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TABLO LiSTESI

H&E boyanma siirecinde farkl kesitler icin hematoksilen ve eozinin uygulanma siireleri

Van Gieson boyanma siirecinde farkli kesitler icin FeH ve pikrofuksin uygulanma siirele-

ri
CD34 boyanma siirecinde farkli kesitler icin antikor diliisyonlar1 ve uygulanma siireleri
Tiim boyalar i¢in kullanilan toplam goriintii sayilari
H&E boyali karaciger goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin
hematoksilen i¢in semikantitatif skorlari
H&E boyali karaciger goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin eozin
i¢cin semikantitatif skorlari
H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis karaciger goriintiilerinin
hematoksilen i¢in semikantitatif skorlari
H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis karaciger goriintiilerinin eozin
i¢cin semikantitatif skorlari
H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin
hematoksilen i¢in semikantitatif skorlari
H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin
eozin i¢in semikantitatif skorlari
CD34 boyal1 kolonik submukoza goriintiilerinin semikantitatif skorlari
CD34 boyal1 plasenta goriintiilerinin semikantitatif skorlari
Hematoksilen eosin boyali kolonik mukoza goriintiilerinin hematoksilen i¢in MOD,
TOD ve intensite degerlerinin gruplandirilmast
Hematoksilen eosin boyali kolonik mukoza goriintiilerinin eozin igin MOD, TOD ve

intensite degerlerinin gruplandirilmasi

12. CD34 boyal1 plasenta goriintiilerinin MOD, TOD ve intensite degerlerinin

gruplandirilmasi



RESIM LiSTESI

1. Test kesitlerinin sematik goriinimii

2. H&E boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii ve 0rnek doku goriintiisii kolon
normal mukozasi

3. H&E boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii sirotik karaciger ve 6érnek doku go-
riintiisii kolon normal mukozasi

4. Van Gieson boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii sirotik karaciger ve ornek do-
ku goriintiisii kolon submukozasi

5. CD34 boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii plasenta ve 6rnek doku goriintiisii
kolon submukozasi

6a. CD34 boyal1 plasenta 6rnegi goriintiisii

6b. CD34 boyal1 plasenta ornegi goriintiisiinde DAB pozitif kahve renkli alanlarin se¢imi



KISALTMALAR

H&E: Hematoksilen eozin

ODG: Ornek doku goriintiisii

sODG: Standart 6rnek doku goriintiisii

dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintiisii
aODG: Farkli kesitteki rnek doku goriintiisii
KDG: Kontrol doku goriintiisii

sKDG: Standart kontrol doku goriintiisii
aKDG: Farkl kesitteki kontrol doku goriintiisii
MOD: Mean optik dansite

TOD: Toplam optik dansite

RGB: Red Green Blue

CIE: Commission Internationale de L.Eclairage: Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu

CMY(K): Cyan, Magenta, Yellow, Key (black) Color Space: Cam gobegi, Magenta, Sar1,
Siyah Renk uzay1
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OZET

HIiSTOLOJIK DOKU KESiTi GORUNTULERINDE REFERANS DOKUYA DAYALI
NORMALIZASYON

Dr. Selen Zengin
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

selenseyrek @hotmail.com

Amac: Bu calismada, kontrol doku goriintiileri (KDG) farkliliklarina bagli olarak histogram
transferi ile renk diizeltmesi yapilmasi ve bu yaklasimin performansinin degerlendirilmesi

amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: CD 34 ile boyanmis plasenta ve tiimorlii kolon kesit goriintiileri, kontrol
doku goriintiisii (KDG) ve/veya drnek doku goriintiileri (ODG) olarak kullanilmistir. Otuz alt1
goriintiiden bir tanesi standart boyanmig bir goriintii iken (standart boyali1 kesit goriintiileri:
sKDG ve sODG) digerleri farkli siire ve diliisyonlarda hazilanmis kesit goriintiileridir. Van
Gieson (20 preparat) ve Hematoksilen Eozin (H&E) (20 preparat) boyalar: i¢in ise sirozlu
karaciger ve kolon normal mukoza dokular1 kullanilmistir. Normalizasyon uygulanmaksizin,
standart 1s1k altinda 151k mikroskopuna bagli CCD kamera ile ¢ekilmis dijital goriintiiler bilgi-
sayarda depolanmustir. iki KDG arasindaki histogram farkin1 bulmak ve farki ODG’ne trans-
fer edip diizeltilmis ODG (dODG) elde etmek icin bilgisayar yazilimi hazirlanmistir. sODG,
ODG ve semikantitatif olarak iki gozlemci tarafindan kor olarak skorlanmistir ve ODG ile
dODG skorlar1 sODG skoru ile karsilastirilmistir. Kantitatif analiz icin ise ODG, dODG ve
sODG’ nin ortalama optik dansite (MOD), toplam optik dansite (TOD) ve intensite (boyanan

alan yiizdesi) degerleri, goriintii analizi programlari ile hesaplanmustir.

Bulgular: Toplam 474 goriintii elde edilmistir. Semikantitatif skorlamada iki gbzlemci i¢in
agirhikli Kappa (wKappa) 0.59 ‘dur (MEDCALC). Tiim goriintiiler i¢in, ODG’nin  %23.5’

unun semikantitatif skoru ile sODG nin semikantitatif skoru aymdir ancak dODG igin



%76.35’tir. CD34 ile boyali plasenta goriintiilerinde diizeltmeden sonra TOD ve intensite de-

gerlerinde H&E goriintiilerinde ise MOD ve TOD degerlerinde diizelme olmustur.

Sonuc: ilk kez uygulanan KDG’ne dayali histogram transferi, goriintiilerin renk standardi-

zasyonu icin degerli bir arag olarak goriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Renk normalizasyonu, histogram transferi, kontrol doku goriintiisiine

dayali renk diizenleme



ABSTRACT

COLOR CORRECTION OF TISSUE SECTION IMAGES BY HISTOGRAM
TRANSFER ACCORDING TO CONTROL TISSUES

Selen ZENGIN, MD
Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Pathology
selenseyrek @hotmail.com

Aim: In this study, we aimed to present a color correction method by histogram transfer de-

pening upon control tissue image (CTI) differences and to evaluate its performance.

Methods: Images from colon and placenta sections stained by anti-CD34 were used as CTI
and/or sample tissue images (STI). Thirty-six slides but one (standard stained slide with im-
ages sCTI and sSTI), were stained for different durations and dilutions than the standard pro-
cedures. For H&E (20 slides) and Van Gieson (20 slides) stainings, colon and liver tissues
were used. Digital images taken by a CCD camera connected to a light microscope without

normalization was stored at a computer.

Software was prepared in order to find the histogram difference between two CTIs and

transfer the difference to the STI for achieving a corrected STI (corSTI).

sSTI (one image) and STI and corSTI (for each images) were semiquantitatively scored
by two observers in blind fashion and the STI and corSTI scores were compared with sSTI
score. Also total optic density (TOD), median optic density (MOD) and intensity of images

were calculated by software.

Results: Total number of images was 474. The wKappa was 0,59 for two observers
(MEDCALC) for semiquantitative analysis. The STI semiquantitative score was same as the
sSTI in 23,5% of the STI but this was 76,35% for corSTI. TOD and intensity values of CD34
stained placenta images and TOD and MOD values of H&E stained colonic mucosa images

increased when these images were corrected.

Conclusion: It seems the novel approach of this study “histogram transfer depending upon

CTIs” may be a valuable tool for color correction of tissue section images.



Key Words: Color normalization, histogram transfer, color correction according to control

tissue image



GIiRiS VE AMAC

Histolojik kesitlerin olusumuna kadar tiim siirecte standart prosediir uygulanmalidir.
Ancak, bir¢ok histopatoloji laboratuarinda, kesitler ayn1 yontem ile boyansa da, bircok neden-
den otiirli bu miimkiin olamamaktadir (1). Bu problemin bir¢ok bileseni bulunmaktadir. Bun-
lardan biri, bu calismada tartisilmas1 hedeflenmemis olan doku takibi ve doku kesiti hazirlan-
mast siirecidir. Bu calismanin hedefi, boyanma siirecinden kaynaklanan fakliliklardir. Histo-
patolojik kesitlerde goriinim boya yonteminden (siire, konsantrasyon, vb.) etkilenmektedir.
Ideal bir ortamda ayn1 yontemle boyanan bir kesitin her bir renk igin intensitesi ve dansitesi
esit olmalidir (1,2). Ancak 6zellikle farkli giinlerde ya da farkli gruplar halinde yapilan boya-
malarda bu elde edilememektedir. Bu sorunla histokimyasal ve immiinhistokimyasal yontem-
lerde karsilasilmaktadir (2, 3). Bu problemi asabilmek icin bilgisayarli goriintii gelistirme me-
todlar1 gelistirilmistir: segmentasyon, dekonvoliisyon, renk bilesenlerinin islenmesi ve deger-
lerin secilmig bir kesitin 6zelliklerine ya da birden fazla kesitin ortalama degerine ya da dijital
manuplasyona gore degistirilmesi ile goriintiiniin yeniden olusturulmasini kapsamaktadir (1-

10).

Reinhard ve arkadaslarinin (6) yaptig1 bir ¢alismada bir goriintiiden digerine renk
transferi metodu tanimlanmistir. Bu yontem ilk tanimlanmasinda histopatoloji dis1 goriintiiler
izerinde uygulamalar yapilmissa da daha sonraki uygulamalarda histopatolojik doku goriintii-
lerinde ¢alismalar vardir (2,10). Ancak bu calismalarda kontrol goriintiiler referans alinmamais
sadece bir goriintiiniin histogrami digerine aktarilmistir. Tiim bu metodlar goriintiiler iizerinde
iyilesmeler saglasa da, daha sonraki boliimlerde tartigilacak olan bir takim kisithiliklart mev-
cuttur. Bu kisitliliklardan en 6nemlisi, taniya ulasmada 6nemli olan hiperkromazi ve /veya
eozinofili gibi histopatolojik 6zelliklerin dansiteleridir. Ayrica bu caligmalarda, onerilen yak-
lagimlarin performansini degerlendiren metodlar da standartlasmis bir yontemle degerlendi-

rilmemis olup performanslari birbirleri ile karsilagtirllamamaktadir. .

Bu calismada, iki kontrol goriintiiniin histogram farkinin arastirilan bir goriintiiye trans-
ferine dayanan bir metod sunulmaktadir. Ayrica metodumuzun performansi semikantitatif ve

kantitatif olarak degerlendirilmistir.



Etik Kurul Karar: Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tara-
findan, 26.01.2011 tarihli, 15-GOA protokol numarali, 2011/01-15 karar nolu yaz1 ile onay-

lanmagtir.



GENEL BIiLGILER

Doku kesitlerini analiz edebilmek i¢in, farkli biyolojik elemanlara secici afinitesi olan
boyalar kullanilir. Dokudaki madde bulunan alanlar boyanir ve 15181 emer. Emilen 15181in di-
sindaki dalga boylarinda renk iiretilir. Boylece, boyali kesitler, mikroskop kullanilarak gorii-

niir hale gelir (1).

15. yiizyilda baslayan ve giiniimiize kadar gelen siire i¢inde rengin, 15181n tasidig bilgi-
lerden biri, yani 15181n bir 6zelligi oldugu ve renk algilamanin da gorsel algilamanin bir parga-
st oldugu ortaya konulmustur. Renk, bulunulan yerle iligkili veya gecici 151k 6zelliklerini ice-
rir. Isik, goziin retinasinin uyarilmasindan kaynaklanan ve gorsel algilamalar araciligiyla bir

gozlemcinin farkina vardigi 1siksal enerjidir (11).

Renklerin smiflandirilmas: ve tanimlanmasiyla ilgilenen renk bilim dalina renkmetri
(colorimetry) denilmektedir. Insan goziinde 6-7 milyon koni hiicresi renkli goriintiilere yanit
verir. Bu hiicreler algiladiklar1 renklere gore 3 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlardan %65°1 kir-
miziya, %33’ yesile, %2’si maviye duyarlidir. Bu nedenle bir rengi tanimlamak i¢in 3 say1-
sal komponent yeterlidir ve bu amacla 1s1nsal fonksiyonlar kullanilir. Bundan dolay1 bir renk
tic komponentli bir vektor olarak temsil edilebilir. Tiim renk takimi, renk uzay1 ya da renk
modeli olarak adlandirilan bir vektor uzayini olusturur (12). Rengi tanimlamak, renk biitiinii-
niin bilesenlerini bulmak amaciyla, benzer 6zellikte renklerin bir araya geldigi ve renk degi-
simlerinin diizenli bir bigimde siralandig1 renk sistemleri ve renk uzaylari tanimlanmistir

(11,13).

Renk uzaylarindan bahsetmeden Once; yogunluk ( intensite), ortalama optik dansite
(MOD), ¢oziiniirliik (rezolusyon), parlaklik, renk tonu, doygunluk (saturasyon) gibi terimler-
den bahsetmek gerekir (12).

Yogunluk (intensite): Elektromanyetik spektrumun bazi araliklarda bir yiizeye yayildig1 giic
akismin, metrekare basma watt cinsinden oOl¢iimiidiir. Bir diger tanimlama ise lineer 11k 6l-

climiidiir. X ve y uzaysal boyutlar olmak iizere I(x,y), x ve y koordinatlarindaki pikselin yo-

gunluk degerini gosterir (11). Renkli goriintiiler, C(x,y,A) seklinde 3 bilesenden olusan inten-

site fonksiyonu tarafindan temsil edilir. x ve y, iki boyutlu goriintiide, herhangi bir pikselin

konumunu, A ise intensite fonksiyonu olarak temsil edilir. Intensite, yansiyan 1s1gin A dalga



boyuna baghdir. Sayisal goriintiilerde, her pikselin degeri, yogunluk bilgisi tasiyan tek bir
ornekle gosterilir. Pikseller, en zayif yogunlugu temsil eden siyah (0), en giiclii yogunlugu
temsil eden beyaz (255) arasinda gri tonlamalarla gosterilir. Biitiin goriintii gri tonlardan olu-
sur. Ayn1 yontemle R (red) G (green) ve B (blue) renk yogunluklar: lineer intensite hesapla-

mastyla gosterilebilir (12).

MOD (Ortalama Optik Dansite), bir objenin ortalama yogunluk degerini veren matematiksel
bir yontemdir. MOD hesabi, MOD = Objenin yogunlugu/Objenin alani olarak hesaplanir.
Obje olarak, goriintii izerindeki herhangi sinirlar1 belli bir alan kullanilabilir. Bu durumda

MOD hesabi, MOD = Toplam piksel intensitesi / piksel sayis1 olarak hesaplanir (12).

Coziiniirliik (Rezoliisyon): Goriintiiniin ka¢ piksele boliindiigiinii, yani kac pikselle temsil
edildigini gosterir. Coziiniirlik ne kadar yiiksekse, goriintii o kadar yiiksek frekansta ornek-

lenmis olur ve goriintiideki ayrintilar o kadar belirginlesir (12).
Parlakhik: Bir alanin az ya da ¢ok 151k sagmasi olarak tanimlanmaktadir.
Renk tonu: Bir rengin 151k dalgalar karisimindaki dominant dalgadir (12).

Renk uzaylar1 renkleri tanimlamak ic¢in kullanilan matematiksel modellerdir. Renk uzayzi,
akslar iceren 3 boyutlu geometrik bir alan olarak temsil edilir. Bu alanda her renk algis1 1
nokta olarak ifade edilmektedir (14). Renk uzaylari, biitiin renkleri temsil edecek sekilde olus-
turulur. Renk uzaylar1 3 boyutlu olarak tasarlanir. Ciinkii renkmetri biliminin temelini olustu-
ran Grassmann’in birinci kanununa gore bir rengi belirlemek i¢in birbirinden bagimsiz ii¢
degiskene gerek vardir. Renklerin renk uzayindaki yerleri bu degiskenlere gore belirlenir. Her
renk uzayinin kendine 6zgii bicimde renk olusturma i¢in bazi standartlar1 vardir. Renk uzayla-
11 olusturulurken bir baska renk uzayina dogrusal ya da dogrusal olmayan yontemlerle donii-
siim yapilabilmelidir (11,13). Farkli renkli goriintiilleme ve isleme cihazlar1 farkli renk uzay-
lar1 kullanir. Ornegin televizyon, bilgisayar monitdrleri ve tarayicilar kirmizi, yesil mavi (red,
green, blue) RGB renk uzayi, yazici ve ciziciler CMY(K) (Cyan, Magenta, Yellow, Key)
renk uzayini kullanir. Renk uzaylar1 genel olarak cihaz bagiml ve cihaz bagimsiz renk uzay-
lar1 olarak iki gruba ayrilir. Cihaz bagimli renk uzaylarinda renkler cihazin 6zelliklerine bagl
olarak iiretilir. Yani tamamen cihazin teknik ozelliklerine baglidir. Cihaz bagimsiz renk uzay-

lart ise CIE (Commission Internationale de LEclairage: Uluslararast Aydinlatma Komisyonu)



tarafindan gelistirilen ve biitiin renkler i¢in renk 6l¢iimiinii saglayan yani renkmetride kullani-

lan uzaylardir (11,13).

Rutin patoloji pratiginde ise, mikroskop ile boyali kesitlerden, 151g1n ti¢ dalga boyunu
iceren (kirmizi, yesil, mavi) RGB kameralar ile goriintii elde edilir (1). Rutin hayatimizda
farkinda olmadan siirekli olarak kullandigimiz bu renk uzay1 toplamali renk karisimi yonte-
miyle bir birim kiipiin i¢inde renkleri tanimlayacak sekilde tasarlanmistir. RGB renk uzayi
bilgisayar monitorleri, tarayicilar ve katodik televizyon tiipleri gibi cihazlarda kullanilir. Her-
hangi bir rengi bilgisayarda goriintiilemek icin bu {i¢ renk belirli yogunluklarda karistirilir.
RGB renk uzay1 koordinat eksenleri kirmizi, yesil ve mavi olan {i¢ boyutlu bir uzay olarak
diistintilebilir. Olusturulmak istenilen renkler bu ii¢ ana rengin koordinatlar1 cinsinden ifade

edilebilir (11,13).

Bilgisayar monitoriinde elde ettigimiz dijital goriintii piksellerden olugmaktadir. Piksel ise
tiim sayisal goriintiilerin en kiiciik parcasi olan iiclii nokta grubu olarak tanimlanir. Renkli
goriintli sistemlerinde, bir rengi olusturmak i¢in ii¢ veya dort renk kullanilir. Bu renkler kir-
mizi, yesil ve mavi (RGB) veya ¢iyan mavisi, eflatun, sar1 ve siyahtir. Her piksel kare bigi-
mindedir ve her pikselde sadece 1 renk vardir. Bir resim piksellerin toplamindan meydana
gelir. Bitmap programlar, mozaik doser gibi bunlar1 yan yana getirip goriintiiyli olusturur
(13). Her pikseldeki R,G ve B renkleri 151k durumuna gore, 0'dan 255'e kadar bir deger alir.
Eger bir grafik iizerinde ayn1 151k degerini alan piksel (nokta) sayisini isaretlersek bir histog-
ram elde etmis oluruz. Histogram herbir renk icin (RGB) cizilebildigi gibi, yogunluk (intensi-
te) icin de ¢izilebilir. Histogram ¢izen programlar her bir pikseldeki rengin degerlerini sayarak
bunu cubuk grafik olarak gosterirler. Histogramda dikey eksen piksel sayisini, yatay eksen de
renk degerlerini gosterir. Bir dijital goriintii i¢in hazirlanmis olan histogram, renklerin dagilim
sikliklarimi grafik olarak gormemizi saglar. Renkler, O ile 255 arasindaki degerler ile temsil
edilir. Sifir en karanlik golgeyi, 255 en aydinlik rengi, 127 ise orta ton dedigimiz (mid-gray)’i
temsil eder. Dijital bir goriintiiniin histogramina bakilarak, kabaca renk degerlerinin diizgiin
dagilip dagilmadigina karar verilebilecegi one siiriilmektedir (12-14). Bu goriis bir goriintii-
niin renk dagiliminin normal dagilimla iliskili olmas1 gerektigine dayanmaktadir oysa bir go-
riintideki ~ renk  dagilimi, bir yana  kaymis,  bimodal, plato  olabilir.

Biyolojik gorme sistemi elektromanyetik radyasyonun goriiniir bolgesindeki frekanslari

algilarken, dijital goriintii isleme sistemleri neredeyse tiim elektromanyetik spektrumu kulla-



nir (ultrason, elektron mikroskobu, bilgisayarda iiretilmis goriintiiler). Dolayisiyla dijital go-
riintli isleme ¢ok genis ve cesitli uygulama alanlaria sahiptir (13). Kabaca; goriintii isleme,
sensorlerden gelen goriintiiniin bilgisayara aktarilip tizerinde herhangi bir islem yapilmasi ve
ardindan goriintiileyici ¢ikisa iletilmesidir (13). Goriintii analizi yontemi su basamaklar1 igerir;
doku hazirlanmasi, goriintiiniin elde edilmesi, 6n islem (preprocessing), goriintii segmentas-
yonu, postprocessing, segmente goriintiide ol¢lim yapmak, sonuglart yorumlamak (15). Go-
riintll isleme yontemlerinden daha iyi sonuclar elde edebilmek i¢in hazirlik amagh 6n islemler
(preprocessing) yapilmaktadir. Bunlar; goriintiideki giiriiltiiyli azaltma, arka plan1 normalles-
tirme, karsitlik ve ozellik gelistirme islemleridir (16). Dijital goriintiilerde, renkler 15181n yo-
nii, 151k kaynaginin intensitesine ve renk parlakligina baghdir. Bu 6zelliklerdeki farkliliklar
renk degisikliklerine neden olmaktadir. Aydinlanmadan kaynaklanan problemlerin iistesinden
gelebilmek i¢in preprocessing asamasinda renk normalizasyonu algoritmalarindan faydalanilir
(17). Elde edilen goriintiiden dogru bilgiyi elde edebilmek ve anlayabilmek i¢in goriintii isle-
mede segmentasyon Onemli bir basamaktir. Goriintii segmentasyonunun amaci goriintilyii
homojen ve iligkili bolgelere bolebilmektir (13,18). Segmentasyon yontemleri dort ana kate-
goride siniflandirilir; piksel tabanli, bolge tabanli, sekil tabanli ve hibrid teknikler (19). Bu
tekniklerden en sik kullanilani piksel tabanli metodlardan histogram esik deger calismalaridir

(15).

Histokimyasal boyamalarda bir¢ok alan birden fazla boya ile boyanmaktadir. Segmentasyon
bir sinir deger ile bu bilgiyi gbz ardi ederek goriintiiyii bolgelere ayirmaktadir. Bu sorunu gi-
dermek amaciyla gelistirilen ve her bir boya bilesenini ayirmak i¢in gelistirilen bir yontem,
“dekonvoliisyon”dur. Dekonvoliisyonun amaci goriintiiyti, kullanilan boyanin gercek renkle-
rine gore kanallara ayirabilmektir. Bu, bir alan birden fazla renk ile boyanmis olsa bile, bir

renk icin gergek boyanma degerini 6lcebilmeyi saglamaktadir (20).

Histolojik kesitlerin ¢ok biiyiikk bir kismu patologlar tarafindan goriintiilenir ve dijital
goriintiiler elde edilir. Boylece dijital goriintiiler imaj analiz programi uygulamalar i¢in uy-

gun hale gelmektedir (21).

Patologlarin histolojik kesit gdzlemleri, 6zellikle renk farkliliklarina ve biyolojik 6zellik-
lerin morfolojisine odaklanmaktadir. Bu kapsamda, patologlar icin farkli kesit goriintiilerini
karsilastirma geregi cok nadirdir ve kantitatif analize gerek duyulmamistir. Ancak bilisim

diinyasindaki yiikselis, biz patologlar icin tani, diferansiyasyon ve prognostik ozellikler gibi
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onemli faktorlerin istatistiksel analizi i¢in yeni odaklar olugturmustur (21). Giiniimiizde bilgi-
sayar teknolojisi pek ¢cok alanda gelisip uygulama alan1 bulmus olmakla birlikte, histopatolo-
jik tam1 ve degerlendirmede patologlara destek olarak kullanilabilmeleri icin alinacak ¢ok yol
bulunmaktadir (1). Bunlarin bir nedeni doku kesiti tespit, takip, kesit, boyama asamalarinda
ortaya ¢ikan gorsel farkliliklar1 degerlendirememe ve artifisiel boyanma ya da yapilarin bilgi-
sayar programlari tarafindan degerlendirme sorunlaridir. Kuskusuz en 6nemli etken, ¢ok farkli
yapisal ozellikler gosteren patolojik siirecin yarattig1 giicliiklerdir. Ancak diger tiim islemsel
etkenlerin standartlastirilmasi ve gerceklere dayali normalizasyonu bilgisayar yazilimlar ile

gergeklestirilen goriintii islemlerinin verimliligini arttirabilir.

Boyal:1 bir doku kesitinde goriintii bircok etkenle iligkilidir. Boyali bir kesitde, her spekt-
rumdan belli bir miktar 151k emilir (1). Absorbe edilen her dalga boyunun miktar1 boya vekto-
rii olarak adlandirilir. Boya vektorii, farkli boyalar i¢in cesitlilik gosterdigi gibi, ayni boya i¢in
de faklilik gosterebilir. Bu birkag¢ faktore bagli olabilir; boya iireticisi firma, boyanin saklan-
ma kosullari, boyayr uygulama metodu (zaman ve yogunluk gibi) ve kesit kalinlig1 (2). Emi-
len 15181 miktar1 birgok faktore baglidir (1) ve aym1 zamanda, farkli hazirlanmis kesitlerde de
cesitlilik gosterir. Kesitlerin intensitesi (belirlenmis bir renk yelpazesinde pozitif boyanan alan
(piksel ya da yiizde), boya miktar1 ve kesitlerin saklanma kosullarindan etkilenir. Bir kesitin
renk degerlerini etkileyen bircok etken vardir. Ornegin boyani tutundugu hiicresel elemanla-
rin miktar1 6nemlidir. En popiiler boyama metodu olan hematoksilen selektif olarak niikleik
asitleri mavi-mor boyarken, eozin ise sitoplazmik proteinleri parlak pembe boyar. Renk de-
gerlerindeki diger varyasyonlar ise boyanma sonucu olur. Her boyali alan ayn1 miktarda 11k
emmedigi icin farkli renkler goriiriiz. Biitiin renk degerlerinin, ona karsilik gelen bir optik

dansite ( her pixel i¢in 15181n 6l¢iimii, O= siyah- 255= beyaz) degeri vardir. (1,22)

Boyal1 kesitlerdeki goriintiilerin standart hale getirilmesi i¢in yapilmis degerli calismala-
rin bazi kisithliklart vardir. Ortalama renk degerlerinin bir esitligi olacagi 6n yargisi tagimak-
tadirlar. Oysa ¢ok basit bir 6rnekle, kolorektal mukoza ve kolorektal karsinom kesitlerinin
intensite ve dansitesinin yakin olmasi beklenemez. Aym sekilde iyi ve az diferansiye iki kar-
sinom i¢in de durum benzerdir. Bu sorunu asmak icin en kolay yontem kontrol doku ya da

madde kullanip her bir boyamada bu referansla karsilastirma yapmak olabilir.
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MATERYAL VE METOD

1. Metodun Amaci: Yukarida da bahsedildigi gibi, histopatolojik kesitlerin boyanma 6zel-
likleri arasindaki farkliliklar sikga tartisilan bir konudur (1,2). Bu ¢alismada, bir lam {izerinde
bulunan kesitlerin boyanma 6zellikleri benzer kabul edildi ve laboratuarimizda standart yon-
temle boyanan, kontrol ve 6rnek doku kesiti iceren bir kesit standart olarak se¢ildi. Caligmada
tasarlanan yontem, kontrol doku kesiti goriintiileri arasindaki farki kullanarak, standart kont-
rol goriintiiye gore arastirilan goriintiiniin diizeltilmesine dayanmaktadir. Bu amacla yazilmig
olan program, iki kontrol doku goriintiisii (KDG) arasindaki histogram farkini1 bulup, bu farki
ornek doku goriintiisine (ODG) transfer ederek diizeltilmis bir goriintii (dAODG) elde etmeyi
saglamaktadir (Sekil 1). Daha once, Reinhard ve ark.(6) tarafindan yapilan bir caligmada iki
goriintli arasinda renk transferi tantmlanmistir. Bu ¢alismada ise, bir goriintiiniin renk 6zellik-
lerinin transferinin aksine, kontrol doku goriintiileri arasindaki histogram farki, 6rnek doku
goriintiisiine transfer edilmektedir. Sistemin performansi, dODG ve standart 6rnek doku go-

riintiisii (sODG) arasindaki benzerligi tammlayarak degerlendirildi.

DIiJIiTAL GORUNTULER

Standart Boyah Kesit Diger kesit

H Standart Ornek Doku Farkh kesitte aym dokunun
Goriintiisii (SODG) “ornek” goruntusu (aODG)

H Standart “Kontrol” % Farkli kesitte aym

Doku goriintiisii dokunun ‘“kontrol”
(sKDG) goriintiisii (aKDG)

Histogram farki (HF)=aKDG- sKDG
aODG+HF=dODG
sODG, aODG ve dODG Kkarsilastirildi.

Sekil 1: Test kesitlerinin sematik goriiniimii (sSODG: Standart rnek doku goriintiisii, aODG:
Farkl1 kesitteki 6rnek doku goriintiisii, SKDG: Standart kontrol doku goriintiisii, aKDG: Farkli

kesitteki kontrol doku goriintiisii)
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2. Programin o6zellikleri: Bu program, ii¢ renk uzayi olan kirmizi, yesil ve mavi i¢in herhan-
gi bir goriintiiniin histogram dagilimini hesaplar ve herhangi bir hedef dagilima gore, secilmis
bir goriintiiye renk “esnetme” (stretching) yapabilmeyi saglar. Bu calismada, secilen goriintii-
ler, orijinal goriintiiniin renk bilesenleri dagilimina gore ve yukarida tarif edildigi gibi kontrol

goriintiileri arasindaki farkin eklenmesi ile esnetilmektedir.

3. Test kesitleri ve goriintiilerinin hazirlanmasi: Formalin fiksasyonu uygulanmis ve para-
fine gdmiilmiis dort farkli doku kullanildi. Bunlar plasenta, kolon, kolon adenokarsinomu ve
sirotik karaciger doku ornekleridir. Parafine gomiilii bu dokulardan, ayn1 mikrotomda, 3 mik-
ron kalinliginda kesitler hazirlandi. Her lam {izerinde bir kontrol bir de 6rnek doku kesiti bu-
lunmaktadir. Hazirlanan preparatlardan bir kisminda kontrol doku ve 6rnek doku aym doku,

bir kisminda ise farkli dokulardir. Haematoxylin & Eosin (H&E), Van Gieson (histokimya) ve
CD34 (immunohistokimya) olmak iizere 3 boya grubu hazirlandi. Her ii¢ boya grubu icin

birer lam standart protokol ile boyand: ve altin standart olarak kabul edildi.

H&E and Van Gieson boyalari: Bu iki boya icin 10’ar lama kesitler hazirlandi. Tablo 1 ve
2’de diliisyonlar ve boyama siireleri 6zetlenmektedir. H&E ile boyanan grup i¢in, kontrol
olarak kolon mukozasi ve karaciger, ornek doku olarak yine kolon mukozasi ve karaciger
dokusu kullanildi. Van Gieson ile boyanan grup icin ise kontrol doku olarak sirotik karaciger

dokusu ve ornek doku olarak fibrotik kolonik submukoza ve sirotik karaciger kullanildi.
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Tablo 1: H&E boyanma siirecinde farkli kesitler i¢in hematoksilen ve eozinin uygulanma
stireleri

H&E Hematoksilen Uygulama Sii-  Eosin uygulama siiresi
resi

2 6 dakika 10 dakika

4 1 dakika 3 dakika

6 15 saniye 15 saniye

8 30 saniye 1 dakika

10-Standart kontrol kesiti 3 dakika 5 dakika

Tablo 2: Van Gieson boyanma siirecinde farkli kesitler icin FeH ve pikrofuksin uygulanma
stireleri

Van Gieson FeH Pikrofuksin

2 1 dakika 6 dakika

4 2 dakika 1 dakika

6 2 dakika 10 dakika

8 3 dakika 6 dakika

10- Standart kontrol kesiti 3 dakika 10 dakika




Tablo 3: CD34 boyanma siirecinde farkli kesitler i¢in antikor diliisyonlar1 ve uygulanma sii-
releri
CD34 Diliisyon Siire

2 1/400 60 dakika

4 1/600 60 dakika

6 172000 60 dakika

8 173000 1 dakika

10 1/200 1 dakika

12 1/200 5 dakika

14 1/200 20 dakika

16 1/200 40 dakika

18- Standart kontrol kesiti 1/200 60 dakika

CD34 immunohistokimyasi: Kontrol olarak plasenta ve ornek doku olarak kolon adenokar-
sinomu kesitleri iceren toplam 18 preparat hazirlandi. Bir preparat standart CD34 immunbhis-
tokimyas1 boyanma protokolii (1/200 diliisyonda primer antikor 60 dakika uygulandi) ile bo-
yanirken diger 17 preparat primer antikorun farkl diliisyonlarinda ve farkl: siirelerde boyandi

(Tablo 3). Primer antikor CD34 (Lab Vision Neomarker’s CD34 Ab-1 (Q/3End/10)), ardin-



dan sekonder antikor biotin (Lab Vision Neomarker’s) sonrasinda streptavidin ile muamele
edilip DAB kromojeni ile goriiniir hale getirildi. Mayer Hematoksilen ile boyama uygulandi.
Her preparattan bir plasenta goriintiisii ve kolon adenokarsinomu kesitinden bes goriintii (ko-
lon normal mukoza, submukoza, muskularis propria, yag doku ile adenokarsinom alanlar1
ayr1 ayri) elde edildi. Her preparatta ayni alanin seri kesiti goriintiilenmesi hedeflenerek go-
riintiiler kaydedildi. Boylece 18 plasenta, 18 kolon normal mukoza, 18 submukoza, 18 mus-
kularis propria, 18 yag doku ve 18 adenokarsinom goriintiisii hazirlandi.

Kesitlerin dijital goriintiileri, standart 1s1k altinda, normalize edilmemis mikroskopa
(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan DP70) bagh bir CCD kamera (Olympus, Optical
Co. Ltd., Tokyo, Japan BX51) ile 20x biiyiitmede elde edildi ve kisisel bir bilgisayarda depo-
land1. Tiim boyalar i¢in toplam 474 goriintii elde edildi (Tablo 4).

Tablo 4: Tiim boyalar icin kullanilan toplam gériintii sayilar1 (sODG: Standart rnek doku
goriintiisii, dODG: Diizeltilmis rnek doku goriintiisii, aODG: Farkl1 kesitteki ornek doku
goriintiisii, SKDG: Standart kontrol doku goriintiisii, aKDG: Farkli kesitteki kontrol doku go-

riintiisii)
H&E Analiz edilen Van CD34 Analiz edilen
H&E goriintiileri  Gieson CD34 goriintiileri

sKDG 2 2 2 1 1

aODG 63 18 18 102 34

dODG 63 18 36 102 34

aKDG 18 18 18 34 34

sODG 7 2 2 6 2
Toplam 153 58 76 245 105

Elde edilen tiim bu goriintiiler semikantitatif olarak analiz edilmis olup, tiim test edilenlerde
sODG ve dODG degerlendirilmis olmasina ragmen goriintii sayisinin coklugu nedeniyle, ana-
liz sonuclarinda ortaya ¢ikan ¢ok sayida tablonun karmasa yaratacagi diisiiniilerek her ii¢ boya
grubu i¢in belirli sayida goriintiiniin sonuglar1 ayrintili sekilde degerlendirildi. H&E icin

olusturulan iki gruptan (kontrol goriintiisii kolon ve kontrol goriintiisii karaciger olmak iizere
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iki grup) toplam 153 goriintii elde edilmis olup bu goriintiilerden 58 tanesi ayrintili analiz
edildi. Van Gieson i¢in 76 goriintii elde edildi ve tiim bu goriintiiler yalnizca semi kantitatif
olarak degerlendirildi. Bu boya sonucu elde edilen goriintiilerin kantitatif analizler i¢in uygun
olmadig: diisiiniilerek MOD, TOD (Toplam optik dansite) ve intensite hesaplamalar1 yapil-
madi. CD34 immunhistokimyas1 i¢in toplam 245 goriintii elde edildi ve bunlarin 105’1 ayrinti-

I1 analiz edildi. Ayrintili analiz yontemi Materyal Metod 5. maddede agiklanmaktadir.

4. Ornek Goriintiilere Histogram Transferi: Her kesit icin kontrol doku goriintiileri
(aKDG: Farkli kesitteki kontrol doku goriintiisii, SKDG: standart kontrol doku goriintiisii)
arasindaki histogram fark: bilgisayar programi tarafindan hesaplandi ve sonug farkli kesitteki
ornek doku goriintiisine (aODG) transfer edildi. Boylece yeni diizeltilmis bir goriintii
(dODG: diizeltilmis drnek doku goriintiisii) elde edildi ve bir bilgisayarda depolandi. Elde
edilen bu diizeltilmis goriintiiler ile standart 6rnek doku goriintiileri (sODG) farkli metodlarla
karsilastirildi.
5. Goriintiilerin Semikantitatif Ve Kantitatif Analiz ile Karsilastirllmasi: Daha once de
bahsedildigi gibi farkl siire ve diliisyonlarda boyanmis her kesitin diizeltilmis bir goriintiisii
elde edildi. Bu diizeltilmis goriintiiler, bu goriintiilerin orijinal hali ve standart goriintii, say1-
lar ile kodlandi. Kodlanmis bu goriintiiler iki gozlemci (SS, SZ) tarafindan kor olarak semi-
kantitatif olarak skorlandi. Bu skorlama goriintiilerin az boyanmasi, cok az boyanmasi, fazla
boyanmasi1 ve boyanma olmamasia gore yapildi. Eozin, hematoksilen, Van Gieson ve
CD34 boyamalar1 i¢in uygun goriintiilere, yok, ¢ok az, az, normal, fazla (-, +, ++, +++ ve
++++) gibi skorlamalar yapildi. Bu metodda, gozlemciler boyanmanin dogru kalitede oldu-
gunu diisiindiiklerine +++ skoru verdiler. Gézlemcilerin skorlar1 weighted Kappa analizi ile
karsilastirildi. Farkli skor almis goriintiiler iki gézlemci tarafindan birlikte tekrar degerlendi-
rildi ve fikir birligi ile final skor verildi. Daha sonra goriintiilerin skorlar1 degerlendirildi.
Standart goriintiiniin skoru O olarak kabul edildi ve buna gore diger goriintiilerin skorlar1 +1,
+2, 43, 0, -1, -2...gibi degerlendirildi. Boylece diger goriintiilerin standart goriintiiye ne ka-
dar yaklasabildikleri sayisal degerler sekline doniistiiriildii. Gozlemcilerin boyanmanin dogru
kalitede oldugunu diisiindiikleri goriintiilere +++ skoru vermelerine ragmen, her standart go-
rlintli bu skoru alamad.

ODG ve dODG skorlar1 sODG skoru ile karsilastirildi. Sekil 2, 3, 4 ve 5°de her boya

icin birer 6rnek semikantitatif skorlari ile birlikte verilmistir.
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Goriintiilerin kantitatif analizi i¢in, optik dansite ve boyanan alan yiizdeleri daha 6nce
bahsedilen goriintii analizi programlar ile hesaplandi. H&E boyali kesitler icin, pembe ve
mor boyanan alanlar ve CD34 boyas1 icin DAB pozitif kahverengi alanlar manuel belirlenen
renk araliklar1 i¢in bilgisayar programi tarafindan seg¢ildi (Sekil 6). Bu alanlarin optik dansi-
tesi ve intensitesi goriintii analiz programi (Mustafa Sakar tarafindan yazilim gelistirilmistir)
ile hesaplandi1 (22-24) . Bulunan degerler, gruplandirabilme ve karsilastirma amaciyla, mak-
simum ve minimum sayisal degerler goz Oniine alinarak, dort esit parcaya bolerek incelendi,
gruplar kiigiikten biiyiige 1’den 4’e kadar skorlandi. dODG nin degerlerinin sODG ile ayni
grupta olmasi basar1 dlgiitii olarak kabul edildi. Van Gieson boyali kesitlere ait goriintiiler

degerlendirme i¢in optimal olmadig diisiiniilerek sadece semikantitatif olarak analiz edildi.

Standart kesit Ornek kesit
Standart 6rnek doku Farkh Kkesitte aym rnek doku goriintiisii
goriintiisii (sODG) .
(a0DG)
|Skor:2|

- f

& ik Parak .'I‘I;.
Standart “kontrol” doku Farkh kesitte ayn1 dokunun
goriintiisii GKDG) “kontrol” goriintiisii (aKDG)

Sekil 2. H&E boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii ve 6rnek doku goriintiisii kolon
normal mukozasi, hematoksilen skorlamasi (sODG: Standart 6rnek doku goriintiisi, aODG:
Farkli kesitteki 0rnek doku goriintiisii, SKDG: Standart kontrol doku goriintiisii, aKDG: Farkl

kesitteki kontrol doku goriintiisii)
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Standart érnek doku

Standart kesit Ornek kesit

Farkh kesitte ayni 6rnek doku

goriintiisii (a0DG)

Standart “kontrol” doku
goriintiisii SKDG)

Skor:1

Farkh Kesitte aym “kontrol”

doku giriintiisii (aKDG)

| skor:1

e .

Diizeltilmis ODG

Sekil 3. H&E boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii sirotik karaciger ve 6rnek doku go-

riintiisii kolon normal mukozasi, hematoksilen skorlamasi (sODG: Standart 6rnek doku go-

riintiisti, aODG: Farkli kesitteki 6rnek doku goriintiisii, SKDG: Standart kontrol doku goriintii-

s, aKDG: Farkli kesitteki kontrol doku goriintiisii)
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Standart kesit

Standart 6rnek doku
gbriintiisii (sODG)

Ornek kesit

Farkh kesitte aym 6rnek doku
goriintiisii (aODG)

Skor: 3 Skor: 0
 Skor: 4 ; .:f:-_‘?-.‘j‘ || Skor: 0

L

Standart kontrol doku
goriintiisii (sSKDG)

|§k0r: 3 ._ :

Farkh kesitte ayn1 dokunun
“kontrol” goriintiisii (aKDG)

Diizeltilmis
ODG

Sekil 4. Van Gieson boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii sirotik karaciger ve ornek

doku goriintiisii kolon submukozas1 (sODG: Standart drnek doku goriintiisii, aODG: Farkli

kesitteki ornek doku goriintiisii, sSKDG: Standart kontrol doku goriintiisii, aKDG: Farkli kesit-

teki kontrol doku goriintiisii)
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Standart kesit Ornek kesit

Standart érnek doku Farkh kesitte aym: 6rnek
doku gériintiisii (a0DG)

Diizeltilmig_
ODG (&

Stf.a[:d“.l:t :‘kan’trof” doku Farkh kesitte aym1 dokunun
SAIRaiNun (TN “kontrol” gériintiisii (AKDG)

Sekil 51 CD34 boyamasi, standart kontrol doku goriintiisii plasenta ve drnek doku goriintiisii
kolon submukozasi (sODG: Standart drnek doku gorlintiisi, aODG: Farkli kesitteki 6rnek
doku goriintiisii, sSKDG: Standart kontrol doku goriintiisii, aKDG: Farkl1 kesitteki kontrol do-

ku goriintiisii)
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Sekil 6 a: CD34 boyal1 plasenta 6rnegi, 6b: CD34 boyali plasenta 6rneginde DAB pozitif
kahverenkli alanlarin se¢imi

6. Istatistiksel Analiz: Tki gozlemcinin semikantitatif skorlar1 agirlikli Kappa analizi (wKap-
pa) ile karsilastirildi (MedCALC).
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SONUCLAR:

1. iki Gézlemcinin Gozlemciler Aras1 Uyumu: Tiim goriintiiler igin iki gozlemci icin We-

ighted kappa degeri 0,59 (orta uyum, 0,41-0,60) olarak hesapland1 (MedCALC).
2. iki Gozlemcinin Semikantitatif Skorlari:
2a. Tiim goriintiiler (474):

- sODG ile aym semikantitatif skoru alan ODG %23,5 iken, sODG ile aym skoru alan dODG
% 76,34’ e yiikseldi.

2b- H&E boyamalari:
- Karaciger goriintiisiine gore diizeltme, kolonik mukoza goriintiileri:

- Hematoksilen icin skorlandiginda, ODG nin % 11,1’i sODG ile ayn1 skoru aldig1 goriildii.
Bu ODG’leri diizeltildiginde elde edilen dODG leri ise sODG ile %66,6 oraninda ayni skoru
aldi1 (Tablo 5a).

Tablo Sa: H&E boyal1 karaciger goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin
hematoksilen icin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis

ornek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG
-1 4 (% 44.4) -
0 (sODG ile aym 1 (% 11,1) 6 (%66,6)

skoru alan grup)

1 4 (% 44,4) 3 (%33,3)
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- Eozin skorlamasinda, ODG’ nin %33,3’ ii sODG ile ayni skoru almisken, dODG"’ nin ise
hicbiri standart ile ayn1 skoru alamadi (Tablo 5b).

Tablo Sb: H&E boyali karaciger goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintiilerinin
eozin icin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek

doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG
-1 6 (%66,6) -
0 (sODG ile aym 3 (%33,3) -

skoru alan grup)

1 - 9 (%100)

- Kolon goriintiisiine gore diizeltme, karaciger goriintiileri

- Kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilen karaciger kesitlerinin hematoksilen degerlendi-
rilmesinde, %33,3 ODG, sODG ile ayni skoru aldi. dODG"’ nin standart ile ayni skoru alma
orant ise %22,2’ ye geriledi (Tablo 6a).

Tablo 6a: H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis karaciger goriintiilerinin
hematoksilen i¢in semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis

ornek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG

-1 6 (%66,6) -

0 (sODG ile aym 3 (%33,3) 2 (%22,2)
skoru alan grup)

1 - 5 (%55,5)
2 - 2 (%22,2)
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- Ayn1 goriintiilerin eozin skorlamasinda da benzer sonuglar elde edilmis olup ODG’ nin orani

%44.4 iken dODG’ de oran %22,2 bulundu (Tablo 6b).

Tablo 6b: H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis karaciger goriintiilerinin
eozin icin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek

doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG

-1 5 (%55.5) -

0 (sODG ile aym 4 (%44.,4) 2 (%22,2)
skoru alan grup)

1 - 4 (%44.,4)
2 - 3 (%33.3)

Kolon goriintiisiine gore diizeltme, kolon goriintiileri

- Kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilen kolon goriintiilerinde hematoksilen boyasi skor-
land1. ODG’nin %22,2’ si sODG ile aym skorda bulundu. dODG’ nin %100’ ii sODG ile aym
skoru ald1 (Tablo 7a).

Tablo 7a: H&E boyali kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintii-
lerinin hematoksilen igin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku gériintiisii, dODG: Diizel-

tilmis ornek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG
-2 2 (%22,2) -

-1 3 (%33,3) -

0 (sODG ile aym 2 (%22)2) 9 (%100)

skoru alan grup)

1

2 (%22,2)
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- Bu goriintiilerin eozin skorlamasinda ise ayni basari elde edilemedi. ODG’ nin %22,2’si

sODG ile aym skoru aldi, dODG’ nin ise higbiri standart ile ayn1 skoru alamadi (Tablo 7b).

Table 7b: H&E boyal1 kolon mukoza goriintiilerine gore diizeltilmis kolon mukoza goriintii-
lerinin eozin icin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku gériintiisii, dODG: Diizeltilmis

ornek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG

-2 3 (%33,3) 7(%77,7)
-1 4 (%44,4) 2 (%22,2)
0 (sODG ile aym 2 (%22,2) -

skoru alan grup)
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2¢- CD34 boyamalari:

Tiim calismalarda kontrol plasenta olmak iizere; kolonik submukoza goriintiilerinde, sODG
ile ayn1 semikantitatif skoru alan ODG %17,6 olup dODG’ de bu oran %64,7 oldugu goriildii
(Tablo 8). Plasenta ODG’ de, sODG ile ayni1 skoru alma oran1 %17,6 iken, dODG nin sODG

ile ayn1 semikantitatif skoru alma oran1 %88 bulundu (Tablo 9).

Tablo 8: CD34 boyali kolonik submukoza goriintiilerinin semikantitatif skorlar1 (ODG: Or-

nek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG

-3 2 (%11,7) -

-2 2 (%11,7) 1 (%5,9)
-1 5 (%29.4) 1 (%5.,9)

0 (sODG ile aym sko- 3(%17,6) 11 (%64,7)

ru alan grup)

1 5 (%29,4) 4 (%23.5)

Tablo 9: CD34 boyal1 plasenta goriintiilerinin semikantitatif skorlar1 (ODG: Ornek doku go-

riintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintiisii)

Skorlar ODG dODG
Diisiik 10 (%58,8) -
0 (sODG ile aynm 3(% 17,6) 15 (%88)

skoru alan grup)

Yiiksek 4 (% 23,4) 2 (%12)
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3. Goriintilerin Kantitatif Analizi:

Kolon goriintiisiine gore diizeltme, kolon goriintiileri:

H&E boyali kolon mukozasi goriintiilerinin hematoksilen degerlendirmesinde, diizeltmeden

sonra, sadece MOD degerlerinde onemli bir gelisim kaydedilmis olup yakin kategorilere yiik-

selme gozlemlendi (Tablo 10). Bu goriintiilerin eozin degerlendirilmesinde, standart MOD

degerine sahip goriintii oran1 diizeltmeden sonra %22,2’ den %77,7" ye yiikseldi. TOD ise

%22,2’ den %88,8 e yiikseldi. Intensite degerleri de ilerlemis olup ancak komsu gruplara
yiikseldi (Tablo 11).

Tablo 10:
MOD, TOD ve intensite degerlerinin gruplandirilmast (MOD: Mean optik dansite, TOD:

Hematoksilen eosin boyali kolonik mukoza goriintiilerinin hematoksilen i¢in

Toplam optik dansite, ODG: Ornek doku gériintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintii-

sii)
MOD MOD MOD TOD GRUP TOD TOD Intensite Intensite = Intensite
GRUP ODG dODG ODG dODG GRUP ODG dODG
1 4 1 3 4 1 4 5
(116,68- | (%44,4) 0 (%0) | (1068214,8- (%33,3) | (%44,4) | (2,25-5,4) (%44.,4) (%55.,5)
134,305) 2773807,5)
2 0 6 2 6 4 2 4 3
(134,305- (%0) (%66,6) (2773807,5- (%66,6)  (%44,4) (5,4-8,6) (%44.,4) (%33,3)
151,93) 4479400,2)
standart
standart
3 3 3 3 0 0 3 1 0
(151,93- | (%33,3)  (%33,3) @ (4479400,2- (%0) (%0) (8,6-11,8) (%11,1) (%0)
169,555) 6184992.9)
standart
4 2 0 4 0 1 4 0 1
(169,555-  (%22,2) (%0) (6184992,9- (%0) (%11,1) (11,8-15,1) (%0) (%11,1)
187,18) 7890585,6)
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Tablo 11: Hematoksilen eosin boyali kolonik mukoza goriintiilerinin eozin i¢cin MOD, TOD

ve intensite degerlerinin gruplandirilmast (MOD: Mean optik dansite, TOD: Toplam optik

dansite, ODG: Ornek doku goriintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintiisii)

MOD MOD MOD TOD TOD TOD intensite lintensi- Intensite
GRUP  ODG dODG GRUP ODG dODG GRUP te ODG dODG
1 2 0 1 3 1 1 3 0
(168,88- %22,2) (%0) 14809956- | (%33,3) %11,1)  (22,3- (%33,3) (% 0)
180,085) 23541922) 33,65)

2 2 2 2 3 8 2 5 7
(180,085-  (%22,2) (%22,2) 23541922- @ (%33,3) (%88,8) (33,65- (%55,5) (%77,7)
191,29) 32273888) 45)

standart

3 3 7 3 0 0 3 0 1
(191,29- | (%33,3) (%77,7) @ (32273888- (%0) (%0) (45- (%0) (%11,1)
202,495) 41005854) 56,35)
standart standart

4 2 0 4 3 0 4 1 1
202,495-  (%22,2) (%0) | (41005854- (%33,3) (%0) (56,35- (%11,1) (%11,1)
213.,7) 49737820) 67,7)
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Plasenta goriintiisiine gore diizeltme, plasenta goriintiileri: CD34 ile boyali plasenta goriintii-

leri diizeltildiginde TOD ve intensiteleri belirgin olarak iyilesdi (Tablo 12).

- Standart goriintiiniin TOD ile aym grupta yer alan ODG’ lerinin oran1 %17,6 iken, bu goriin-

tiller diizeltildiginde oran %52,9” a yiikseldi.

- Intensite icin de benzer sonuclar elde edilmis olup %17,6’lik oran, goriintiiler diizeltildigin-

de %47’ ye ulasti.

- MOD degerlerinde ise 6nemli bir diizelme saglanamadi. Ancak ¢ogu goriintiiniin kantitatif
degerleri standart goriintiiniin degerlerinin bulundugu gruba erisemese de yakin komsu grup-

lara ulagabildi.

Tablo 12: CD34 boyali plasenta goriintiilerinin MOD, TOD ve intensite degerlerinin grup-
landirilmas1 (MOD: Mean optik dansite, TOD: Toplam optik dansite, ODG: Ornek doku go-

riintiisii, dODG: Diizeltilmis 6rnek doku goriintiisii)

MOD MOD MOD TOD TOD TOD Intensite intensite  intensite
GRUP ODG  dODG GRUP ODG  dODG GRUP ODG dODG
1 2 0 1 8 3 1 8 3
(165,65- (%11,7) (%0) (1790959,5- (%47) (%17,6) | (2,68-5,86) (%47) (%17,6)
173,825) 3810807,7)
2 2 5 2 4 3 2 4 3
(173,825-  (%11,7)  (%29,4) | (3810807,7- @ (%23,5) (%17,6) (5,86-9,04) | (%23.,5) (%17,6)
183) 5830656)
3 11 10 3 2 2 3 2 3
(183- (%64,7) | (%58,8) (5830656- (%11,7) | (%11,7)  (9,04-12,2) | (%11,7) (%17,6)
192,175)
7850504,3)
(standart)
4 2 2 4 3 9 4 3 8
(192,175- | (%11,7) | (%11,7) @ (7850504,3- | (%17,6) (%52,9) (12,2-154) | (%17,6) (%47)
201,35)
9870352,6) (standart)
(standart)
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TARTISMA

Histopatolojideki goriintii analiz uygulamalar siklikla segmentasyon ve/veya dekonvo-
liisyona baghdir ve segmentasyon, goriintiilerin 6n islemesini gerektirir. Goriintii segmentas-
yonunun amaci goriintiideki objeler hakkinda ek bilgi kullanmaksizin, goriintiiyii homojen ve
birbirine bagl parcalara bolmektir. Renkli goriintii segmentasyonunda homojenlik, renkleri ve
bazen de renk 6zelliklerini icerir. Segmentasyon bir goriintiiniin farkli bolgelere boliinmesidir.
Her boliim kendi i¢inde homojenken yan yana olan herhangi iki bélge homojen degildir (13,
18). Dijital goriintiilerde, renkler 15181n yonii, 151k kaynaginin yogunlugu ve parlakliga fazla-
styla baghdir. Yogunluktaki kiiciik bir farklilik da, aydinlatmadaki degisimler de objelerin
rengini 6nemli Ol¢iilerde degistirebilir. Isiktan kaynaklanan problemlerin iistesinden gelebil-
mek i¢in, On islemede bir renk istikrar1 veya normalizasyon algoritmasi kullanilmasi tavsiye
edilir (17). Segmentasyon gibi, renk dekonvoliisyonu algoritmasi, dijital bir goriintiideki bo-
yanma paterninin degerlendirilmesindeki yaklasimlardan bir tanesidir. Dekonvoliisyonun
amaci, go