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Mikroskop altinda hiicre sayimi, bir uzman tarafindan mikroskop mercegine siirekli bakilarak veya otomatik hiicre
sayimi yontemleri kullanilarak yapilabilmektedir. Sayim uzman tarafindan yapildiginda oldukga yorucu, uzun siiren
ve diisiik dogruluga sahip bir islem haline gelmektedir. Bunun disinda hiicre sayimini zorlastrian ve dogrulugu diisiiren
baska etkenler de mevcuttur. Bu nedenle, hiicre sayimmin otomatik bir sekilde yapilmasi ve sunulan sayim
yontemlerinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada, fliioresans mikroskop goriintiisiinde otomatik hiicre tespiti
ve sayimi i¢in bir yontem sunulmustur. Yéntemin tiim adimlart agiklanmigtir. Sunulan yontemin etkinligi bir¢ok farkli
durum i¢in simiilasyon programlari vasitasiyla test edilmis, yontemin basariya ulastigi ve gelecek vadeden bir ¢aligma
oldugu gosterilmistir.
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An automatic embryonic stem cell counting method

ABSTRACT

The cell counting process can be performed by manual counting in which a specialist counts the cells with naked eye
or the automatic counting that utilizes the computer-based techniques. The counting process becomes exhausting, long
and incorrect when the counting performed by specialist. Therefore the cell counting process must be performed
automatically. In this study, an automatic cell detecting and counting method under fluorescence microscopy is
proposed. All steps of the method are given in details. Several computer simulations are performed to evaluate the
effectiveness of the method andit is shown that the proposed method gives promising results.
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1. GIRiS INTRODUCTION)

Otomatik hiicre sayimi tiptan gidaya bircok alanda insan
saglig icin temel teskil eden 6nemli uygulamalarda yer
bulmaktadir. Ornegin, gida alaninda siit, peynir vb.
iriinler igerisindeki yararli veya zararli bakterilerin
sayilarak iriin hakkinda gerekli olan tiim bilgilerin
toplanmasimi saglanmak amaciyla, meyve ve sebze
gelisiminin takibinde kullanilmaktadir. Tip alaninda
ozellikle teshis ve tedavi asamasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hiicre saymm saglikli  bireylerde
kontrol amagh kullanildigindan &nem tagimaktadir.
Herhangi bir hastaliga erken teshis konulabilmesine
olanak saglamaktadir. Hastalifin teshisinin erken
yapilabilmesi miidahale zamaninin da kisalmasi
anlamina gelmektedir ve hayati 6nem tasimaktadir.
Tedavi silirecinde ise uygulanmasi gereken tedavi
yontemlerinin  belirlenmesinde, tedavide kullanilan
yontemlerin doz ve siiresinin ayarlanmasi konusunda
uzman kisilere bilgi saglamasi amaci ile hiicre sayim
gerekmektedir.

Tip alanindaki uygulamalara verilebilecek en &nemli
uygulama orneklerinden biri de kan testleridir. Kan
sayimi testlerinde bircok degere bakilir. Bunlarin bir
kismi1 6nemli ve klinik olarak tan1 koymada anlamli iken
klinik O6nemi fazla olmayan parametreler de
calisilmaktadir. Kan sayimindan kasit, kanin yapisinda
bulunan 6zel kan hiicrelerinin sayisinin tespitidir. Hiicre
sayilar1 uzman tarafindan ¢iplak goz ile veya otomatik
hematoloji analizorleri ile belirlenebilir. Ister goz ile ister
otomatik metotlar ile yapilsin, sayimlarin dogrulugu ve
kesinligi kan 6rneginin dogru bir sekilde seyreltilmesine
ve Ornegin dogru Olgliimiine baghidir. Kan ¢ok sayida
farkli hiicre icerdiginden, dogru analiz i¢in genellikle
ornegin hiicre tipine gore seyreltilmesi gerekir.

Eritrositler izotonik bir ¢6zelti ile seyreltilir. Lokosit ve
trombosit sayimlarin kolay yapilabilmesi igin ise
eritrosit sayis1 fazla oldugundan eritrositleri pargalayan
bir seyrelti kullanilmas1 gerekmektedir. Seyreltilmenin
derecesi de hiicre tipine baglidir. Hiicre sayimlarindaki
hatalar 6rnek Ol¢limii, seyreltme veya hiicre sayim
asamalarindaki yanligliklardan kaynaklanir. Cok fazla
sayida ornek incelenebildiginde Ol¢iim sonuglarinin
dogrulugu artar. Otomatik yontemler ¢ok fazla sayida
hiicre ol¢tiigiinden ve istatistiksel hata oranmin diisiik
olmasimndan dolay1r uzman tarafindan gergeklestirilen
yontemlere gore ¢cok daha {istiindiir. Hatalar genel olarak
ornegin yapisindan, uzmanin tekniginden ve hatali
donanimlardan kaynaklanabilir. Sayim hacmindeki hiicre
dagilimina bagli hatalara saha hatalar1 adi verilir ve
sadece daha fazla hiicrenin sayillmasiyla en aza
indirilebilir.
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Hiicre sayimmi klinik arastirmalarda birgcok alanda yer
almaktadir. Bunlarin baglicalar1 pataloji, endoskopi,
biyopsi yapilmasi gereken ve birgok c¢esidi olan
kanserlerin  arastirilmasidir.  Giiniin en  6nemli
hastaliklarindan biri olan kanserin arastirilmasinda
kanserli doku hakkinda bilgi edinebilmek biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Hiicre sayimi kok hiicre ¢alismalarinda da
kullanmilmaktadir. Kok hiicre tedavisi ile bebeklerden,
yetigkinlere kadar bir¢ok organ yetmezligi ve doku hasari
sorunlari ¢dzebilmektedir. Bu ¢aligmada embriyonik kok
hiicre sayiminin otomatik olarak gergeklestirilmesi
hedeflenmektedir. Bu nedenle, oncelikle kok hiicreler
hakkinda temel bilgiler verilmelidir.

1.1. Kok Hiicreler (Stem Cells)

Kok hiicreler, biiylimelerinin erken donemlerinde viicut
icerisindeki birgok farkli hiicre tipine doniisebilme
potansiyeline sahip 6nemli hiicrelerdir. Ayrica, birgok
dokuda dahili onarim sisteminin bir pargasi olarak
calisirlar. Kok hiicreler insan ya da hayvan canli oldugu
stirece siirekli boliinerek diger hiicrelerin yerini
doldurabilme yetenegine de sahiptirler. Bir kok hiicre
baliindiigiinde olusan her bir yeni hiicre kdk hiicre olarak
kalabilir ya da kas hiicresi, kirmiz1 kan hiicresi, beyin
hiicresi gibi daha 6zel bir fonksiyona sahip bagka bir
hiicreye dontisebilir [5-8].

Kok hiicreler iki onemli karakteristikleri ile diger
hiicrelerden ayrilirlar. Ilki, kok hiicrelerin hiicre
bolinmesi  sayesinde  kendilerini  yenileyebilme
yetenegine sahip uzmanlagmamis hiicreler olmalaridir.
Ikincisi ise, uygun fizyolojik ya da deneysel kosullar
altinda 6zel fonksiyonlara sahip doku ya da organ
hiicrelerine doniisebilmeleridir. Bagirsak ve kemik iligi
gibi bazi organlarda kok hiicreler diizenli olarak
boliinerek hasar gérmiis dokular1 yenileyebilirler. Ancak,
pankreas ve kalp gibi organlarda kok hiicreler sadece 6zel
kosullar altinda boéliinebilmektedirler. Simdiye kadar
bilim adamlar1 Oncelikli olarak hayvanlarda ve
insanlarda bulunan iki tiir kok hiicre lizerinde calisma
yapmustir: emriyonik kok hiicre ve embriyonik olmayan
somatik veya yetiskin kok hiicre.

Saglikli bir hiicre, arka arkaya ve ¢ok sayida genetik
mutasyon gecirmesi durumunda kanser hiicresine
doniisiir. Kanser hiicresine doniisiim nedenleri ve evreleri
uzun yillar boyunca merak edilen bir soru olmustur [2,3].
Bu soru, 2000°li yillarin baginda ilk olarak akut myeloid
l6semi hastalarinda fark edilen bir hiicre toplulugunun
kanserlesme mekanizmasi incelenerek yanit bulmustur.
Yiiksek telomeraz aktivitesine sahip olmalar1 nedeni ile
¢ok hizli bir sekilde ¢ogaldigi fark edilen bu hiicrelere
kanser kok hiicreleri (KKH) adi verilmistir [1-3].
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Insan viicudunda en izl sekilde izlenebilen
Hemotopoetik Kok Hiicreler (HKH) hakkinda bilgi
sahibi olunmast bir zorunluluk haline gelmistir.
Hemotopoetik sistem 06zel fonksiyonlari olan birgok
hiicreden olugmaktadir. Kemik iligindeki hiicrelerin
bazilarinin diger kan hiicre popiilasyonlar1 yani sira kendi
kopyalarin1 da olusturabildikleri gdsterilmistir. Bu
tiirdeki hiicrelere Onceleri “pluripotent” daha sonra
degistirilerek  “multipotent” HKH denilmistir. Bu
hiicrelerin en dnemli 6zellikleri kendi kopyalarini iiretip
yine bir kok hiicre olarak yollarina devam etme veya
farklilagip bir progenitér hiicre dizisine doniiserek birgok
matilir hiicre olusturabilmeleridir. Ayrica migrasyon
yapabilme ve programli hiicre 6liimii (apopitozis) yoluna
girebilme dzellikleri de vardir. Bu aktiviteleri arasindaki
denge  viicutta bulunan kok  hiicre  sayisini
belirlemektedir. Kok hiicrelerin anlik olarak say1
bilgilerinin alinabilmesi ¢ok 6nemlidir. HKH hakkinda
vitro ortaminda (laboratuvar ortaminda ya da yapay
kosullarda) yapilan klinik ¢aligmalar ileriki zamanlarda
kanser kok hiicresi arastirmalarma da 1sik tutacaktir.
HKH’lerin otomatik olarak sayiminin gergeklestirilmesi
hayati 6nem tagimaktadir.

1.2. Goriintii Analizinin Gerekcesi (The Necessity of
Image Analysis)

Kanser hastalarina yapilan tedavilerin  baginda
Radyoterapi ve Fotodinamik terapi gelmektedir. Bu
yontemler kanser tedavilerinde etkili tedavi yontemi
olmalarmin yani sira hafifletici yontem olarak da
kullanilmaktadirlar. Yontemlerin basarisi sadece tedavi
planlamas1 ve verilen doz miktarina degil ek olarak
tiimoriin biyolojik yapisina da baglidir. Tiimor ve kanser
cesitlerini kendilerine has 6zellikleri ile degerlendirmek
bolgenin bu 6zellikler 15181inda tedavi edilmesine olanak
verip iyilesme oranini ileri derecede arttirmaktadir [4,5].
Tiimoriin yayinimi, hipoksisi ve vaskularitesi tedavi i¢in
anahtar roliinde olup tiimoriin tedaviye verecegi cevabin
yonetilmesinde temel bilgi olarak goérev yapmaktadir.
Ornek olarak uzun siiren radyoterapi tedavileri hizli
olusan bir tiimor karsisinda caresiz kalmaktadir. Ayni
sekilde hipoksik hiicreler radyasyona yeterli derecede
oksijen iceren hiicrelere gore ii¢ kat daha fazla
dayanabilmektedir. Elimizdeki parametrelerin hayati
onemi olmasina ragmen toplanan &zellikleri genellikle
gorsel olarak yapilmaktadir. Bu yontem klasik fakat
genellikle  potansiyel sonuglari  ¢ikarmak  igin
kullanilmasma ragmen yanlis sonuglar verebilen bir
yaklasimdir. Islem genellikle immiinohistokimyasal
olarak boyanmis doku orneklerinden yola ¢ikilarak
gerceklestirilmektedir. Birden fazla fliioresans boyama
islemi olmasi durumunda hata orami yiikksek oranlara
erismektedir. Bu sebeplerden dolay1 goz ile
gergeklestirilen hiicresel sayma islemleri
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kullanilabilirligini kaybeder ve daha karmasik islemlere
ihtiya¢ duyulur.

Doku parcalart i¢in otomatik goriintii analizi giderek
artan bir dnem kazanmaktadir. Sunulan yontemler ile
hiicresel materyallerin miktarima dahi karar verebilme
ozelligi saglamaktadir. Goriintii analiz yontemleri gegen
10 yil igerisinde arastirmacilar ve doktorlar igin teshisi
yiiksek oranda kolaylastirdigr igin bir ihtiya¢ olarak
goriilmeye baslanmistir. Ik calismalarin birgogunda
hiicresel analiz yapmaya odaklanilmis ve 6zel olarak kan
hiicresi analizlerine yogunlagilmus, sitolojik goriintiiler
almmig ve otomatik hiicre analizleri yapilmistir.
Sitolojinin aksine histolojik goriintiilerden de anlamli
bilgilerin ¢ikarilmasi i¢in yapilan aragtirmalar yeterli
seviyede yapilmamistir [6-7]. Histolojik mikroskopik
pargalar genellikle sitolojik kisimlara gore ¢ok daha
yogun olmaktadir, bunun sebebi kiigiik bir kismin biitiin
dokunun yapisini yansitmasidir. Fakat bu durumda {ist
iiste gelen hiicreler yiiziinden c¢alisma yapilmasi
zorlagmaktadir. Goriintiilerin  genellikle giiriilti  ve
standart bazi tekniklerden dolayr bozulmaya ugradigi
goriilmekte, buna bagl olarak yapinin bozulmasi ile
hiicrelerin ~ geometrik  yapisim1  tespit  etmek
zorlagmaktadir [8]. Sartlara bagli olarak hiicrelerin
¢ekirdek sinirlart bulaniklagsmakta ve ¢ekirdek sinirlari
ile arka plan arasindaki belirsiz gecisler boliitleme
siirecini daha da zorlastirmaktadir. Hiicreler arasindaki
sinirlar gérinmeze yakindir, bu yiizden hiicrenin seklini
direkt olarak gOriintiinin  igerisinden  ¢ikarmak
aragtirmacilarin en ¢ok zorlandigr islemlerdendir.
Histoloji igerisinde ayrica diisiik seviyelerde biiyiitme
kullanilarak, goriintiilerin daha dnemli bilgileri tagimasi
saglanir. Ozellikle kanser tedavisi i¢in kanser hiicresinin
yapist incelenen kisimdan ¢ikarildiginda goriinti de
kullanilan biiylitme o&zelligi ile belirli hiicrelere
odaklanilmaktadir. Sitolojide de biiyiitmenin yiiksek
derecede yapildig1 goriintiiler kullanilmaktadir ve bu
islem doku dolagimi zorlastirdigindan dolay1 birden fazla
goriintiiniin  alinmas1  gerekmektedir. Bundan dolay1
goriintiiler ne kadar karmagik hale gelir ise boliitleme
isleminin de aym derecede karmasik olmasi
gereckmektedir [9,10].

1.3. Sunulan Yontemler (Proposed Methods)

Gegen 10 yil igerisinde yiiksek teknoloji igeren goriintii
analiz teknikleri ve yazilim uygulamalar1 genel olarak
yapay zeka alaninda yapilan c¢aligmalar ile birlikte
hizlanarak histolojik hiicre analizini daha hizli hale
getirmistir. Ozel olarak bu alanda farkli egitim ve alt
yapiya sahip arastirmacilar yapilan ilk calismalar
genisgleterek sitolojik goriintli analizi alaninda ilerleme
kaydetmeyi hedeflemektedirler. Ek olarak ortaya ¢ikan
bir diger avantaj ise yiiksek teknoloji igeren yiiksek
¢Ozliniirliikli goriintii almay1 saglayan ve mikroskobik
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goriintiilerde karsilasilan sorunlar1 temelden ¢dzebilen
donanimlara ulasabilmektir. Ek olarak histolojik
isaretcilerin gelistirilmesi ile ayn1 goriintli ve ayn1 zaman
icerisinde bircok farkli yapinin goriiniir hale gelmesi
saglanarak bircok alandan gruplarin medikal goriintii
isleme alaninda caligmalar yapabilmesi saglanmistir.
Medikal goriintiilerin analizi goriintii kazanimi, goriinti
yeniden yapilandirmasi, goriintii tiiretilmesi, goriintii
sikigtirilmast ve saklanmasi, goriintii analizi ve goriintii
tabanli tamima ozellikleri gibi  birgok  ydntemi
kapsamaktadir. Bahsedilen tiim ydntemler hiicre sayim
asamalarinda zorlayici olan iglemleri kolaylastirmak icin
kullanilabilmektedir. Hiicre saymmi i¢in kullanilan
yontemler ise, esikleme, renk doniisiimii, bolgesel
birlestirme, kenar bulma, sablon esleme, doku analizi,
simiflandirma olarak siralanabilir.

Doku pargalart lizerinde gergeklesen ilk c¢alismalar
genellikle bu alanda en popiiler olarak goriilen esikleme
yontemi ile gerceklestirilmistir. Esikleme temel olarak
grilik seviyesi iizerinde yapilan hesaplamalar ile arka
planin ve goriilmesi istenen nesnenin birbirinden ayirt
edilebilmesi i¢in piksel seviyesinde gergeklestirilir. Bu
alanda yapilan birgok caligmada grilik seviyesine gore
secilen mantikli bir esikleme degeri ile iyi sonuclar elde
edilebilmistir [11-13]. Esik degeri se¢ilirken keyfi olarak

hareket edilen yoOntemler de bulunmaktadir. Bu
yontemlerin  amacit  hiicre  sayimi  yapabilmek
oldugundan, saymm artmasi i¢in  denemeler

yapilabilmektedir [14]. Yar1 otomatik sayma sistemleri
pikselleri uzaysal diizlemde inceleyerek kullanic
tarafindan segilen esikleme araliginda sayima imkan
taniyarak  interaktif  olarak islem  yapilmasim
saglamaktadir [15]. Referans [16]’da karaciger
hiicrelerinin ~ immunolojik  olarak  etiketlenmesi
gerceklestirilmigtir. Bir bagka c¢alismada Ki-67 ile
etiketlenen proteinlerin ¢ogalma sonucu degisimleri
histolojik olarak incelenmistir [17]. Global esikleme
uygulanarak ayni madde ile yapilan c¢alismada sayim
sonuglart1 daha dogru hale getirilmis ve sayim
hizlandirtlmigtir [18].

Esikleme teknikleri genellikle grilik seviyesine bagh
olarak histogram tepe noktalarini ortaya ¢ikarmaktadir ve
gozlemci yargisint daha 6nemli kilmaktadir. Goriinti
icerisinde ilgilenilen alan isaretleme elemanlar: ile
boyandiktan sonra kirmizi, yesil, mavi kanallar icin
(RGB goriintiisiine ait her kanal) esikleme uygulanir
[19]. Bu fikir 1s1ginda bircok calisma yapilmistir.
Referans [20,21]" de renk ayrimi ilgilenilen alanlara
manuel olarak yapilmistir. Islem kullanicimin goriintii
icerisinde alt-goriintii se¢mesi ile devam edip bu alt-
goriintliniin, goriintiiniin tamami hakkinda bilgi vermesi
hedeflenmistir. Daha sonra esikleme degeri biitlin
goriintiilye aragtirmacinin se¢imine gore uygulanmuistir.
Kohlberger ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
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calismada RGB goriintii, renk tonu, doygunluk ve
yogunluk (HSI) wuzay gorlntiisiine donistiiriilerek
kavramlar insan gozii ile incelenebilecek hale
getirilmistir.  Yapilan ¢alismalarda gogiis kanseri
hiicreleri i¢in farkli bir bakis agis1 saglamistir [22,23]. Bir
baska ¢alismada, HSI renk modeli kemik iligi calismalari
kullanilmigtir. Bu yontem kemik iligi ¢aligmalarinda
biiyiik avantaj kazandirmustir [24]. Doygunlugu ve
yogunlugu temel alan renk bilesenlerinden bagimsiz HSI
modeli ile leke miktar1 [25]°te Olcililmiistir. RGB
goriintiide leke tamima algoritmasi igerisinde piksel
tamima siniflandirmasmin  olmasi gerekmektedir. Uc
boyutlu  verilerle  gerceklestirilmesi  zor  olan
algoritmalardan kurtulabilmek i¢in hiicre tanima
calismalari {i¢ boyutlu renk degisimlerini (RGB, HSI vb.)
bir ¢izgi veya alan iizerine tagimigtir. Ayrica biiyiik alan
iceren gorlntiilere Temel Bilesen Analizi (PCA)
uygulanarak c¢ekirdek sinirlarina belirlenmistir [26].
Hiicre simurlart kirmizi ile hiicrenin gekirdeginin sinirlar
ise sart ile boyanmigtir. [27-32] arasi referanslarda
belirtilen farkli olarak boyanmis alanlarda dogrusal
kombinasyonlar ile hiicreler birbirinden ayrilarak hiicre
sinirlar1 belirlenmistir. Bu ¢aligmalarin bir kisminda
gorilintiileme sistemleri spektral 6zellikleri de gbz oniine
alarak arastirmalari bir ileri seviyeye tagimustir.

Bolge birlestirme islemi histoloji alaninda béliitlemeye

alternatif olarak kullanilmaktadir. Grilik seviyesi
esiklemesi ve renk esiklemesi saglikli boliitleme
yapilmis bir gOriintilyli garanti edememektedir.

Karmagik alt bolgeler igeren goriintiilerde bu islemlerin
basaris1 daha da azalmaktadir. Goriintii piksellerini
boliitleme islemi sirasinda ele alabilmek icin bolge
birlestirme (region merging-RM) islemi alternatif bir
yaklagimdir. Sitoloji ile karsilagtirildiginda histoloji
icerisindeki goriintli karmasikligindan dolayr RM yeteri
kadar 6n plana c¢ikamamustir. [33]’te bobrekteki zar
kisminin elektron mikroskobu altindaki goriintiisii
iizerinde tipik bir RM tabanli ¢ok pargali algoritma
sunulmustur. Lazer tarama oOzelligine sahip bir
mikroskop ile yapilan ¢aligmalar [34]’te verilmistir. Bu
calismada Watershed algoritmas: kullanilarak yiiksek
dogruluga sahip sonuglar elde edilmistir. Gri-seviyeli
goriintilye uygulanan Watershed algoritmas: ile kanser
hiicreleri [35] te incelenmistir.

Sonug¢ olarak, hiicre sayimi ¢ok uzun zamandir tip
alaninin ayrilmaz bir pargasi olmustur. Fakat hiicre
sayimi ¢iplak goz ile yapildiginda ¢ok uzun ve yorucu bir
siire¢ olan hiicre boliinme asamalarinin ¢ok dikkatli bir
sekilde kontrol edilmesi gerektiginden oldukga
yorucudur ve siibjektif sonuclar vermektedir. Bu islemin
otomatik olarak gerceklestirilmesi hata oranini azaltarak
teshis, tedavi ve kontrol agamalarinda dogru sonuglara
ulasim olasiligini arttirmaktadir. Bu ¢aligmada fliioresans
goriintiileme yardimi ile kan hiicrelerinden alinan
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HKH’lerin otomatik  sayilarak  sonuglar1  klinik
aragtirmalar, teshis ve tedavi agsamalari i¢in hizli ve kolay
bir sekilde bilgi saglamasi hedeflenmektedir. Hiicre
tespiti, sayimi ve tanimasi timor dokularinin yapisinin
anlagilmasi ile paralel bir konu oldugundan yapilan
calismalar bu alanda da biiyiik yarar saglamaktadir.
Calisma su sekilde diizenlenmistir: Bolim 2’de
gorlintiiniin ~ elde edilmesi, o6n isleme adiminin
uygulanmast ve On islenmis mikroskobik hiicre
goriintlisiine  uygulana gorintii  isleme teknikleri
aciklanmigtir. Benzetim sonuglart ve yorumlar Bolim
3’de sunulmustur.

2. ON iSLEME (PRE-PROCESSING)

Bu bolimde sunulan yontemin ilk asamasi olarak
mikroskobik goriintiilerin nasil elde edildiginden ve
yontemin dogrulugunu arttirmak igin  gdriintiiye
uygulanacak on igleme adimindan bahsedilmistir.
Sunulan yontemin temel adimlari Sekil 2.1°de blok
diyagramlar seklinde gosterilmistir.

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

uoseswn | | b | | | e
GORDNTD LsBRONTNN 4 e | esene |- e Lo L o
AN || MR | AL

Onlsleme -

Sekil 2.1.Sunulan yontemin blok diyagram gosterilimi (Block diagram
of the proposed method)

Bu caligmada kullanilan embriyonik hiicre goriintiileri
“Institute of Biomedical Sciences” adli Brezilya
(UFRJ)’da bulunan &6zel bir merkezden alinmistir. Hiicre
goriintiileri bu merkez tarafindan su sekilde elde
edilmistir: Alinan embriyonik goriintiiler 8 giin boyunca
noral farklilasma siireci igerisinde kiiltiir ortamina
birakilmistir. Embriyonik kisimlar uyarilarak inkiibasyon
ile noral fenotip haline getirilmistir. Son 4 giin icerisinde
Retionik asit 2uM final konsantrasyona ulagtirilmaktadir.
Daha sonra %4 Olgiisiinde parafolmaldehit (PF) 30
dakika kadar birakilarak sucros gradyantli (10, 20 ve
30% , 30 dakika siireyle) ¢ozeltide tutularak doku
icerisine en 1iyi sicakligin olusturdugu islemle sifirin
altinda saklanarak tutulmaktadir. Ayarlanmis pargalar
kristot igerisinde ayri ayri embriyonik hiicrelere
uygulanmistir. Laboratuvar donanimlar: 10uM kalinlikta
ayarlanmistir, bunun nedeni ¢ekirdeklerin ortalama
biiylikliigiine uymasindan dolayidir. Diger alinan
pargalar 5 dakika boyunca inkiibasyon isleminde bir ¢esit
ters niiklei isaretleme malzemesi olan 4-6 Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) igerisine birakilmistir. Kurulan
sistem Nikon Eclipse TE300 degistirilmis epi-fliioresans
mikroskobu ile MagnaFire Digital CCD kamera ve
Image Pro Express yazilimi kullanilmaktadir. Goriinti
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edinme iglemi yar1 otomatik olarak uzmanlar tarafindan
biiylitme, zamansal olarak kiiltiiriin goriintiilenmesi ve
odak oOzellikleri kontrol edilerek yapilmaktadir.
Goriintiilerin  yakalanma ¢dziiniirliikleri  1032x1040
piksel olarak (40x zoom) Ozelligine cevap verebilecek
sekilde alinmistir. Alinan goriintiiler Tagged Image File
(.tif) formatinda kayipsiz olarak LZW sikistirmasi ile
kaydedilmistir [36].

Alinan fliioresans gorintii ilk olarak kirmizi, yesil ve
mavi kanallara ayrigtirilmigtir. Bu ¢alismada yontem tiim
kanallar iizerinde test edilmis ve yesil kanal daha iyi
sonuglar verdigi icin islemler yesil kanal iizerinde
gergeklestirilmistir. Sekil 2.2°de fliioresans mikroskobu
ile elde edilmis kdk hiicre goriintiisii verilmektedir.

Sekil 2.2.Kok hiicre Flioresans goriintiisii (Stem cell Fluorescence
image)

Kanallarina ayrigtirtlmis bir mikroskop goriintiisii kesiti
ve her bir kanali ise Sekil 2.3’de verilmektedir. Sekilden
de anlagilacagi gibi yontemin en iyi sonug verecegi kanal
yesil kanaldir.

a b c d
Sekil 2.3 Fliloresans mikroskop goriintiisii a)kirmizi, b)mavi ve c)yesil

kanal gorintisii. (Fluorescence microscope image for a)red, b)blue,
and c)green channel)

2.1. Filtreleme (Filtering)

Bu kisimda kanallarina ayrilmis mikroskop goriintiisiine
uygulanan 6n isleme isleminin ilk adimi alan filtreleme
adimi agiklanmaktadir. Filtreleme goriintii izerinde daha
rahat islem yapmamizi saglayacak bir adim olarak
gorlilmektedir. Bir gorilintiideki ayritlar ve diger keskin
gecisler goriintiiniin - Fourier doniisiimiiniin  yiiksek
frekans bilesenlerini 6nemli 6l¢iide etkiler. Bu yiizden,
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frekans  bolgesindeki  yumusatma  yani  yiiksek
frekanslardaki  zayiflama alcak gegiren filtreler
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu c¢alisma ig¢in
bircok filtre tiirii denenmis ve goriintii yapisina en uygun
filtrenin Gauss filtresi oldugu sonucuna ulagilmistir.
Gauss algak geciren filtrenin iki boyutlu ifadesi

H(u,v) = e—Dz(u,v)/Za2

2 2
D(u,v) = [(u—g) + (v —%) IR& .1
seklinde wverilir. Burada D(u,v) frekans cercevesinin
merkezinden kenarlarina olan uzakliktir. ¢ ,standart
sapma olarak adlandirilir ve dagilimin merkezden
yayilimint gosteren bir oOlgiittiir. Do filtrenin kesim
frekansi olmak lizere, 6= Dy olarak seg¢ilirse Esitlik (2.1)
su sekilde diizenlenebilir,
H(u,v) = e0*@v)/2Do* 2.2)
D(u,v) = Do oldugunda, Gauss alcak geciren filtre
(GAGF), ortalama degerinin 0,607 altindadir. GAGF nin
ters Fourier doniisiimii de Gauss ’tur. Bu durum, Esitlik
2.1 veya 2.2’nin ters ayrik Fourier doniisiimi (IDFT)
hesaplanarak elde edilen uzamsal Gauss siizgecinin
salinimmin olmayacagr anlamina gelir. Sekil 2.4’te
perspektif ¢izimi, gOriintd gdsterimi ve GLPF
fonksiyonunun yari¢ap en kesiti verilmistir.

t
u
be

Sekil 2.4. GAGF transfer fonksiyonunun perspektif ¢izimi (The
perspective of GLPF)

Daha once de bahsedildigi gibi sunulan yonteme Gauss
filtresinin daha uygun oldugunu gdstermek amaci ile
Sekil 2.5’te deneme yapilan bazi filtre tiirleri ile Gauss
filtresinin sonuglar1 verilmistir. Ortalama alic1 filtrede
goriintiideki her bir pikselin n adet (n: filtre uzunlugu)
komsusu ile ortalamasi alinarak pikselin degeri yeniden
hesaplanir. Bunun sonucu olarak keskin gegisler azalir ve
kenarlar bulaniklagir. Medyan filtreleme yonteminde
orijinal piksel degeri n adet (n: filtre uzunlugu)
komsusunun siralama sonucu bulunan ortanca degeri ile
degistirilir. Uzamsal ¢oziiniirligii bozmandan bagimsiz
nokta veya ¢izgileri goriintiden temizlemek ig¢in
kullanilir. Gauss filtresinde ise, filtreleme Once yatay
sonra dikey eksene uygulanir. Goriintiide bilgi kaybina
neden olmadan yumusama saglar. Boylece goriintiideki
maksimum noktalar 6ne ¢ikar. Sunulan yontemde Gauss
filtresi yesil kanala uygulanmistir. Sekil 2.6’da
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goriintitye Gauss filtresi uygulanmadan ve uygulandiktan
sonra elde edilen ii¢ boyutlu noktasal gdsterilim
verilmektedir. Gauss filtresi tepecikleri yumusatarak
sunulan yontemin sonraki adimlarindan olan maksimum
nokta analizinin dogrulugunu artirmaktadir. Sekil 2.7°de
ise her kanala Gauss filtresi uygulandiginda elde edilen
sonuglar gosterilmistir. Filtreleme isleminden sonra 6n
islemenin  diger adimi olan esikleme islemi
gerceklestirilecektir.

409 Maxima

412 Maxima

(b)

©
Sekil 2.5. Filtreleme sonuglar1 a)ortalama alici filtre, b)medyan filtre ve
c)Gauss filtresi (Filtering result for a)avarage filter, b)median filter and
¢)Gaussian filter)
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abe
Sekil 2.6. a)Orijinal mikroskop goriintiisii, b)Filtrelenmemis ve
c)Filtrelenmis {i¢ boyutlu gosterilim. (a) Original microscope image,

b)3-d representation of image before filtering and c)After filtering)
a b c d
e f

Sekil 2.7. Gauss filtresi kombinasyonlar1 a-b)Mavi kanal Gauss filtresi
oncesi ve sonrasi, c-d)Kirmizi kanal Gauss filtresi dncesi ve sonrasl, e-
f)Yesil kanal Gauss filtresi oncesi ve sonrasi (Gauss filter combinations
a-b)Images for blue channel, c-d)Images for red channel and e-f)Images
for green channel before and after filtering)

2.2. Esikleme (Thresholding)

Gorlintii  boliitleme  yontemlerinin - bir  kismi  bir
goriintiiniin  parlakligimin  veya renk bilesenlerinin
esiklenmesine dayalidir. iki seviyeli parlaklik esikleme
yontemi bunlardan biridir. Birgok goriintii farkli
parlakliklara sahip bir arka planda yer alan oldukca
diizgilin dagiliml parlakliga sahip nesnelerden olusur. El
yazisi veya daktilo yazis1 metinler, gokyliziinde ¢ekilmis
ucak resimleri ve mikroskobik biyomedikal goriintii
ornekleri i¢in iki seviyeli esikleme yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tiir goriintiiler i¢in parlaklik nesneyi
arka plandan ayirmak i¢in kullanilan ayirt edici bir
ozelliktir. Eger ilgilenilen nesne siyah arka planda beyaz
bir nesne (ya da tam tersi olabilir) ise, nesneyi arka
plandan ayirmak i¢in en ¢ok yapilan islem ortalama grilik
seviyesinde bir esik segmektir.

Gozlemlenen nesne giiriiltiiye maruz kaldiginda ve hem
nesne hem de arka plan ¢ok genis bir grilik seviyesi
Olcegine sahip oldugunda bazi problemler olusmaktadir.
Siklikla karsilagilan baska bir problem ise arka planin
diizensiz olmasidir. Bir goriintiide esik degeri kiiglik
secilirse nesnede kayiplar olugur. Tam tersine esik degeri
biliyiik segilirse nesne hatali bir sekilde algilanir.
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Literatiirde esikleme iglemi icin birgok yontem
sunulmustur [2-12].Bunlardan bazilar1 esik degerini,
grilik seviyesi i¢in Onsel bir olasilik dagilimi varsayimina
uyacak sekilde bir seviyeye ayarlayarak esikleme
islemini gergeklestirmektedir. Bazilar ise, esik degerini
histogram tepecikleri arasindaki minimum mesafe olarak
ayarlamaktadirlar.

Uygulanan yontem igerisinde fliioresans goriintiilemeden
dolay1 tek parca olmayan arka plana esikleme yontemi
uygulanmistir. Esikleme degeri t = p 4+ x§ formulii ile
elde edilmistir. Burada, p ortalama deger, 8 goriintiiniin
standart sapmasi, x ise deneysel olarak belirlenmis sabit
bir sayidir. Goriintiide, ¢ esik degerinden daha kiiciik olan
piksel  yogunluklar1  sifira  esitlenerek  hiicre
gorilintiilerinin daha 6n plana ¢ikmasi saglanmistir.

a b c d
Sekil 2.8. a)Orijinal gériintli, b)Yesil kanal, c)Filtrelenmis ve

d)Esiklenmis goriintii (a)Original image, b)Green channel, c)Filtered
green channel image and d)Tresholded image)

Sekil 2.8’de sirasiyla orijinal fliloresans goriintii, yesil
kanala aynistirilmig  goriintii, Gauss filtresinden
gecirilmis yesil kanal goriintiisii ve son olarak esikleme
islemi uygulanmig goriinti verilmektedir.  Esikleme
islemi ile fliloresans parlakligi olmayan pikseller 0
degerine getirildiginden dolayr hiicreler 6n plana
cikarilmigtir. Bu sayede sayim iglemi igin, ister bu
islemden sonra manuel olarak ister otomatik olarak
devam edilecek olsun, sayimda biyiik kolaylik
saglanmaktadir.

2.3 Histogram Béliitleme (Histogram Partitioning)

Bir boyutlu histogram, parlaklik seviyelerinin olasilik
degerlerinin kestirilmesi ile hesaplanir. Bunu yapmanin
yolu goriintiideki parlaklik seviyelerinin frekansini yani
meydana gelis sikligini bulmaktir. Goriinti kaynagi
ergodik ise, her bir parlakliga ait histogram degeri
goriintiide o parlakliga sahip piksel sayisinin tiim piksel
sayisina orani ile hesaplanir. Bilindigi gibi siyah beyaz
bir goriintiide 256 grilik seviyesi mevcuttur. Sunulan
yontemde Oncelikle 6n isleme adimi uygulanmig hiicre
goriintiistine ait histogram egrisi elde edilir. Daha sonra
0-255 aras1 degisen parlaklik seviyesi degerleri dort esit
parcaya ayristirilir. Buradaki amag, her bir hiicreyi dis
kism1 koyu ortast agik olacak sekilde goriintiileyebilmek
ve iist liste gelmis olsa hadi miimkiin oldugunca hiicreleri
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birbirinden ayristirabilmektir. Sekil 2.9 a’da Sekil 2.3
a’daki hiicre goriintiisliniin histogrami ve b, c, d ve e’de
ise sirasiyla histogram pargalar1 verilmektedir.

Bu analiz ile goriintiide grilik seviyesinin toplandigi
yerler ve kesikli olan kisimlar tespit edilerek hiicrelerin
goriintii iizerinde kaybolmadan birbirinden
ayristirilabilmesi histogram boliitleme sonucunda ortaya
¢ikan pargalarin kombinasyonlari ile saglanacaktir.

a nir = Vi ThG EC ELr] Ea

o
L

O
)
L

O
L]

(b) (c) (d) (e}
Sekil 2.9. Histogram boliitleme: a)Sekil 2.3 a’nin histogrami, b)[0, 63],
¢)[64,127] d)[128,191], ve €)[192,255] histogram parcalar1 (Histogram
partititoning a)Histogram for Figure 2.3.(a)image, b)[0, 63], c)[64,127]
d)[128,191], and €)[192,255] histogram parts)

2.5 Maksimum Nokta Analizi
Analysis)

(Maximum Point

Histogram bdliitleme islemi sonucunda dort histogram
pargast i¢in miimkiin on bir kombinasyon vardir.
Belirtilen tiim islemlerden sonra hiicre sinirlarinin en iyi
olarak belli oldugu kombinasyon ile hiicre ¢evresi ve orta
noktasi belirgin hale getirilecektir. Boylece her bir hiicre
dis1 koyu i¢i parlak olacak sekilde tek bir tepe noktaya
sahip olacaktir. Sayma isleminde yapilan, bu maksimum
noktalarin sayisini tespit etmektir.

Sekil 2.10. Histogram analizi ile hiicre maksimum noktasi ve sinir
belirlemesi (Maximum point detection and boundary determination by
histogram analysis)

90

Mikroskop goriintiisiinde otomatik embriyonik kok hiicre
tespiti ve sayimi

Sekil 2.10°da goriildiigli lizere bit haritasinda (a)’da
oldugu gibi sinir olarak [0-63] arasi harita belirlenir ise
kopukluklardan dolay1r bilgisayar algoritmasi sinir
belirleyememektedir. Hiicre gorintiisiinden sekilde
gortildigi gibi (a) ¢ikarilir ise birbiri lizerine denk gelen
hiicrelerin  bir kismini algoritma yardimi ile ayirt
edebildigimiz  goriilebilmektedir. Daha sonra bit
haritasinda [64-128] ile [192-255] arasinda degerler
toplanarak tepe noktasi belli olmayan hiicrelerin
maksimum noktalar belirlenerek, [0-63] grilik seviyesini
¢ikarmamiza ragmen birbirine bagli olarak kalan
hiicrelerin ~ maksimum  noktalarmin  belirlenmesi
saglanmigtir. Bu ylizden Dbiitiin kombinasyonlar
denenerek 2 ve 4 no’lu histogramlar birlestirilmistir ve
simulasyonlar ona gdre gerceklestirilmistir.

3. BENZETIM SONUCLARI (SIMULATION
RESULTS)

Bu kisimda, MATLAB programi kullanilarak sunulan
yontem ile elde edilen otomatik hiicre sayim sonuglari
verilmistir. Hiicre goriintiileri Bolim 2’de belirtildigi
gibi elde edilmistir. Kullanilan hiicre goriintiisii veri
tabani iki gruba boliinmiis 92 goriintiiden olusmaktadir.
Grup 1’de kabul edilebilir bir seviyede giiriiltilye maruz
kalmig 69 goriinti ve Grup 2’de yiiksek seviyede
giiriiltiiye maruz kalmis 23 goriintii bulunmaktadir.

Yanlis ayarlanmig goriintiiler yanlis odaklanmig
gorlintiileri  olusturmaktadir (Sekil 3.1 (a)). Bu
gorlintiilerde sinirlar belli olmadigindan dolayr manuel
sayimda problemler ¢ikmaktadir. Gergeklesen bir diger
problem ise kismi olarak tikanmalarin gerceklesmesi
durumudur ve bu durumda sayim islemi zorlasmaktadir.
Alinan kesitlerin ortalama olarak g¢ekirdek boyutlarinda
olmasi durumunda dahi alinan hiicre goriintiilerin kismen
iist lste gelerek sayimi zorlasabilmektedir. Tek bir
alanda bircok hiicrenin bulunmasi sayim islemini
zorlagtirmaktadir. Bu durumlarda insan goriisiiniin bu
hiicreleri birbirinden ayirmasi ¢ok zorlasip bazi
durumlarda imkansiz hale gelmektedir(Sekil 3.1(b)).
DAPI prosesi hiicrelere baglanarak onlar1 mavi/agik
mavi hale getirerek mikroskop ile goriintiilenebilmesini
saglamaktadir(Sekil 3.1(c)). Merkezde daha agik renk
iceren ve sinirlara dogru renk parlakligi azalan bir hale
gelmektedirler. Fakat bazen DNA’nin  ¢ekirdek
icerisinde iki kisimda konsantre halde durmasindan
dolay1 iki yada daha fazla parlaklik belirlenebilmektedir.

Alman gorintiilerde giiriiltiiniin  olmast dogal bir
sonuctur (Sekil 3.1(d)). Fakat yanlis parametre se¢imi
farkli ve daha kuvvetli giiriiltiilere sebep olabilmektedir
(Sekil 3.1(e)). Giriiltiiniin var olmas1 embriyonik hiicre
sayiminda daha farkli sorunlara sebep olarak otomatik
olarak sayim islemini zorlastirmaktadir (Sekil 3.1(f)). Bu
tarz bir algoritmanin avantajlarindan biri farkli olarak
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¢ikan sonuglar1 azaltarak uzmanlarin Oniine ayni
sonuglarin  gitmesini  saglamaktir. Bu  bdliimde
embriyonik hiicrelerin sayimi ve tespiti i¢in sunulan
yontemin etkinli§i benzetim sonuglar1  verilerek
tartisilmaktadir.

(] )

Sekil 3.1. Hatali alinmig goriinti durumlart a)Yanlis odaklanmig
goriintii b)Hiicrelerin {ist {iste gelme durumu c)iki DNA noktasmin
bulunma durumu d)Normal giiriiltii seviyesi e)Diisiik giiriiltii seviyesi
f)Yiiksek giiriiltii seviyesi. (Images under different distortions a)Wrong
focusing, b)Cell overlap, ¢)Two DNA point, d)Acceptable noise level,
e)Low noise level and f)High noise level)

Asagidaki sekillerde (Sekil 3.2-3.7) farkli durumlar igin
manuel ve sunulan yontem ile elde edilen sayim sonuglari
gosterilmektedir. Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te iist iiste gelen
fazlaca hiicrenin bulundugu goriintiilerde elde edilen
hiicre sayilar1 verilmistir. Alinan fliloresans goriintiide
orta kisimda toplanan goriintiilerin manuel olarak
sayilabilmesi miimkiin olmamistir. Bu durumda manuel
sonuclara gore %23 oraninda artis saglanmistir.
Goriintiide tamamen 1iist liste gelen kisim otomatik sayim
isleminde ay1rt edilememistir. Fakat sayim sonuglar1 goz
ile sayima gore daha fazla ve daha dogru olarak
bulunmustur.
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696 Maxima

Sekil 3.2. Ust iiste gelen hiicrelerin bulundugu fliioresans goriintii
6rnegi (Overlapped florescence cell images)
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692 Maxima

Sei3.. Sayilamayan kiimelenmis hiicre 1Qren fliioresans goriintii
ornegi (Uncountable clustered florescence cell image)

Sekil 3.4’te ayn1 goriintiide ¢ok fazla hiicre oldugunda
elde edilen sayim sonuglar1 verilmektedir. Bu durumda
manuel sayima gore %40 oraninda daha dogru sayim
sonuglar1 elde edilmistir. Sekil 3.5’te ise hiicre
sinirlarinin {ist iiste gelmesinden dolay1 ortaya ¢ikan bir
sayim problemi gosterilmektedir. Sinirlar birbiri iizerine
denk gelen hiicre toplanmalar1 arasindaki smirlar
kaldirilarak sayma islemi gergeklestirilmis ve daha dogru
sonuglara ulagilmistir.

Son olarak Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de manuel sayimin
yapilamadig1 goriintli 6rnekleri verilmistir. Bu durumda
sunulan yontem ile elde edilen sonuglar sekillerde
gosterilmektedir. Hiicre sayist c¢oklugundan dolay:
manuel olarak ¢ok fazla zaman gerektiren hiicre
gorilintiisii kisa siirede sayilabilmistir. Yiiksek giiriilti
iceren bu goriintiilerde ciplak goz ile fark edilemeyen
hiicreler sayilabilmistir. Ayrica, Tablo 1°de Sekil 3.8’de
verilen iki farkli goriintli i¢in uzman sayim sonuglari,

92

Mikroskop goriintiisiinde otomatik embriyonik kok hiicre
tespiti ve sayimi

[36] nolu referanstaki yontem ve sunulan yontem ile elde
edilen sayim sonuglar1 verilmektedir. Tablo 2’de ise, bes
farkli hiicre goriintiisii igin [36] nolu referanstaki yontem
ve sunulan yontem ile elde edilen sayim sonuglari
gosterilmistir. Hiicre goriintiileri incelendiginde sunulan
yontemin gozden kacirillan ¢ok sayida hiicreyi de
yakalayip sayima dahil ettigi agik¢a goriilmektedir.

902 Waxima

Sekil 3.4. Cok sayida hiicre igeren uorens gorlintii  O6rnegi.
(Florescence cell image including so much cells.)
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Bl 554 Maxima

Sekil 3.5. Hiicre sinirlarinin st iiste gelmesi durumunda fliioresans Sekil 3.6. Yiiksek giiriiltii igeren fliioresans goriintii 6rnegi (Floescence
goriintii 6rnegi (Florescence image in the presence of overlapped cell cell image under high noise level)
boundaries)
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Manual COunting

- oy

(a) 307 cells detected

531 Maxima

221 Maxima

Sekil 3.7. Yiiksek giiriiltii iceren bir baska fliioresans gériintii ornegi
(Floescence cell image under high noise level)

715 Maxima

Sekil 3.8. Pformas degerlendirmesi i¢in kullanilan iki farkli hiicre
goriintiisii (Cell images used for performance comaparision)
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Tablol. Tki farkli gériintii igin elde edilen sayim sonuglart

Goriintiiler: Uzman [36] ile Sunulan
sayim sayim yontem ile
sonucu sonucu sayim

sonucu

1 307 395 531

2 309 524 715

Tablo 2. [36] nolu referansa kiyasla sunulan yontem ile elde edilen
sayim sonuglari.

Goriintiiler: [36] ile sayim  Sunulan
sonucu yontem ile
saylm sonucu
1 509 615
2 284 396
3 564 696
4 388 500
5 330 388

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Bu caligmada, fliloresans mikroskop goriintiisii altinda
agama asama otomatik hiicre sayiminin nasil yapildigi
aciklanmaktadir. Hiicre gorintiisiinde giiriilti  gibi
istenmeyen bilesenleri kaldirmak i¢in bir 6n isleme adimi
gerceklestirilmistir. Daha sonra sirasiyla histogram
boliitleme, histogram analizi ve maksimum nokta analizi
gibi goriintll isleme teknikleri uygulanarak otomatik
hiicre sayimmi gergeklestirilmistir. Sunulan yontemin
etkinliginin test edilmesi i¢in simulasyon programlari
vasitasiyla birgok sayim yapilmigtir. Elde edilen
sonuclar, sunulan yontemin basariya ulastigini ve
gelecek vadeden bir calisma oldugunu gostermektedir.

Bu c¢aligma kapsaminda mikroskop goriintiisiinde
otomatik hiicre sayimi kavramimin temelleri iizerinde
durulmus ve uygulamasi yapilmistir. Biitiin diinyada
onemi her zaman var olan hiicre ¢aligmalarinin teknoloji
ile birlestirilmesi kaginilmaz hale gelmistir. Doktorlar1 ve
uzmanlar1 zorlayan bu c¢alismalar bilgisayar tabanlh
sistemler ile daha kolay hale getirilmektedir. Otomatik
hiicre sayimmi1 heniiz gelismekte olmasina ragmen, talep
edilen bir uygulama haline gelmistir. Brezilyada’ki bir
merkezinden alinan goriintiiler {izerinde algoritma
uygulanarak hiicre sayimi yapilmistir. Bu sayede
ulasilmasi zor olan sonuclar bilgisayar tabanli algoritma
ile hizli bir sekilde yiiksek dogruluk ile elde edilmistir.
Bu caligma ileride yapilacak g¢aligmalara bir yapitasi
olacaktir. Sonraki ¢aligmalarda olasiliksal sistemler
mevcut yonteme eklenerek hibrid modeller olusturulacak
ve bu alanda hem akademik hem de uygulama olarak
oncii olamya aday c¢alismalar yapilacaktir. Ayrica
giiniimiizde oldukga biiyiik bir sorun haline gelen kanser
hastaliginin teshis ve tedavisine de yardime1 olmak amac1
ile kanser kok hiicreleri incelenerek kanser hiicrelerinin
yaymumi, tedavinin basarisi, kanser dokusunun boyutu
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ve kanser tipi hakkinda doktor ve uzmanlara hizli ve
dogru bilgi saglanmas1 amaglanmaktadir.

(1]

(2]

[4]

(6]

(8]

[9]

[10]

KAYNAKCA (REFERENCES)

G. Ghiaur, J. Gerber ve R.J. Jones, “Concise
review: Cancer stem cells and minimal
residual disease”, Stem Cells, cilt 30, pp. 89-
93,2012.

J.M.D. Lamaziere, J. Lavallee, C. Zunino ve J.
Larrue, “Semiquantitative study of the
distribution of 2 cellular antigens by computer-
directed color analysis”, Lab. Invest, cilt 68,
pp- 248-252, 1993.

S. Tseleni, N. Kavantzas, D. Yova, E.
Alexandrou, V. Karydakis, J. Gogas ve P.
Davaris, “Findings of computerised nuclear
morphometry of papillary thyroid carcinoma
in correlation with known prognostic factors”,
J. Exp. Clin. Cancer Res. cilt 16, pp. 401-407,
1997.

T. Aasen ve J.C.I. Belmonte, “Isolation and
cultivation of human keratinocytes from skin
or plucked hair for the generation of induced
pluripotent stem cells”, Nature Protocols, cilt
5,no. 2, pp. 3171-382, 2010.

S. Erden, “Stem cells and clinical
applications”, Journal of New Results in
Engineering and Natural Science, cilt 3, pp.1-
8,2014.

A.R. Akar, M. Arat, M. Beksag, A. Can, B.Z.
Camurdanoglu, D.U. Cetinkaya, Y.M. Elgin,
E. Kansu, D. Kirik, T. Ozcelik, I. Ozden ve G.
Sahin, Tiirkiye Bilimler Akademisi Raporlari,
20, Ankara, p. 113, 2009.

F.P. Barry ve M. Murphy, “Mesenchymal
Stem Cells: Clinical applications and
biological characterization”, The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, cilt
36, pp. 568-584, 2004.

S.I Delioglu, M Ozen, P Sozer, 1. Liileci, “Kok
hiicreler ve doku mihendisligi”, Saglikta
Birikim, cilt 1, no. 5, pp. 143-168, 2009.

J.M. Geusebroek, “Segmentation of cell
clusters by nearest neighbor graphs”,
Proceedings of the third annual conference of
the Advanced School for Computing and
Imaging, pp. 248-252, 1997.

V. Meas-Yedid, Quantitative microscopic
image analysis by active contours, in Vision

95



G. Cetinel, A. Kamanlh

[13]

[14]

[15]

[17]

(18]

[19]

96

Interface Annual Conference 2001 — Medical
Applications, 2001.

J. Kittler ve J. Illingworth, “Minimum error
thresholding,” Pattern Recognition, cilt 19, no.
1, pp. 41-47, 1986.

N. Otsu, “A threshold selection method from
gray-level histograms”, IEEE Transactions on
Systems, Man and Cybernetics, cilt 9, no. 1,
pp. 62—66, 1979.

K. Wu, D. Gauthier ve M. Levine, “Live cell
image segmentation”, IEEE Transactions on
Biomedical Engineering, cilt 42, no. 1, pp. 1-
12, 1995.

T. Markiewicz, “Myelogenous leukemia cell
image preprocessing for feature generation”, in
5th International Workshop on Computational
Methods in Electrical Engineering, pp. 70-73,
2003.

M. Colley, F. Kommoss, M. Bibbo, H.E.
Dytch, W.A. Frnklin, J.A. Holt ve G.L. Wied,
“Assessment of hormone receptors in breast
carcinoma by immunocytochemistry and
image analysis”, Anal. Quant. Cytol. Histol.
cilt 11, pp. 307-314, 1989.

JM.D. Lamaziere, J. Lavallee, C. Zunino, J.
Larrue, “Semiquantitative study of the
distribution of 2 cellular antigens by computer-
directed color analysis”, Lab. Invest. cilt 68,
pp. 248-252, 1993.

E.J. Goldlust, R.P. Paczynski, Y.Y. He, C.Y.
Hsu ve  M.P.Goldberg,  “Automated
measurement of infract size with scanned
images of triphenyltetrazolium chloride-
stained rat brains”, Stroke cilt 27, pp. 1657-
1662, 1996.

S. Tseleni, N. Kavantzas, D. Yova, E.
Alexandrou, V.Karydakis, J. Gogas ve P.
Davaris, “Findings of computerised nuclear
morphometry of papillary thyroid carcinoma
in correlation with known prognostic factors”,
J. Exp. Clin. Cancer Res. cilt 16, pp. 401-407,
1997.

J. Uitto, J.L. Paul, K. Brockley, R.H. Pearce,
J.G. Clark, “Elastic fibers in human skin:
quantitation of elastic fibers by computerized
digital analysis and determination of elastin by
radioimmunoassay of desmosine”, Lab. Invest.
cilt 49, pp. 499-505, 1983.

K. Beier, H.D. Fahimi, “Application of
automated image analysis for quantitative
morphological studies of peroxisomes in rat

Mikroskop goriintiisiinde otomatik embriyonik kok hiicre

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

tespiti ve sayimi

liver in conjuction with cytochemical staining
with 3-3_-diaminobenzidine and
immunocytochemistry”, Microsc. Res. Tech.
Cilt 21, pp.271-282, 1992.

W.A. Franklin, M. Biddo, M.I. Doria, H.E.
Dytch, J. Toth, E. DeSombre ve G.L. Wied,
“Quantitation of estrogen receptor content in
breast carcinoma by the MicroTICAS image
analysis system”, Anal. Quant. Cytol. Histol.
cilt 9, pp. 279-286, 1987.

H.A. Lehr, K.D. Hansen, M.D. Coltera, J.C.
Russ ve A.M. Gown, “Photoshop-based image
analysis for the semiautomated assessment of
Ki-67-defined proliferative activity in the
routine  diagnosis of  bre”, Appl.
Immunohistochem. cilt 4, pp. 117-127, 1996.

E. Sharipo, V. Hartanto ve H. Lepor,
“Quantifuing the smoothmuscle content of the
prostate  using  double-immunoenzymatic
staining and color assisted image analysis”, J.
Urol. cilt 147, pp. 1167-1170, 1990.

H.A. Lehr, D.A. Mankoff, D. Corwin, G.
Santeusanio ve A.M. Gown, “Application of
photoshop-based analysis to quantification of
hormone receptor expression in breast cancer”,
J. Histochem. Cytochem. cilt 45, pp. 1559-
1565, 1997.

H.A. Lehr, C.M. Van der Loos, P. Teeling ve
AM. Gown, “Complete cromogen separation
and analysis in double immunohistochemical
stains using photoshop-based image analysis”,
J. Histochem Cytochem. cilt 47, pp. 199-225,
1999.

M.H. Deverell, JR.Salisbury ve W.F.
Whimster, “Comparisons of stains for image
segmentation and measurement of nuclear
parameters by computerised image analysis
using IBAS 2000, Pathol. Res. Pract. cilt 185,
pp. 555-557, 1989.

P.D. Kohlberger, A. Obermair, G. Sliutz, H.
Heinzl, H.Koelbl, G. Breitenecker, G. Gitsch
ve G. Kainz, “Quantitative
immunohistochemistry of factor VIII-related
antigen in breast carcinoma”, Am. J. Clin.
Pathol. cilt 105, pp. 705-710, 1996.

R.C.A. Gonzalez ve R.E. Woods, “Digital
Image Processing, Addison-Wesley Reading”,
MA, USA, 1992.

C. Garbay, G. Brugal ve C. Choquet,
“Application of colored image analysis to bone

SAU Fen Bil Der 20. Cilt, 2. Say1, s. 83-97, 2016



Mikroskop goriintiisiinde otomatik embriyonik kok hiicre
tespiti ve sayimi

[31]

[32]

[33]

[34]

[36]

marrow cell recognition”, Anal. Quant. Cytol.
cilt 4, pp. 272-280, 1986.

JJAW. van der Laak, M.M.M. Pahlplatz,
A.G.J.M. Hanselaar ve P.C.M. de Wilde,
“Hue-saturation-density (HSD) model for stain
recognition in digital images from transmitted
light microscopy”, Cytometry, cilt 39, pp. 275-
284, 2000.

C.G. Loukas, G.D. Wilson, B. Vojnovic ve A.
Linney, “Automated segmentation of cancer
cell nuclei in complex tissue sections”, SPIE,
cilt 4158, pp. 188-198, 2000.

T. Markiewicz, “Myelogenous leukemia cell
image preprocessing for feature generation”, in
5th International Workshop on Computational
Methods in Electrical Engineering, pp. 70-73,
2003.

M. Goto, Y. Nagatomo, K. Hasui, H.
Amanaka, S. Murashima ve E. Sato,
“Chromaticity analysis of immunostained
tumor specimens”, Pathol. Res. Pract. cilt 188,
pp. 433-437, 1992.

A.C. Ruifrok, “Quantification of
immunohistochemical staining by color
translation and automated thresholding”,
Anal. Quant. Cytol. Histol. cilt 19, pp. 107-
113, 1997.

J. Smolle, “Optimization of linear image
combination for segmentation in red green and
blue images”, Anal. Quant. Cytol. Histol. cilt
18, pp. 323-329, 1996.

Geisa Martins Faustino et. al., “Automatic
embryonic stem cells detection and counting in
fluorescence microscopy images”,
Monografias em Ciéncia da Computacdo, cilt
04, no. 09, ISSN: 0103-9741, 2009.

SAU Fen Bil Der 20. Cilt, 2. Say1, s. 83-97, 2016

G. Cetinel, A. Kamanlh

97



