Dogrusal RGB goriintiiniin
iizerinde renk diizeltmesi
islenmesi ve devaminda

gama diizeltmesi yapilmas.
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Gortntinin ~ asil  RGB

formuna doniistiiriilmesi.

Boya Renk e Sayisal olarak ayarlanmig e Denetimli
Tanimlanmas: (Stain histogram deneme yontemler arasinda
Color Descriptor, setlerinde kullanilan renk digerlerinden
SCD) ve Uygunluk histogramlarin tiiretme. ayrilan bir
Renk Makinesi e Uygunluk Vektor Makinesi yontemdir.
siiflandirmas (Relevance Vector e Piksel boyutunda
(2014) Machine)  regresyon ve calistigindan
olasilikl siniflandirma gorlintli ayriminda
yaparak, her  boyanin daha etkili sonuglar
renginin ayri1 olarak tespit vermektedir.
etmek i¢in denetimli
siiflandirma metodu ile
temel olasilik haritalarinin
Ogretilmesi.
e Kaynak goriintilye rengi
aktarmak amaciyla egri
dogrusal olmayan
fonksiyon kullanilmasi.
WSI renk e Ton-doygunluk-yogunluk e WSI igerisindeki
standartlastirmasi (Hue-saturation-density) boya parcalarinin
(2016) modellemesi  uygulanarak denetimsiz bir
RGB renk skalasindaki metot ile uyumlu
gorlntiyu iki farkl bir sekilde
kromatik ve bir yogunluk caligmasi.
parcasindan  olusan  bir e  Goriintiiniin
yapiya doniistiirmesi. icerdigi  uzaysal
e H&E bazli boya ile bilginin
kromatik ve  yogunluk algoritmanin
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dagilimi elde edilmesi.

Kullanilan boyanin
katkisinin
agirliklandirilmasi.
GOruntiiniin Ton-

doygunluk-yogunluk
modellemesinden RGB
alanina geri

dontstiiriilmesi.

saglamligin

arttirmasini saglar.

Merkezilestirme e RGB agirlikli goriintiiyd, Alinan  dokunun
kullanilarak yapilan insan renk algilamasina goriintiideki  ana
renk normallestirme daha yakin olan ton- yapisini
yontemi (2017) doygunluk-deger (hue- korumaktadir.
saturation-value) renk Ton-doygunluk-
tonlarina gevrilmesi. e renk
e Biitlin piksel degerlerinin alanindaki
kartezyen koordinat degerlerin
sistemine aktarilmasi ile cesitliligi 6 ile 16
kiimelenmesi. kat aras1 azalmgtir.
e Kiimelenmis her pikselin
merkezilestirme  yapilmis
ton-doygunluk-deger iceren
renk degerleri ile
eslestirilmesi.
Ayrik otomatik e Rastgele alinan Orneklerin Farkli tarayicilarin
kodlayicilar denetimsiz derin &grenme sebep oldugu renk
kullanilan renk algoritmasi olan ayrik oto- cesitliliginin
normallestirmesi kodlayicilar  kullanilarak azaltilmasi.
(2017) egitilmesi. Evrensel olarak
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Ogrenilmis filtrenin kaynak
goriintli ve hedef goriintii

uzerinde kullanilmasi.

Denetimsiz bir kiimeleme
yaklagiminin, K
kiimelenmesinin merkezini
bulmak amaciyla kaynak

goriintiiye uygulanmasi.

Kimeler ile renklerin

kullanilan
normallestirme
tekniklerinin zayif
kalmasi sebebiyle,
Ayrik otomatik
kodlayicilar
kullanilan renk
normallestirmesi

teknigi ile birlikte

etkinlik  seviyesi
histogram eslestirmesi. qEtrImistu
Ayirt edici e Goreve uygun ayurt edici Diigiik  seviyede
modelleme model kullanilarak, farkh bilgi iceren
tizerinden boya dagilim gosteren goriintiiler bolgeler dahil
normallestirmesi arasinda dogrusal olmayan olmakla  birlikte
(2017) haritalama ile boya orijinal
normallestirmesine  sahip goriintiideki  tiim
olmasi. bilgileri
e Boyalar veya lekeler korumaktadir.
arasinda transfer amaciyla Diizenleme kaybini
kodlayict veya kod ¢oziicii da kullanarak
kullanilmasi. goriintiiniin yapisal
bilgilerini
korumaktadir.
Uretken Cekismeli o RGB igeren  gbriintilyil Kaynak yogunluk
Ag kullanilan boya Uluslararast  Aydinlatma bilgilerini
normallestirmesi Komisyonu (Commission korumaktadir.
(2018) internationale de I'éclairage, Kaynak
CIE) Lab renk skalasina gBriintiiniin
gevrilmesi. parlakligini
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Uretici ag ile
renklendirilmis H&E elde

edilmesi.

Yardimci ag kullanimi ile
doniistiirilmiis H&E
gorilintiisiinde olusan

giiriltliniin tespiti.

Ayirt edici ag kullanilarak
olusturulan renkli
gorlintiinlin ana goriintiiden

farkinin ayirt edilmesi.
CIE Lab renklerine sahip

goriintiiniin, RGB  renk

araligia geri doniisiimii.

korumaktadir.

Normallestirilmis
gorintliniin
karsitlik orani

arttirllmaktadir.

Cekismeli  Siirekli
Déngii Agr bagintili
derin ogrenme

¢6ziimii (2018)

Cekismeli Strekli Dongt
Ag1 bagmtili Eslenmemis,
Goriintiiden Goriintiiye

ceviri yapilmast.

Boya veya leke
normallestirme problemleri
igin bigim transferi

yapilmasi.

ROC egrisinin
altinda kalan
alanmin %12 artisi
ile birlikte meme
kanserinde

kullanilmaktadir.

Hedef aralik ile
yiiksek gorsel
benzerlik

icermektedir.

Manuel olarak

rastgele  secilmis
ornege  ihtiyacin

kalmamasi.
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