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ÖZET 

H�STOLOJ�K DOKU KES�T� GÖRÜNTÜLER�NDE REFERANS DOKUYA DAYALI 
NORMAL�ZASYON 

 

Dr. Selen Zengin 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı 

selenseyrek@hotmail.com  

Amaç: Bu çalı�mada, kontrol doku görüntüleri (KDG) farklılıklarına ba�lı olarak histogram  

transferi ile  renk düzeltmesi yapılması ve bu yakla�ımın performansının de�erlendirilmesi 

amaçlanmı�tır.  

Gereç ve Yöntem: CD 34 ile boyanmı� plasenta ve tümörlü kolon kesit görüntüleri, kontrol 

doku görüntüsü (KDG) ve/veya örnek doku görüntüleri (ÖDG) olarak kullanılmı�tır. Otuz altı 

görüntüden bir tanesi standart boyanmı� bir görüntü iken (standart boyalı kesit görüntüleri: 

sKDG ve sÖDG) di�erleri farklı süre ve dilüsyonlarda hazılanmı� kesit görüntüleridir. Van 

Gieson (20 preparat) ve Hematoksilen Eozin (H&E) (20 preparat) boyaları için ise sirozlu 

karaci�er ve kolon normal mukoza dokuları kullanılmı�tır. Normalizasyon uygulanmaksızın, 

standart ı�ık altında ı�ık mikroskopuna ba�lı CCD kamera ile çekilmi� dijital görüntüler bilgi-

sayarda depolanmı�tır. �ki KDG arasındaki histogram farkını bulmak ve farkı ÖDG’ne trans-

fer edip düzeltilmi� ÖDG (dÖDG) elde etmek için bilgisayar yazılımı hazırlanmı�tır. sÖDG, 

ÖDG ve semikantitatif olarak iki gözlemci tarafından kör olarak skorlanmı�tır ve ÖDG ile 

dÖDG skorları sÖDG skoru ile kar�ıla�tırılmı�tır. Kantitatif analiz için ise ÖDG, dÖDG ve 

sÖDG’ nin ortalama optik dansite (MOD), toplam optik dansite (TOD) ve intensite (boyanan 

alan yüzdesi) de�erleri, görüntü analizi programları ile hesaplanmı�tır.  

Bulgular: Toplam 474 görüntü elde edilmi�tir. Semikantitatif skorlamada iki gözlemci için 

a�ırlıklı Kappa (wKappa) 0.59 ‘dur (MEDCALC). Tüm görüntüler için, ÖDG’nin  %23.5’ 

unun semikantitatif skoru ile sÖDG’nın semikantitatif skoru aynıdır ancak dÖDG için 
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%76.35’tir. CD34 ile boyalı plasenta görüntülerinde düzeltmeden sonra TOD ve intensite de-

�erlerinde H&E görüntülerinde ise MOD ve TOD de�erlerinde düzelme olmu�tur.  

Sonuç: �lk kez uygulanan KDG’ne dayalı histogram  transferi, görüntülerin renk standardi-

zasyonu için de�erli bir araç olarak görülmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Renk normalizasyonu, histogram transferi, kontrol doku görüntüsüne 

dayalı renk düzenleme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

ABSTRACT 

COLOR CORRECTION OF  TISSUE SECTION IMAGES BY HISTOGRAM 

TRANSFER ACCORDING TO CONTROL TISSUES 

Selen ZENG�N, 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.  
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Key Words: Color normalization, histogram transfer,  color correction according to control 

tissue image      
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G�R�� VE AMAÇ 

          Histolojik kesitlerin olu�umuna kadar tüm süreçte standart prosedür uygulanmalıdır. 

Ancak, birçok histopatoloji laboratuarında, kesitler aynı yöntem ile boyansa da, birçok neden-

den ötürü bu mümkün olamamaktadır (1). Bu problemin birçok bile�eni bulunmaktadır. Bun-

lardan biri, bu çalı�mada tartı�ılması hedeflenmemi� olan doku takibi ve doku kesiti hazırlan-

ması sürecidir. Bu çalı�manın hedefi, boyanma sürecinden kaynaklanan faklılıklardır. Histo-

patolojik kesitlerde görünüm boya yönteminden (süre, konsantrasyon, vb.) etkilenmektedir. 

�deal bir ortamda aynı yöntemle boyanan bir kesitin her bir renk için intensitesi ve dansitesi 

e�it olmalıdır (1,2). Ancak özellikle farklı günlerde ya da farklı gruplar halinde yapılan boya-

malarda bu elde edilememektedir. Bu sorunla histokimyasal ve immünhistokimyasal yöntem-

lerde kar�ıla�ılmaktadır (2, 3). Bu problemi a�abilmek için bilgisayarlı görüntü geli�tirme me-

todları geli�tirilmi�tir: segmentasyon, dekonvolüsyon, renk bile�enlerinin i�lenmesi ve de�er-

lerin seçilmi� bir kesitin özelliklerine ya da birden fazla kesitin ortalama de�erine ya da dijital 

manuplasyona göre de�i�tirilmesi ile görüntünün yeniden olu�turulmasını kapsamaktadır (1-

10).   

Reinhard ve arkada�larının (6) yaptı�ı bir çalı�mada bir görüntüden di�erine renk 

transferi metodu tanımlanmı�tır. Bu yöntem ilk tanımlanmasında histopatoloji dı�ı görüntüler 

üzerinde uygulamalar yapılmı�sa da daha sonraki uygulamalarda histopatolojik doku görüntü-

lerinde çalı�malar vardır (2,10).  Ancak bu çalı�malarda kontrol görüntüler referans alınmamı� 

sadece bir görüntünün histogramı di�erine aktarılmı�tır. Tüm bu metodlar görüntüler üzerinde 

iyile�meler sa�lasa da, daha sonraki bölümlerde tartı�ılacak olan bir takım kısıtlılıkları mev-

cuttur. Bu kısıtlılıklardan en önemlisi, tanıya ula�mada önemli olan hiperkromazi ve /veya 

eozinofili gibi histopatolojik özelliklerin dansiteleridir.  Ayrıca bu çalı�malarda,  önerilen yak-

la�ımların performansını de�erlendiren metodlar da standartla�mı� bir yöntemle de�erlendi-

rilmemi� olup performansları birbirleri ile kar�ıla�tırılamamaktadır. . 

          Bu çalı�mada, iki kontrol görüntünün histogram farkının ara�tırılan bir görüntüye trans-

ferine dayanan bir metod sunulmaktadır. Ayrıca metodumuzun performansı semikantitatif ve 

kantitatif olarak de�erlendirilmi�tir.  
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Etik Kurul Kararı: Çalı�mamız, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tara-
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GENEL B�LG�LER 

          Doku kesitlerini analiz edebilmek için, farklı biyolojik elemanlara seçici afinitesi olan 

boyalar kullanılır. Dokudaki madde bulunan alanlar boyanır ve ı�ı�ı emer. Emilen ı�ı�ın dı-

�ındaki dalga boylarında renk üretilir. Böylece, boyalı kesitler, mikroskop kullanılarak görü-

nür hale gelir (1).   

         15. yüzyılda ba�layan ve günümüze kadar gelen süre içinde rengin, ı�ı�ın ta�ıdı�ı bilgi-

lerden biri, yani ı�ı�ın bir özelli�i oldu�u ve renk algılamanın da görsel algılamanın bir parça-

sı oldu�u ortaya konulmu�tur. Renk, bulunulan yerle ili�kili veya geçici ı�ık özelliklerini içe-

rir. I�ık, gözün retinasının uyarılmasından kaynaklanan ve görsel algılamalar aracılı�ıyla bir 

gözlemcinin farkına vardı�ı ı�ıksal enerjidir (11). 

        Renklerin sınıflandırılması ve tanımlanmasıyla ilgilenen renk bilim dalına renkmetri  

(colorimetry) denilmektedir. �nsan gözünde 6-7 milyon koni hücresi renkli görüntülere yanıt 

verir. Bu hücreler algıladıkları renklere göre 3 gruba ayrılmaktadırlar. Bunlardan %65’i kır-

mızıya, %33’ü ye�ile, %2’si maviye duyarlıdır. Bu nedenle bir rengi tanımlamak için 3 sayı-

sal komponent yeterlidir ve bu amaçla ı�ınsal fonksiyonlar kullanılır. Bundan dolayı bir renk 

üç komponentli bir vektör olarak temsil edilebilir. Tüm renk takımı, renk uzayı ya da renk 

modeli olarak adlandırılan bir vektör uzayını olu�turur (12). Rengi tanımlamak, renk bütünü-

nün bile�enlerini bulmak amacıyla, benzer özellikte renklerin bir araya geldi�i ve renk de�i-

�imlerinin düzenli bir biçimde sıralandı�ı renk sistemleri ve renk uzayları tanımlanmı�tır 

(11,13). 

        Renk uzaylarından bahsetmeden önce; yo�unluk ( intensite), ortalama optik dansite 

(MOD), çözünürlük (rezolusyon), parlaklık, renk tonu, doygunluk (saturasyon) gibi terimler-

den bahsetmek gerekir (12).  

Yo�unluk (�ntensite): Elektromanyetik spektrumun bazı aralıklarda bir yüzeye yayıldı�ı güç 

akı�ının, metrekare ba�ına watt cinsinden ölçümüdür. Bir di�er tanımlama ise lineer ı�ık öl-

çümüdür. x ve y uzaysal boyutlar olmak üzere I(x,y), x ve y koordinatlarındaki pikselin yo-

�unluk de�erini gösterir (11). Renkli görüntüler, C(x,y,�) �eklinde 3 bile�enden olu�an inten-

site fonksiyonu tarafından temsil edilir. x ve y, iki boyutlu görüntüde, herhangi bir pikselin 

konumunu, ��ise intensite fonksiyonu olarak temsil edilir.  �ntensite, yansıyan ı�ı�ın � dalga 
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boyuna ba�lıdır. Sayısal görüntülerde, her pikselin de�eri, yo�unluk bilgisi ta�ıyan tek bir 

örnekle gösterilir. Pikseller, en zayıf yo�unlu�u temsil eden siyah (0), en güçlü yo�unlu�u 

temsil eden beyaz (255) arasında gri tonlamalarla gösterilir. Bütün görüntü gri tonlardan olu-

�ur. Aynı yöntemle R (red) G (green) ve B (blue) renk yo�unlukları lineer intensite hesapla-

masıyla gösterilebilir (12). 

MOD (Ortalama Optik Dansite), bir objenin ortalama yo�unluk de�erini veren matematiksel 

bir yöntemdir. MOD hesabı, MOD = Objenin yo�unlu�u/Objenin alanı olarak hesaplanır. 

Obje olarak, görüntü üzerindeki herhangi sınırları belli bir alan kullanılabilir. Bu durumda 

MOD hesabı, MOD = Toplam piksel intensitesi / piksel sayısı olarak hesaplanır (12). 

Çözünürlük (Rezolüsyon): Görüntünün kaç piksele bölündü�ünü, yani kaç pikselle temsil 

edildi�ini gösterir. Çözünürlük ne kadar yüksekse, görüntü o kadar yüksek frekansta örnek-

lenmi� olur ve görüntüdeki ayrıntılar o kadar belirginle�ir (12). 

Parlaklık: Bir alanın az ya da çok ı�ık saçması olarak tanımlanmaktadır.  

Renk tonu:  Bir rengin ı�ık dalgaları karı�ımındaki dominant dalgadır (12). 

        Renk uzayları renkleri tanımlamak için kullanılan matematiksel modellerdir. Renk uzayı, 

akslar içeren 3 boyutlu geometrik bir alan olarak temsil edilir. Bu alanda her renk algısı 1 

nokta olarak ifade edilmektedir (14). Renk uzayları, bütün renkleri temsil edecek �ekilde olu�-

turulur. Renk uzayları 3 boyutlu olarak tasarlanır. Çünkü renkmetri biliminin temelini olu�tu-

ran Grassmann’ın birinci kanununa göre bir rengi belirlemek için birbirinden ba�ımsız üç 

de�i�kene gerek vardır. Renklerin renk uzayındaki yerleri bu de�i�kenlere göre belirlenir. Her 

renk uzayının kendine özgü biçimde renk olu�turma için bazı standartları vardır. Renk uzayla-

rı olu�turulurken bir ba�ka renk uzayına do�rusal ya da do�rusal olmayan yöntemlerle dönü-

�üm yapılabilmelidir (11,13).  Farklı renkli görüntüleme ve i�leme cihazları farklı renk uzay-

ları kullanır. Örne�in televizyon, bilgisayar monitörleri ve tarayıcılar kırmızı, ye�il mavi (red, 

green, blue) RGB renk uzayını, yazıcı ve çiziciler CMY(K) (Cyan, Magenta, Yellow, Key) 

renk uzayını kullanır. Renk uzayları genel olarak cihaz ba�ımlı ve cihaz ba�ımsız renk uzay-

ları olarak iki gruba ayrılır. Cihaz ba�ımlı renk uzaylarında renkler cihazın özelliklerine ba�lı 

olarak üretilir. Yani tamamen cihazın teknik özelliklerine ba�lıdır. Cihaz ba�ımsız renk uzay-

ları ise CIE (Commission Internationale de LEclairage: Uluslararası Aydınlatma Komisyonu) 



9 

 

tarafından geli�tirilen ve bütün renkler için renk ölçümünü sa�layan yani renkmetride kullanı-

lan uzaylardır (11,13).  

        Rutin patoloji prati�inde ise, mikroskop ile boyalı kesitlerden, ı�ı�ın üç dalga boyunu 

içeren (kırmızı, ye�il, mavi) RGB kameralar ile görüntü elde edilir (1). Rutin hayatımızda 

farkında olmadan sürekli olarak kullandı�ımız bu renk uzayı toplamalı renk karı�ımı yönte-

miyle bir birim küpün içinde renkleri tanımlayacak �ekilde tasarlanmı�tır. RGB renk uzayı 

bilgisayar monitörleri, tarayıcılar ve katodik televizyon tüpleri gibi cihazlarda kullanılır. Her-

hangi bir rengi bilgisayarda görüntülemek için bu üç renk belirli yo�unluklarda karı�tırılır. 

RGB renk uzayı koordinat eksenleri kırmızı, ye�il ve mavi olan üç boyutlu bir uzay olarak 

dü�ünülebilir. Olu�turulmak istenilen renkler bu üç ana rengin koordinatları cinsinden ifade 

edilebilir (11,13). 

Bilgisayar monitöründe elde etti�imiz dijital görüntü piksellerden olu�maktadır. Piksel ise 

tüm sayısal görüntülerin en küçük parçası olan üçlü nokta grubu olarak tanımlanır. Renkli 

görüntü sistemlerinde, bir rengi olu�turmak için üç veya dört renk kullanılır. Bu renkler kır-

mızı, ye�il ve mavi (RGB) veya çıyan mavisi, eflatun, sarı ve siyahtır. Her piksel kare biçi-

mindedir ve her pikselde sadece 1 renk vardır.  Bir resim piksellerin toplamından meydana 

gelir. Bitmap programlar, mozaik dö�er gibi bunları yan yana getirip görüntüyü olu�turur 

(13). Her pikseldeki  R,G ve B renkleri ı�ık durumuna göre, 0'dan 255'e kadar bir de�er alır. 

E�er bir grafik üzerinde aynı ı�ık de�erini alan piksel (nokta) sayısını i�aretlersek bir histog-

ram elde etmi� oluruz. Histogram herbir renk için (RGB) çizilebildi�i gibi, yo�unluk (intensi-

te) için de çizilebilir. Histogram çizen programlar her bir pikseldeki rengin de�erlerini sayarak 

bunu çubuk grafik olarak gösterirler. Histogramda dikey eksen piksel sayısını, yatay eksen de 

renk de�erlerini gösterir. Bir dijital görüntü için hazırlanmı� olan histogram, renklerin da�ılım 

sıklıklarını grafik olarak görmemizi sa�lar. Renkler,  0 ile 255 arasındaki de�erler ile temsil 

edilir. Sıfır en karanlık gölgeyi, 255 en aydınlık rengi, 127 ise orta ton dedi�imiz (mid-gray)’i 

temsil eder. Dijital bir görüntünün histogramına bakılarak, kabaca renk de�erlerinin düzgün 

da�ılıp da�ılmadı�ına karar verilebilece�i öne sürülmektedir  (12-14). Bu görü� bir görüntü-

nün renk da�ılımının normal da�ılımla ili�kili olması gerekti�ine dayanmaktadır oysa bir gö-

rüntüdeki renk da�ılımı, bir yana kaymı�, bimodal, plato olabilir.  

       Biyolojik görme sistemi elektromanyetik radyasyonun görünür bölgesindeki frekansları 

algılarken, dijital görüntü i�leme sistemleri neredeyse tüm elektromanyetik spektrumu kulla-
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nır (ultrason, elektron mikroskobu, bilgisayarda üretilmi� görüntüler). Dolayısıyla dijital gö-

rüntü i�leme çok geni� ve çe�itli uygulama alanlarına sahiptir (13). Kabaca; görüntü i�leme, 

sensörlerden gelen görüntünün bilgisayara aktarılıp üzerinde herhangi bir i�lem yapılması ve 

ardından görüntüleyici çıkı�a iletilmesidir (13). Görüntü analizi yöntemi �u basamakları içerir; 

doku hazırlanması, görüntünün elde edilmesi, ön i�lem (preprocessing), görüntü segmentas-

yonu, postprocessing, segmente görüntüde ölçüm yapmak, sonuçları yorumlamak (15). Gö-

rüntü i�leme yöntemlerinden daha iyi sonuçlar elde edebilmek için hazırlık amaçlı ön i�lemler 

(preprocessing) yapılmaktadır. Bunlar; görüntüdeki gürültüyü azaltma, arka planı normalle�-

tirme, kar�ıtlık ve özellik geli�tirme i�lemleridir (16). Dijital görüntülerde, renkler ı�ı�ın yö-

nü, ı�ık kayna�ının intensitesine ve renk parlaklı�ına ba�lıdır. Bu özelliklerdeki farklılıklar 

renk de�i�ikliklerine neden olmaktadır. Aydınlanmadan kaynaklanan problemlerin üstesinden 

gelebilmek için preprocessing a�amasında renk normalizasyonu algoritmalarından faydalanılır 

(17). Elde edilen görüntüden do�ru bilgiyi elde edebilmek ve anlayabilmek için görüntü i�le-

mede segmentasyon önemli bir basamaktır. Görüntü segmentasyonunun amacı görüntüyü 

homojen ve ili�kili bölgelere bölebilmektir (13,18).  Segmentasyon yöntemleri dört ana kate-

goride sınıflandırılır; piksel tabanlı, bölge tabanlı, �ekil tabanlı ve hibrid teknikler (19). Bu 

tekniklerden en sık kullanılanı piksel tabanlı metodlardan histogram e�ik de�er çalı�malarıdır 

(15). 

Histokimyasal boyamalarda birçok alan birden fazla boya ile boyanmaktadır. Segmentasyon 

bir sınır de�er ile bu bilgiyi göz ardı ederek görüntüyü bölgelere ayırmaktadır. Bu sorunu gi-

dermek amacıyla geli�tirilen ve her bir boya bile�enini ayırmak için geli�tirilen bir yöntem, 

“dekonvolüsyon”dur. Dekonvolüsyonun amacı görüntüyü, kullanılan boyanın gerçek renkle-

rine göre kanallara ayırabilmektir. Bu, bir alan birden fazla renk ile boyanmı� olsa bile, bir 

renk için gerçek boyanma de�erini ölçebilmeyi sa�lamaktadır (20).   

        Histolojik kesitlerin çok büyük bir kısmı patologlar tarafından görüntülenir ve dijital 

görüntüler elde edilir. Böylece dijital görüntüler imaj analiz programı uygulamaları için uy-

gun hale gelmektedir (21).  

        Patologların histolojik kesit gözlemleri, özellikle renk farklılıklarına ve biyolojik özellik-

lerin morfolojisine odaklanmaktadır. Bu kapsamda, patologlar için farklı kesit görüntülerini 

kar�ıla�tırma gere�i çok nadirdir ve kantitatif analize gerek duyulmamı�tır. Ancak bili�im 

dünyasındaki yükseli�, biz patologlar için tanı, diferansiyasyon ve prognostik özellikler gibi 
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önemli faktörlerin istatistiksel analizi için yeni odaklar olu�turmu�tur (21). Günümüzde bilgi-

sayar teknolojisi pek çok alanda geli�ip uygulama alanı bulmu� olmakla birlikte, histopatolo-

jik tanı ve de�erlendirmede patologlara destek olarak kullanılabilmeleri için alınacak çok yol 

bulunmaktadır (1). Bunların bir nedeni doku kesiti tespit, takip, kesit, boyama a�amalarında 

ortaya çıkan görsel farklılıkları de�erlendirememe ve artifisiel boyanma ya da yapıların bilgi-

sayar programları tarafından de�erlendirme sorunlarıdır. Ku�kusuz en önemli etken, çok farklı 

yapısal özellikler gösteren patolojik sürecin yarattı�ı güçlüklerdir. Ancak di�er tüm i�lemsel 

etkenlerin standartla�tırılması ve gerçeklere dayalı normalizasyonu bilgisayar yazılımları ile 

gerçekle�tirilen görüntü i�lemlerinin verimlili�ini arttırabilir. 

        Boyalı bir doku kesitinde görüntü birçok etkenle ili�kilidir. Boyalı bir kesitde, her spekt-

rumdan belli bir miktar ı�ık emilir (1). Absorbe edilen her dalga boyunun miktarı boya vektö-

rü olarak adlandırılır. Boya vektörü, farklı boyalar için çe�itlilik gösterdi�i gibi, aynı boya için 

de faklılık gösterebilir. Bu birkaç faktöre ba�lı olabilir; boya üreticisi firma, boyanın saklan-

ma ko�ulları, boyayı uygulama metodu (zaman ve yo�unluk gibi) ve kesit kalınlı�ı (2). Emi-

len ı�ı�ın miktarı birçok faktöre ba�lıdır (1) ve aynı zamanda, farklı hazırlanmı� kesitlerde de 

çe�itlilik gösterir. Kesitlerin intensitesi (belirlenmi� bir renk yelpazesinde pozitif boyanan alan 

(piksel ya da yüzde), boya miktarı ve kesitlerin saklanma ko�ullarından etkilenir. Bir kesitin 

renk de�erlerini etkileyen birçok etken vardır. Örne�in boyanın tutundu�u hücresel elemanla-

rın miktarı önemlidir. En popüler boyama metodu olan hematoksilen selektif olarak nükleik 

asitleri mavi-mor boyarken, eozin ise sitoplazmik proteinleri parlak pembe boyar. Renk de-

�erlerindeki di�er varyasyonlar ise boyanma sonucu olur. Her boyalı alan aynı miktarda ı�ık 

emmedi�i için farklı renkler görürüz. Bütün renk de�erlerinin, ona kar�ılık gelen bir optik 

dansite ( her pixel için ı�ı�ın ölçümü, 0= siyah- 255= beyaz) de�eri vardır. (1,22) 

         Boyalı kesitlerdeki görüntülerin standart hale getirilmesi için yapılmı� de�erli çalı�mala-

rın bazı kısıtlılıkları vardır. Ortalama renk de�erlerinin bir e�itli�i olaca�ı ön yargısı ta�ımak-

tadırlar. Oysa çok basit bir örnekle, kolorektal mukoza ve kolorektal karsinom kesitlerinin 

intensite ve dansitesinin yakın olması beklenemez. Aynı �ekilde iyi ve az diferansiye iki kar-

sinom için de durum benzerdir. Bu sorunu a�mak için en kolay yöntem kontrol doku ya da 

madde kullanıp her bir boyamada bu referansla kar�ıla�tırma yapmak olabilir.  
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MATERYAL VE METOD 

1. Metodun Amacı: Yukarıda da bahsedildi�i gibi, histopatolojik kesitlerin boyanma özel-

likleri arasındaki farklılıklar sıkça tartı�ılan bir konudur (1,2).  Bu çalı�mada, bir lam üzerinde 

bulunan kesitlerin boyanma özellikleri benzer kabul edildi ve laboratuarımızda standart yön-

temle boyanan, kontrol ve örnek doku kesiti içeren bir kesit standart olarak seçildi. Çalı�mada 

tasarlanan yöntem, kontrol doku kesiti görüntüleri arasındaki farkı kullanarak, standart kont-

rol görüntüye göre ara�tırılan görüntünün düzeltilmesine dayanmaktadır. Bu amaçla yazılmı� 

olan program, iki kontrol doku görüntüsü (KDG) arasındaki histogram farkını bulup, bu farkı 

örnek doku görüntüsüne  (ÖDG) transfer ederek düzeltilmi� bir görüntü (dÖDG) elde etmeyi 

sa�lamaktadır (�ekil 1).  Daha önce, Reinhard ve ark.(6) tarafından yapılan bir çalı�mada iki 

görüntü arasında renk transferi tanımlanmı�tır. Bu çalı�mada ise, bir görüntünün renk özellik-

lerinin transferinin aksine, kontrol doku görüntüleri arasındaki histogram farkı, örnek doku 

görüntüsüne transfer edilmektedir. Sistemin performansı, dÖDG ve standart örnek doku gö-

rüntüsü (sÖDG) arasındaki benzerli�i tanımlayarak de�erlendirildi.  

Standart “Kontrol”  
Doku görüntüsü 
(sKDG)

Standart Örnek Doku 
Görüntüsü (sÖDG)

Standart Boyalı Kesit          Di�er kesit

Farklı kesitte aynı 
dokunun “kontrol” 
görüntüsü (aKDG)

Farklı kesitte aynı dokunun 
“örnek” görüntüsü (aÖDG)

D�J�TAL GÖRÜNTÜLER 

Histogram farkı (HF)= aKDG- sKDG
aÖDG+HF= dÖDG
sÖDG, aÖDG ve dÖDG kar�ıla�tırıldı.

 

�ekil 1: Test kesitlerinin �ematik görünümü (sÖDG: Standart örnek doku görüntüsü, aÖDG: 

Farklı kesitteki örnek doku görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntüsü, aKDG: Farklı 

kesitteki kontrol doku görüntüsü) 
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2. Programın özellikleri: Bu program, üç renk uzayı olan kırmızı, ye�il ve mavi için herhan-

gi bir görüntünün histogram da�ılımını hesaplar ve herhangi bir hedef da�ılıma göre, seçilmi� 

bir görüntüye renk “esnetme” (stretching) yapabilmeyi sa�lar. Bu çalı�mada, seçilen görüntü-

ler, orijinal görüntünün renk bile�enleri da�ılımına göre ve yukarıda tarif edildi�i gibi kontrol 

görüntüleri arasındaki farkın eklenmesi ile esnetilmektedir. 

3.  Test kesitleri ve görüntülerinin hazırlanması: Formalin fiksasyonu uygulanmı� ve para-

fine gömülmü� dört farklı doku kullanıldı. Bunlar plasenta, kolon, kolon adenokarsinomu ve 

sirotik karaci�er doku örnekleridir. Parafine gömülü bu dokulardan, aynı mikrotomda, 3 mik-

ron kalınlı�ında kesitler hazırlandı. Her lam üzerinde bir kontrol bir de örnek doku kesiti bu-

lunmaktadır. Hazırlanan preparatlardan bir kısmında kontrol doku ve örnek doku aynı doku, 

bir kısmında ise farklı dokulardır. Haematoxylin & Eosin (H&E), Van Gieson (histokimya) ve 

CD34 (immunohistokimya) olmak üzere 3 boya grubu hazırlandı. Her üç boya grubu için 

birer lam standart protokol ile boyandı ve altın standart olarak kabul edildi. 

H&E and Van Gieson boyaları: Bu iki boya için 10’ar lama kesitler hazırlandı. Tablo 1 ve 

2’de dilüsyonlar ve boyama süreleri özetlenmektedir. H&E ile boyanan grup için, kontrol 

olarak kolon mukozası ve karaci�er, örnek doku olarak yine kolon mukozası ve karaci�er 

dokusu kullanıldı. Van Gieson ile boyanan grup için ise kontrol doku olarak sirotik karaci�er 

dokusu ve örnek doku olarak fibrotik kolonik submukoza ve sirotik karaci�er kullanıldı. 
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Tablo 1: H&E boyanma sürecinde farklı kesitler için hematoksilen ve eozinin uygulanma 

süreleri  

H&E Hematoksilen Uygulama Sü-
resi 

Eosin uygulama süresi 

1 6 dakika 5 dakika 

2 6 dakika 10 dakika 

3 3 dakika 10 dakika 

4 1 dakika 3 dakika 

5 1 dakika 30 saniye 

6 15 saniye 15 saniye 

7 30 saniye 30 saniye 

8 30 saniye 1 dakika 

9 5 saniye 5 saniye 

10-Standart kontrol kesiti 3 dakika 5 dakika 

 

 

Tablo 2: Van Gieson boyanma sürecinde farklı kesitler için FeH ve pikrofuksin uygulanma 

süreleri 

Van Gieson FeH Pikrofuksin 

1 1 dakika 1 dakika 

2 1 dakika 6 dakika 

3 1 dakika 10 dakika 

4 2 dakika 1 dakika 

5 2 dakika 6 dakika 

6 2 dakika 10 dakika 

7 3 dakika 1 dakika 

8 3 dakika 6 dakika 

9 3 dakika 14 dakika 

10- Standart kontrol kesiti 3 dakika 10 dakika 
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Tablo 3: CD34 boyanma sürecinde farklı kesitler için antikor dilüsyonları ve uygulanma sü-
releri  
CD34  Dilüsyon Süre 

1 1/300 60 dakika 

2 1/400 60 dakika 

3 1/500 60 dakika 

4 1/600 60 dakika 

5 1/1000 60 dakika 

6 1/2000 60 dakika 

7 1/3000 60 dakika 

8 1/3000 1 dakika 

9 1/3000 5 dakika 

10 1/200 1 dakika 

11 1/200 3 dakika 

12 1/200 5 dakika 

13 1/200 10 dakika 

14 1/200 20 dakika 

15 1/200 30 dakika 

16 1/200 40 dakika 

17 1/200 50 dakika 

18- Standart kontrol kesiti 1/200 60 dakika 

 

 

CD34 immunohistokimyası: Kontrol olarak plasenta ve örnek doku olarak kolon adenokar-

sinomu kesitleri içeren toplam 18 preparat hazırlandı. Bir preparat standart CD34 immunhis-

tokimyası boyanma protokolü (1/200 dilüsyonda primer antikor 60 dakika uygulandı) ile bo-

yanırken di�er 17 preparat primer antikorun farklı dilüsyonlarında ve farklı sürelerde boyandı 

(Tablo 3). Primer antikor CD34 (Lab Vision Neomarker’s CD34 Ab-1 (Q/3End/10)), ardın-
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dan sekonder antikor biotin (Lab Vision Neomarker’s) sonrasında streptavidin ile muamele 

edilip DAB kromojeni ile görünür hale getirildi. Mayer Hematoksilen ile boyama uygulandı. 

Her preparattan bir plasenta görüntüsü ve kolon adenokarsinomu kesitinden be� görüntü (ko-

lon normal mukoza, submukoza, muskularis propria, ya� doku ile adenokarsinom alanları 

ayrı ayrı) elde edildi. Her preparatta aynı alanın seri kesiti görüntülenmesi hedeflenerek gö-

rüntüler kaydedildi. Böylece 18 plasenta, 18 kolon normal mukoza, 18 submukoza, 18 mus-

kularis propria, 18 ya� doku ve 18 adenokarsinom görüntüsü hazırlandı.  

         Kesitlerin dijital görüntüleri, standart ı�ık altında, normalize edilmemi� mikroskopa 

(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan DP70)  ba�lı bir  CCD kamera (Olympus, Optical 

Co. Ltd., Tokyo, Japan BX51) ile 20x büyütmede elde edildi ve ki�isel bir bilgisayarda depo-

landı. Tüm boyalar için toplam 474 görüntü elde edildi (Tablo 4). 

Tablo 4: Tüm boyalar için kullanılan toplam görüntü sayıları (sÖDG: Standart örnek doku 

görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntüsü, aÖDG: Farklı kesitteki örnek doku 

görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntüsü, aKDG: Farklı kesitteki kontrol doku gö-

rüntüsü) 

 H&E Analiz edilen 
H&E görüntüleri 

Van 
Gieson 

CD34 Analiz edilen 
CD34 görüntüleri 

sKDG 2 2 2 1 1 

aÖDG 63 18 18 102 34 

dÖDG 63 18 36 102 34 

aKDG 18 18 18 34 34 

sÖDG 7 2 2 6 2 

Toplam 153 58 76 245 105 

 

Elde edilen tüm bu görüntüler semikantitatif olarak analiz edilmi� olup, tüm test edilenlerde 

sÖDG ve dÖDG de�erlendirilmi� olmasına ra�men görüntü sayısının çoklu�u nedeniyle, ana-

liz sonuçlarında ortaya çıkan çok sayıda tablonun karma�a yarataca�ı dü�ünülerek her üç boya 

grubu için belirli sayıda görüntünün sonuçları ayrıntılı �ekilde de�erlendirildi.   H&E için 

olu�turulan iki gruptan (kontrol görüntüsü kolon ve kontrol görüntüsü karaci�er olmak üzere 
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iki grup) toplam 153 görüntü elde edilmi� olup bu görüntülerden 58 tanesi ayrıntılı analiz 

edildi. Van Gieson için 76 görüntü elde edildi ve tüm bu görüntüler yalnızca semi kantitatif 

olarak de�erlendirildi. Bu boya sonucu elde edilen görüntülerin kantitatif analizler için uygun 

olmadı�ı dü�ünülerek MOD, TOD (Toplam optik dansite) ve intensite hesaplamaları yapıl-

madı. CD34 immunhistokimyası için toplam 245 görüntü elde edildi ve bunların 105’i ayrıntı-

lı analiz edildi. Ayrıntılı analiz yöntemi Materyal Metod 5. maddede açıklanmaktadır. 

4. Örnek Görüntülere Histogram Transferi: Her kesit için kontrol doku görüntüleri 

(aKDG: Farklı kesitteki kontrol doku görüntüsü, sKDG: standart kontrol doku görüntüsü) 

arasındaki histogram farkı bilgisayar programı tarafından hesaplandı ve sonuç farklı kesitteki 

örnek doku görüntüsüne (aÖDG) transfer edildi. Böylece yeni düzeltilmi� bir görüntü 

(dÖDG: düzeltilmi� örnek doku görüntüsü) elde edildi ve bir bilgisayarda depolandı. Elde 

edilen bu düzeltilmi� görüntüler ile standart örnek doku görüntüleri (sÖDG) farklı metodlarla 

kar�ıla�tırıldı. 

5. Görüntülerin Semikantitatif Ve Kantitatif Analiz �le Kar�ıla�tırılması: Daha önce de 

bahsedildi�i gibi farklı süre ve dilüsyonlarda boyanmı� her kesitin düzeltilmi� bir görüntüsü 

elde edildi. Bu düzeltilmi� görüntüler, bu görüntülerin orijinal hali ve standart görüntü, sayı-

lar ile kodlandı. Kodlanmı� bu görüntüler iki gözlemci (SS, SZ) tarafından kör olarak semi-

kantitatif olarak skorlandı. Bu skorlama görüntülerin az boyanması, çok az boyanması, fazla 

boyanması ve boyanma olmamasına göre yapıldı.  Eozin, hematoksilen, Van Gieson ve 

CD34 boyamaları için uygun görüntülere, yok, çok az, az, normal, fazla (-, +, ++, +++ ve 

++++) gibi skorlamalar yapıldı. Bu metodda, gözlemciler boyanmanın do�ru kalitede oldu-

�unu dü�ündüklerine +++ skoru verdiler. Gözlemcilerin skorları weighted Kappa analizi ile 

kar�ıla�tırıldı. Farklı skor almı� görüntüler iki gözlemci tarafından birlikte tekrar de�erlendi-

rildi ve fikir birli�i ile final skor verildi. Daha sonra görüntülerin skorları de�erlendirildi. 

Standart görüntünün skoru 0 olarak kabul edildi ve buna göre di�er görüntülerin skorları +1, 

+2, +3, 0, -1, -2…gibi de�erlendirildi. Böylece di�er görüntülerin standart görüntüye ne ka-

dar yakla�abildikleri sayısal de�erler �ekline dönü�türüldü. Gözlemcilerin boyanmanın do�ru 

kalitede oldu�unu dü�ündükleri görüntülere +++ skoru vermelerine ra�men, her standart gö-

rüntü bu skoru alamadı.   

ÖDG ve dÖDG skorları sÖDG skoru ile kar�ıla�tırıldı. �ekil 2, 3, 4 ve 5’de her boya 

için birer örnek semikantitatif skorları ile birlikte verilmi�tir. 
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        Görüntülerin kantitatif analizi için, optik dansite ve boyanan alan yüzdeleri daha önce 

bahsedilen görüntü analizi programları ile hesaplandı. H&E boyalı kesitler için, pembe ve 

mor boyanan alanlar ve CD34 boyası için DAB pozitif kahverengi alanlar manuel belirlenen 

renk aralıkları için bilgisayar programı tarafından seçildi (�ekil 6). Bu alanların optik dansi-

tesi ve intensitesi görüntü analiz programı (Mustafa �akar tarafından yazılım geli�tirilmi�tir) 

ile hesaplandı (22-24) . Bulunan de�erler, gruplandırabilme ve kar�ıla�tırma amacıyla, mak-

simum ve minimum sayısal de�erler göz önüne alınarak, dört e�it parçaya bölerek incelendi, 

gruplar küçükten büyü�e 1’den 4’e kadar skorlandı. dÖDG’nin de�erlerinin sÖDG ile aynı 

grupta olması ba�arı ölçütü olarak kabul edildi. Van Gieson boyalı kesitlere ait görüntüler 

de�erlendirme için optimal olmadı�ı dü�ünülerek sadece semikantitatif olarak analiz edildi.  

 

 

�ekil 2. H&E boyaması, standart kontrol doku görüntüsü ve örnek doku görüntüsü kolon 

normal mukozası, hematoksilen skorlaması (sÖDG: Standart örnek doku görüntüsü, aÖDG: 

Farklı kesitteki örnek doku görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntüsü, aKDG: Farklı 

kesitteki kontrol doku görüntüsü)  
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�ekil 3. H&E boyaması, standart kontrol doku görüntüsü sirotik karaci�er ve örnek doku gö-

rüntüsü kolon normal mukozası, hematoksilen skorlaması (sÖDG: Standart örnek doku gö-

rüntüsü, aÖDG: Farklı kesitteki örnek doku görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntü-

sü, aKDG: Farklı kesitteki kontrol doku görüntüsü) 
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�ekil 4. Van Gieson boyaması, standart kontrol doku görüntüsü sirotik karaci�er ve örnek 

doku görüntüsü kolon submukozası (sÖDG: Standart örnek doku görüntüsü, aÖDG: Farklı 

kesitteki örnek doku görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntüsü, aKDG: Farklı kesit-

teki kontrol doku görüntüsü) 
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�ekil 5: CD34 boyaması, standart kontrol doku görüntüsü plasenta ve örnek doku görüntüsü 

kolon submukozası (sÖDG: Standart örnek doku görüntüsü, aÖDG: Farklı kesitteki örnek 

doku görüntüsü, sKDG: Standart kontrol doku görüntüsü, aKDG: Farklı kesitteki kontrol do-

ku görüntüsü) 
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�ekil 6 a: CD34 boyalı plasenta örne�i, 6b: CD34 boyalı plasenta örne�inde DAB  pozitif 

kahverenkli alanların seçimi  

 

 

6. �statistiksel Analiz: �ki gözlemcinin semikantitatif skorları a�ırlıklı Kappa analizi (wKap-

pa) ile kar�ıla�tırıldı (MedCALC).  

 

  



23 

 

SONUÇLAR: 

1. �ki Gözlemcinin Gözlemciler Arası Uyumu: Tüm görüntüler için iki gözlemci için We-

ighted kappa de�eri 0,59 (orta uyum, 0,41-0,60) olarak hesaplandı (MedCALC).  

2. �ki Gözlemcinin Semikantitatif Skorları:  

2a. Tüm görüntüler (474):  

- sÖDG ile aynı semikantitatif skoru alan ÖDG %23,5 iken, sÖDG ile aynı skoru alan dÖDG  

% 76,34’ e yükseldi.  

2b- H&E boyamaları:  

- Karaci�er görüntüsüne göre düzeltme, kolonik mukoza görüntüleri:  

- Hematoksilen için skorlandı�ında, ÖDG nin % 11,1’i sÖDG ile aynı skoru aldı�ı görüldü. 

Bu ÖDG’leri düzeltildi�inde elde edilen dÖDG’leri ise sÖDG ile %66,6 oranında aynı skoru 

aldı (Tablo 5a).  

Tablo 5a: H&E boyalı karaci�er görüntülerine göre düzeltilmi� kolon mukoza görüntülerinin 

hematoksilen için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� 

örnek doku görüntüsü)  

 Skorlar  ÖDG dÖDG 

-1 4 (% 44,4) -  

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

1 (% 11,1) 6 (%66,6) 

1 4 (% 44,4) 3 (%33,3) 
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- Eozin skorlamasında, ÖDG’ nin %33,3’ ü sÖDG ile aynı skoru almı�ken, dÖDG’ nin ise 

hiçbiri standart ile aynı skoru alamadı (Tablo 5b).  

 

Tablo 5b: H&E boyalı karaci�er görüntülerine göre düzeltilmi� kolon mukoza görüntülerinin 

eozin için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek 

doku görüntüsü)   

Skorlar   ÖDG dÖDG 

-1 6 (%66,6)  - 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

3 (%33,3)  - 

1 -  9 (%100) 

 

- Kolon görüntüsüne göre düzeltme, karaci�er görüntüleri 

- Kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilen karaci�er kesitlerinin hematoksilen de�erlendi-

rilmesinde, %33,3 ÖDG, sÖDG ile aynı skoru aldı. dÖDG’ nin standart ile aynı skoru alma 

oranı ise %22,2’ ye geriledi (Tablo 6a).  

Tablo 6a: H&E boyalı kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilmi� karaci�er görüntülerinin 

hematoksilen için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� 

örnek doku görüntüsü)  

Skorlar   ÖDG dÖDG 

-1 6 (%66,6)  - 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

3 (%33,3) 2 (%22,2) 

1  - 5 (%55,5) 

2  - 2 (%22,2) 
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- Aynı görüntülerin eozin skorlamasında da benzer sonuçlar elde edilmi� olup ÖDG’ nin oranı 

%44,4 iken dÖDG’ de oran %22,2 bulundu (Tablo 6b). 

Tablo 6b: H&E boyalı kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilmi� karaci�er görüntülerinin 

eozin için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek 

doku görüntüsü)  

 Skorlar  ÖDG dÖDG 

-1 5 (%55,5)  - 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

     4 (%44,4) 2 (%22,2) 

1  - 4 (%44,4) 

2 -  3 (%33,3) 

 

Kolon görüntüsüne göre düzeltme, kolon görüntüleri  

 

- Kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilen kolon görüntülerinde hematoksilen boyası skor-

landı. ÖDG’nin %22,2’ si sÖDG ile aynı skorda bulundu. dÖDG’ nin %100’ ü sÖDG ile aynı 

skoru aldı (Tablo 7a).  

Tablo 7a: H&E boyalı kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilmi� kolon mukoza görüntü-

lerinin hematoksilen için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzel-

tilmi� örnek doku görüntüsü)  

Skorlar   ÖDG dÖDG 

-2 2 (%22,2)  - 

-1 3 (%33,3)  - 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

2 (%22,2) 9 (%100) 

1 2 (%22,2)  - 
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- Bu görüntülerin eozin skorlamasında ise aynı ba�arı elde edilemedi. ÖDG’ nin %22,2’si 

sÖDG ile aynı skoru aldı, dÖDG’ nin ise hiçbiri standart ile aynı skoru alamadı (Tablo 7b).    

 

Table 7b: H&E boyalı kolon mukoza görüntülerine göre düzeltilmi� kolon mukoza görüntü-

lerinin eozin için semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� 

örnek doku görüntüsü)  

 

 Skorlar  ÖDG dÖDG 

-2 3 (%33,3) 7 (%77,7) 

-1 4 (%44,4) 2 (%22,2) 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

2 (%22,2)  - 
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2c- CD34 boyamaları:  

Tüm çalı�malarda kontrol plasenta olmak üzere; kolonik submukoza görüntülerinde, sÖDG 

ile aynı semikantitatif skoru alan ÖDG %17,6 olup dÖDG’ de bu oran %64,7 oldu�u görüldü 

(Tablo 8). Plasenta ÖDG’ de, sÖDG ile aynı skoru alma oranı %17,6 iken, dÖDG nin sÖDG 

ile aynı semikantitatif skoru alma oranı %88 bulundu (Tablo 9). 

Tablo 8: CD34 boyalı kolonik submukoza görüntülerinin semikantitatif skorları (ÖDG: Ör-

nek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntüsü)  

Skorlar  ÖDG dÖDG 

-3 2 (%11,7)  - 

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

-1 5 (%29,4) 1 (%5,9)  

0 (sÖDG ile aynı sko-
ru alan grup) 

3 (%17,6) 11 (%64,7) 

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

 

Tablo 9: CD34 boyalı plasenta görüntülerinin semikantitatif skorları (ÖDG: Örnek doku gö-

rüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntüsü)   

Skorlar  ÖDG dÖDG 

Dü�ük 10 (%58,8)  - 

0 (sÖDG ile aynı 
skoru alan grup) 

3 (% 17,6) 15 (%88) 

Yüksek 4 (% 23,4) 2 (%12) 
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3. Görüntülerin Kantitatif Analizi:  

Kolon görüntüsüne göre düzeltme, kolon görüntüleri:  

H&E boyalı kolon mukozası görüntülerinin hematoksilen de�erlendirmesinde, düzeltmeden 

sonra, sadece MOD de�erlerinde önemli bir geli�im kaydedilmi� olup yakın kategorilere yük-

selme gözlemlendi (Tablo 10). Bu görüntülerin eozin de�erlendirilmesinde, standart MOD 

de�erine sahip görüntü oranı düzeltmeden sonra %22,2’ den %77,7’ ye yükseldi.  TOD ise 

%22,2’ den %88,8’ e yükseldi. �ntensite de�erleri de ilerlemi� olup ancak kom�u gruplara 

yükseldi (Tablo 11).  

Tablo 10:  Hematoksilen eosin boyalı kolonik mukoza görüntülerinin hematoksilen için 

MOD, TOD ve intensite de�erlerinin gruplandırılması (MOD: Mean optik dansite, TOD: 

Toplam optik dansite, ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntü-

sü)  

MOD 
GRUP 

MOD 
ÖDG 

MOD 
dÖDG 

TOD GRUP TOD 
ÖDG 

TOD 
dÖDG 

�ntensite 
GRUP 

�ntensite 
ÖDG 

�ntensite 
dÖDG 

1 

(116,68-

134,305) 

4 

(%44,4) 

 

0   (%0) 

1 

(1068214,8-

2773807,5) 

3 

(%33,3) 

4 

(%44,4) 

1 

(2,25-5,4) 

4 

(%44,4) 

5 

(%55,5) 

2 

(134,305- 

151,93) 

0 

(%0) 

6 

(%66,6) 

2 

(2773807,5- 

4479400,2) 

standart 

6 

(%66,6) 

4 

(%44,4) 

 

2 

(5,4-8,6) 

standart 

4 

(%44,4) 

3 

(%33,3) 

 

3 

(151,93-

169,555) 

standart 

3 

(%33,3) 

3 

(%33,3) 

3 

(4479400,2-

6184992,9) 

0 

(%0) 

0 

(%0) 

3 

(8,6- 11,8) 

1 

(%11,1) 

0 

(%0) 

4 

(169,555-

187,18) 

2 

(%22,2) 

0 

(%0) 

4 

(6184992,9-

7890585,6) 

 

0 

(%0) 

1 

(%11,1) 

4 

(11,8- 15,1) 

 

0 

(%0) 

1 

(%11,1) 
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Tablo 11: Hematoksilen eosin boyalı kolonik mukoza görüntülerinin eozin için MOD, TOD 

ve intensite de�erlerinin gruplandırılması (MOD: Mean optik dansite, TOD: Toplam optik 

dansite, ÖDG: Örnek doku görüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntüsü)  

MOD 
GRUP 

MOD 
ÖDG 

MOD 
dÖDG 

TOD 
GRUP 

TOD 
ÖDG 

TOD 
dÖDG 

�ntensite 
GRUP 

�ntensi-
te ÖDG 

�ntensite 
dÖDG 

 1 

 (168,88- 

180,085) 

      2 

 %22,2) 

      0 

   (%0) 

      1 

 14809956- 

23541922) 

     3 

 (%33,3) 

      1 

 %11,1) 

     1 

(22,3- 

33,65) 

       3 

(%33,3) 

       0 

 (% 0) 

2 

(180,085- 

191,29) 

     2 

(%22,2) 

      2 

(%22,2) 

     2 

 23541922- 

32273888) 

standart 

     3 

 (%33,3) 

      8 

 (%88,8) 

 

     2 

 (33,65- 

45) 

 

       5 

(%55,5) 

       7 

  (%77,7) 

       3 

(191,29- 

202,495) 

standart 

     3 

(%33,3) 

      7 

(%77,7) 

    3 

(32273888-

41005854) 

 

     0 

  (%0) 

      0 

   (%0) 

     3 

 (45- 

56,35) 

standart 

       0 

(%0) 

       1 

  (%11,1) 

       4 

 202,495- 

213,7) 

 

     2 

(%22,2) 

      0 

   (%0) 

    4 

(41005854-

49737820) 

 

     3 

 (%33,3) 

     0 

   (%0) 

    4 

(56,35- 

67,7) 

  

       1 

 (%11,1) 

      1 

  (%11,1) 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

Plasenta görüntüsüne göre düzeltme, plasenta görüntüleri: CD34 ile boyalı plasenta görüntü-

leri düzeltildi�inde TOD ve intensiteleri belirgin olarak iyile�di (Tablo 12). 

- Standart görüntünün TOD ile aynı grupta yer alan ÖDG’ lerinin oranı %17,6 iken, bu görün-

tüler düzeltildi�inde oran %52,9’ a yükseldi.  

- �ntensite için de benzer sonuçlar elde edilmi� olup %17,6’lık oran, görüntüler düzeltildi�in-

de %47’ ye ula�tı.  

- MOD de�erlerinde ise önemli bir düzelme sa�lanamadı. Ancak ço�u görüntünün kantitatif 

de�erleri standart görüntünün de�erlerinin bulundu�u gruba eri�emese de yakın kom�u grup-

lara ula�abildi. 

Tablo 12: CD34 boyalı plasenta görüntülerinin MOD, TOD ve intensite de�erlerinin grup-

landırılması (MOD: Mean optik dansite, TOD: Toplam optik dansite, ÖDG: Örnek doku gö-

rüntüsü, dÖDG: Düzeltilmi� örnek doku görüntüsü)  

MOD  

GRUP 

MOD 

ÖDG 

MOD 

dÖDG 

TOD 

GRUP 

TOD 

ÖDG 

TOD 

dÖDG 

�ntensite 

GRUP 

�ntensite 

ÖDG 

�ntensite 

dÖDG 

1 

(165,65- 

173,825) 

2 

(%11,7) 

0 

(%0) 

1 

(1790959,5- 

3810807,7) 

8 

(%47) 

3 

(%17,6) 

1 

(2,68-5,86) 

8 

(%47) 

3 

(%17,6) 

2 

(173,825- 

183) 

2 

(%11,7) 

5 

(%29,4) 

2 

(3810807,7-

5830656) 

4 

(%23,5) 

3 

(%17,6) 

2 

(5,86 -9,04) 

4 

(%23,5) 

3 

(%17,6) 

3 

(183- 

192,175) 

(standart) 

11 

(%64,7) 

10 

(%58,8) 

3 

(5830656- 

7850504,3) 

2 

(%11,7) 

2 

(%11,7) 

3 

(9,04- 12,2) 

2 

(%11,7) 

3 

(%17,6) 

4 

(192,175- 

201,35) 

2 

(%11,7) 

2 

(%11,7) 

4 

(7850504,3- 

9870352,6) 

(standart) 

3 

(%17,6) 

9 

(%52,9) 

4 

(12,2- 15,4) 

(standart) 

3 

(%17,6) 

8 

(%47) 
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TARTI�MA 

         Histopatolojideki görüntü analiz uygulamaları sıklıkla segmentasyon ve/veya dekonvo-

lüsyona ba�lıdır ve segmentasyon, görüntülerin ön i�lemesini gerektirir. Görüntü segmentas-

yonunun amacı görüntüdeki objeler hakkında ek bilgi kullanmaksızın, görüntüyü homojen ve 

birbirine ba�lı parçalara bölmektir. Renkli görüntü segmentasyonunda homojenlik, renkleri ve 

bazen de renk özelliklerini içerir. Segmentasyon bir görüntünün farklı bölgelere bölünmesidir. 

Her bölüm kendi içinde homojenken yan yana olan herhangi iki bölge homojen de�ildir (13, 

18). Dijital görüntülerde, renkler ı�ı�ın yönü, ı�ık kayna�ının yo�unlu�u ve parlaklı�a fazla-

sıyla ba�lıdır. Yo�unluktaki küçük bir farklılık da, aydınlatmadaki de�i�imler de objelerin 

rengini önemli ölçülerde de�i�tirebilir. I�ıktan kaynaklanan problemlerin üstesinden gelebil-

mek için, ön i�lemede bir renk istikrarı veya normalizasyon algoritması kullanılması tavsiye 

edilir (17). Segmentasyon gibi, renk dekonvolüsyonu algoritması, dijital bir görüntüdeki bo-

yanma paterninin de�erlendirilmesindeki yakla�ımlardan bir tanesidir. Dekonvolüsyonun 

amacı, görüntüyü, kullanılan boyaların gerçek renklerine e� kanallara ayırmaktır. Bu da; aynı 

lokalizasyonda birden fazla boyanma olsa bile, patolo�un bu alanda her boya de�eri için do�-

ru bir ölçüm yapmasına izin verir (20). 

         Farklı normalizasyon algoritmaları öngörülse de, görüntülerin boyanma özellikleri, doku 

takibi ve boyanması gibi pek çok sebebe ba�lı oldu�undan, bu algoritmaların hiçbiri dört dört-

lük bir imaj analizi için tatmin edici de�ildir (2). Bu konuların sayısal metodlarla üstesinden 

gelinmesi adına bazı de�erli giri�imler vardır, ancak Magee'nin (2) de bahsetti�i gibi, bu me-

todların ço�u, histopatologların rutin olarak kullandı�ı, renk betimlemeleri konusundaki bilgi 

zenginli�ini göz ardı eder. Normalizasyon için farklı yakla�ımlar vardır. Bunlardan biri seçil-

mi� bir görüntüden yapılan renk transferi, di�er yakla�ımlar ise boya vektörü da�ılımındaki 

diferansiasyonlar ile ili�kilidir. 

        Bunlardan ilki 2001 yılında Reinhard ve ark. (6) sundu�u yönteme dayanmaktadır. Bu 

yöntem ile bir görüntüden di�erine “renk transferi” yaparak yeni bir görüntü elde etmi�lerdir. 

Bu yeni görüntü, di�er görüntüye benzemektedir. Bir görüntünün görünü�ü bir ba�kasına ak-

tarılırken, birlikte çalı�maları uygun olabilecek kaynak ve hedef görüntüler seçilmi�tir. Oriji-

nal çalı�mada, birkaç manzara resmi çalı�manın denenmesi amacıyla kullanılmı�tır.  Elde edi-

len sonuçların kalitesinin görüntülerin bile�imindeki benzerli�e ba�lı oldu�u vurgulanmı�tır. 

Uygun bir renk uzayı seçerek basit bir algoritma sunmak hedeflenmi�tir. �lk adım RGB gö-



32 

 

rüntülerin ��ß renk uzayına dönü�türülmesidir. Daha sonra, görüntüdeki çimen, gökyüzü gibi 

piksel kümeleri ayrılmı�tır. Görüntüdeki tüm pikseller, her küme çiftinin istatistiklerine ba�lı 

olarak ölçeklendirilmi� ve de�i�tirilmi�tir. Ardından, kaynak kümelerin her birinin merkeze 

uzaklı�ı hesaplanmı� ve kümenin standart sapması hesaplanmı�tır. Her üç aks için ortalama ve 

standart sapmaların yeterli olması amaçlanmı�tır. Bu ölçümler, hem kaynak hem de hedef 

görüntüler için hesaplanmı�tır. Ortalama ve standart sapmaları ��ß renk uzayındaki her aks 

için ayrı ayrı hesaplanmı�tır. Bu metod daha sonra çe�itli histopatolojik çalı�malarda kulla-

nılmı�tır. Bu yakla�ımlara bir örnek Wang ve arkada�larının (10) çalı�masıdır. Bu çalı�mada, 

bir tümör dokusu sınıflandırması tasla�ının ön i�leme safhasında, doku görüntüleri örnekleri 

arasındaki kalite farkını azaltmak için bir normalizasyon �eması uygulanmı�tır. Bu amaçla, 

Reinhard ve arkada�larının (6) ifade etti�i renk transferi metodu, karsinom görüntüleri setin-

den seçilmi� herhangi bir görüntüye dayandırılarak tüm görüntülere uygulanmı�tır. 

         Macenko ve arkada�ları (1)  ise sundukları bir metod ile, referans görüntüden hesaplan-

mı� hedef boya vektörleri ile orijinal boya vektörlerinin yerini de�i�tirmi�lerdir ve piksellerin 

OD de�erlerini yeniden hesaplamı�lardır. H&E boyalı kesitlere ait görüntülerde bulunan her 

iki boyayı kar�ılayan özel bir boya vektörünün oldu�u ve her pikselin sonuç renginin (OD 

uzayında), bu boya vektörlerinin lineer kombinasyonları oldu�unu varsayılmı�tır. 

         Magee ve arkada�ları (2), aynı veri grubuna farklı metodlar uygulamı�lardır. Bu metod-

lar; otomatik görüntü segmentasyonu metodu kullanarak ��ß renk uzayında lineer normali-

zasyon, verilen bir görüntüde dekonvolüsyon ve renk vektörünün otomatik belirlenmesinden 

sonra belirli bir renk uzayında normalizasyondur. Bu çalı�mada birkaç yeni metod sunulmu�-

tur. Bunlardan biri Reinhard'ın renk transfer tekni�ine (6) eklenen bir otomatik segmentasyon 

metodudur. Bu metod ��ß renk uzayındaki lineer normalizasyon üzerine kuruludur ve olası-

lıklı (Gaussian Karı�tırma Modeli temelli) renk segmentasyonu metodu kullanılarak çoklu 

piksel sınıflarıyla geli�tirilmi�tir. Lineer normalizasyon her piksel sınıfına (sınıf üyeleri pikse-

lin belirli bir kimyasal boya tarafından renklendirilmi� olmasıyla veya arka plan gibi renksiz 

olmasıyla belirlenmi�tir) ayrı ayrı uygulanmı�tır. 

Magee, Reinhard'ın metodunun iki türevini üretmi�tir; 

1-VB-Reinhard-Hard, her piksel sınıfı için ayrı ayrı orijinal metodu uygulamak. 
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2-VB-Reinhard-Weighted, renk ortalaması tahminine a�ırlık vererek, standart sapma ortala-

ması ve hesaplamaya dönü�türme uygulamak (2). 

        Tüm bu kıymetli çalı�malar, histopatolojik görüntülerdeki renk de�erleriyle ilgili sorun-

ları düzeltmeyi ve bu görüntüleri nicel yöntemlerle analiz ederek do�ru bilgiyi edinebilmeyi 

amaçlamaktadırlar. Bu metotlar, ideal bir görüntü seçmek suretiyle, görüntüyle ilgili ana ta-

nımlamalarda yer alan görüntülerde ideal bir renk da�ılımı oldu�u kanaatindedirler. Ancak, 

mühendislikteki matematiksel yakla�ımlar için görüntüdeki renklerin homojen da�ıldı�ını 

varsaymak bu renkli görüntülerde çalı�maya olanak tanıyorsa da bu gerçekte do�ru de�ildir. 

Özellikle histopatolojik görüntülerde, görüntünün renk da�ılımı sonsuz bir çe�itlilik gösterir. 

Ayrıca bu özellik tanıya ula�ma sürecinde gereklidir. Örne�in, normal kolonik mukoza ve 

kolon adenokarsinomu görüntülerinin renk bile�imlerini kar�ıla�tırırsak, adenokarsinomda 

bazofilinin belirgin oldu�u dikkat çekicidir. Bu da neoplazinin morfolojik olarak tanımlayıcı 

ve karakteristik bir özelli�i olan DNA anöploidisinden kaynaklanan hiperkromaziyle ili�kili-

dir (25). Histopatolojik bir görüntüdeki boyanma özelliklerinin muhtemel çe�itlili�i, daha 

önceki çalı�malarda oldu�u gibi, tatmin edici bir çözüm olarak ideal bir görüntünün seçilme-

sine müsaade etmemektedir. 

         Biyokimya gibi pek çok alanda, bir testin sonuçları, bilinen bulguları içeren bir numu-

neyle e� zamanlı yapılan bir testte elde edilen de�erlere ba�lı olarak düzeltilmektedir (26). 

Histopatolojik de�erlendirmede, sıklıkla histokimya ve immünohistokimyada, kontrol dokusu 

kesiti, ara�tırılan örnek doku kesiti ile aynı �ekilde boyanmaktadır. Bu çalı�mada, boyama 

sürecinde kontrol dokusu kesiti kullanılmı�tır ve renk düzeltmesi için kontrol doku görüntüle-

ri arasındaki histogram farkı transfer edilmi�tir. Kabaca bu metod, Reinhard ve arkada�ları 

tarafından tanımlanan metodun aritmetik i�lem (kontrol görüntüler arasındaki fark) ile birlikte  

uygulanı�ıdır ve buna en yakın histopatolojik yöntem, Wang (10) ile Maggie ve arkada�ları 

(2) tarafından kontrol doku görüntüsü olmadan uygulanmı�tır.  

         Renk normalizasyonu metodlarının çe�itlili�i gibi, bu metodların performans de�erlen-

dirmeleri de güvenilir bir kar�ıla�tırmaya müsaade etmeyecek kadar çe�itlidir.  

         Bu metodların de�erlendirilmesinde en yaygın kullanılan boyamalar H&E ve Van Gie-

son’ dur. Aynı �ekilde immunhistokimya için ise Her2, MIB1 ve CD34 gibi primer antikorla-

rın kullanıldı�ı ve kromojen olarak DAB uygulanmı� boyamalar de�erlendirilmi�tir. Perfor-
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mansı test etmek için farklı boyama süreleri veya boya soldurma uygulanmı�tır. Sirotik kara-

ci�er, kolorektal, meme, akci�er, oral karsinom, melanom ve benign nevüs kesitleri kullanıl-

mı�tır (1-10). Önceki çalı�maların bazılarında oldu�u gibi, bu çalı�madaki renk transfer meto-

dumuzun performansını test etmek amacıyla kolon mukozası ve adenokarsinomu, sirotik ka-

raci�er ve plasenta kesitleri, de�i�ik sürelerde ve yo�unluklarda H&E, CD34 ve Van Gieson 

ile boyanmı�tır. Ancak boya soldurma uygulanmamı�tır.  

         Önceki çalı�malarda görüntü grupları, görüntüde pozitif veya negatif olarak seçilmi� 

noktalarının pozitivitesi, boya soldurma ve/veya dekonvolüsyon öncesi veya sonrasını kar�ı-

la�tırarak de�erlendirilmi�tir (2,4,7,10). Bazı çalı�malarda pozitif boyanmı� çekirdeklerin ma-

nuel veya imaj analiz metodları tarafından sayımı kullanılmı�tır (1). Performans, bazı seriler-

de segmentasyon uygulamalarının ba�arısıyla de�erlendirilmi�tir (2,10). Manuel olarak sayı-

lan MIB-1 pozitif hücrelerinin sayısı, görüntü analizi yazılımı NIH Image Version 1.2 tarafın-

dan hesaplanan sayı ile kar�ıla�tırılmı�tır. Bu kar�ıla�tırma hem orijinal görüntülerde hem de 

renk dekonvolüsyonuyla elde edilen görüntülerde uygulanmı�tır. Manuel sayım ve yazılımın 

yaptı�ı sayımın sonuçlarının arasındaki benzerlik artan performans olarak kabul edilmi�tir (7). 

Bütün bu çalı�malar göz önüne alındı�ında performans belirleme için standartla�mı� bir yön-

temin bulunmadı�ı görülmektedir.  

         Macenko ve arkada�larının yaptı�ı çalı�mada (1) önerilen renk normalizasyonu �eması-

nın etkisi, düzeltme öncesi ve sonrası durumlar için, melanom ve nevüs kesitlerinden hesapla-

nan �ekil ve boya temelli özelliklerin ayrılmasıyla analiz edilmi�tir. Bu çalı�mada dekonvo-

lüsyonun performansını belirlemek için melanoma ve nevüslerin nükleer özellikleri,  bir gö-

rüntü analizi yazılımı tarafından nükleusların seçimi öncesi ve sonrası kar�ıla�tırılmı�tır. 

Uzaklık A�ırlıklı Ayırıcılık (Distance Weighted Discrimination- DWD) metodu, melanom ve 

nevüs özellikleri arasındaki optimal ayrım yönlerini bulmak için kullanılmı�tır ve gerçek ile 

normalize edilmi� durumları arasındaki fark grafi�e dökülmü�tür. Renk normalizasyonu uy-

gulanmı� görüntülerdeki fark, tüm kullanılabilir sınıflandırma yöntemlerinin arttırabilece�i 

�ekilde daha büyük görünmektedir. Ancak performansı de�erlendirme metodlarından detaylı 

olarak bahsedilmemi�tir. Farklı histolojik boya ve dokular da kullanılabilmekle birlikte,  H&E 

boyalı melanom ve nevüs görüntüleri kullanılmı�tır ancak sonuçların bir preparatta üç veya 

daha fazla boya bulundu�unda tutarsız olabildi�i bildirilmi�tir. Ölçüm yöntemlerinin, NMF 
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temelli yöntemlerden daha geli�mi� oldu�u vurgulanmı�tır, ancak herhangi bir kar�ıla�tırma 

verisi sunulmamı�tır (1). 

         Bu çalı�madan sonra, Niethhammer (8) bu normalizasyon metodolojisini birkaç yeni 

katkıyla raporlamı�tır ve üç metod birbiriyle kar�ıla�tırılmı�tır: 

1- Dik düzlem önceli�i olmadan yapılan de�erlendirme (Macenko 2009’daki metoda e�) 

2- Dik düzlem önceli�iyle, ama kümeleme safhası olmadan yapılan de�erlendirme 

3-  Çalı�manın bütün algoritması 

Bu metodların performansının de�erlendirilmesi için boya vektörlerinin ortalama sapması bir 

izotropik Gaussian da�ıtıcısı kullanılarak kar�ıla�tırılmı�tır. Bu yakla�ım sentetik örnekler ve 

13 gerçek histolojik set kullanılarak uygulanmı�tır ancak detaylı bilgi verilmemi�tir. Sa�lama, 

sonuçların matematiksel olarak kar�ıla�tırmasıyla yapılmı�tır ve sunulan metodolojinin de�i-

�ik biçimleriyle daha büyük bir geli�im saptandı�ı vurgulanmı�tır (8). 

         Magee ve arkada�ları, Hematoksilen, eozin veya DAB ( veri grubuna ba�lı olarak) ili�-

kili alanları ve arka planı interaktif bir segmentasyon aracı kullanarak tanımlamı�tır. Her gö-

rüntü için, her piksel tipinden 1000-2000 piksel tanımlanmı�tır. RGB görüntülerdeki her böl-

genin ortalama ve kovaryans matrisi hesaplanmı�tır ve Hotelling'in T-kare istatistikleri (T2- 

T-test'in çok de�i�kenli bir versiyonu) de�erlendirme amacıyla hedef da�ılımına kar�ı hesap-

lanmı�tır. Özetle, CDV-MM metodu dı�ındaki tüm metodlar, ba�arısız blunmu�tur. Bu de�er-

lendirme yakla�ımı sadece Hematoksilen, eozin veya arka plan gibi üç vektörden biriyle grup-

lanmı� piksel varsa göz önüne alınmı� olup yo�unluk faktörü de�erlendirilmemi�tir (2). 

         Bizim çalı�mamızda, görüntüler, sadece seçilmi� piksellerdeki pozitif veya negatif so-

nuçlar ile de�il, yo�unlu�un da önemli oldu�u dü�ünülerek, tüm görüntüyü kapsayan semi-

kantitatif ve kantitatif metodlar kullanılarak analiz edilmi�tir. Sundu�umuz bu çalı�mada, gö-

rüntüler semikantitatif olarak skorlanmı� bu skorlar için gözlemciler arası uyum de�erlendi-

rilmi� ve konsensus skorları belirlenmi�tir, ek olarak daha önce tanımlanmı� yöntemler kulla-

nılarak manuel seçilmi� segmentasyon sonrası, ortalama ve toplam optik dansite ve intensite 

(22-24) ölçümü yapılmı�tır. Bu nedenle çalı�mamızda öncekilere göre daha kapsamlı perfor-

mans de�erlendirme yöntemleri kullanıldı�ı söylenilebilir. 
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        Çalı�mamızda, preparatlardaki kesitlerin boyanma özelliklerinin benzer oldu�u varsa-

yılmı�tır. Laboratuarımızın standart boyama protokolü ile boyanmı� kontrol ve örnek doku 

kesiti bulunan bir preparat altın standart olarak seçilmi�tir. Bu çalı�mada sunulan yeni metod, 

altın standart kontrol görüntüsüne göre ara�tırılan örnek görüntülerin düzeltilmesi için kontrol 

doku kesiti görüntüleri arasındaki farklılıkların kullanılması üzerine kurulmu�tur. Yazılım, iki 

kontrol doku görüntüsü arasındaki histogram farkının saptanması ve farkın örnek doku görün-

tüsüne aktarılarak düzeltilmi� bir örnek doku görüntüsü elde edilmesi için hazırlanmı�tır. Sis-

temin performansı, düzeltilmi� örnek doku görüntüsü ile standart örnek doku görüntüsü ara-

sındaki benzerlikle de�erlendirilmi�tir. Daha önce, Reinhard ve arkada�ları tarafından, iki 

görüntü arasındaki renk transferi detaylı bir biçimde tanımlanmı�tır (6). Bu çalı�mada, kontrol 

görüntüsünün renk özellikleri yerine, KDG’ leri arasındaki histogram farkı ÖDG’ ne aktarıl-

mı�tır. 

         Çalı�mamız, kontrol dokularıyla renk düzeltmesine dayalı tek çalı�madır. Kolon-kolon 

gibi kontrol dokusu ile aynı dokudaki ve kolon-karaci�er gibi kontrol ile farklı dokulardaki 

uygulamanın etkilerini görmek için deneyler yapılmı�tır.  

         Tüm görüntüler için, sÖDG ile aynı semikantitatif skoru alan ÖDG %25,5 oranınday-

ken,  dÖDG’ nin %76,35’ i sÖDG ile aynı semikantitatif skoru almı�tır. Bu sonuçlar tatmin 

edici görünmeyebilir ancak bu seride test edilen görüntülerin deneysel amaçlarla a�ırı bir çe-

�itlilik gösterdi�i de unutulmamalıdır. Örne�in yalnızca bir dakika süre ile 1/3000 dilüsyonda 

CD34 boyası uygulanmı� ve soluk bir boyanma elde edilmi�tir. Ya da daha do�ru sonuçlar 

elde edebilmek için, 1/200 dilüsyonda 60 dakika süreyle boyanma uygulanmı�tır. Benzer �e-

kilde H&E için, sadece 5'er saniyelik ya da 6-10 dakikalık uygulamalar yapılmı�tır. Metodun 

performansının a�ırı silik boyalı preparatlarda tatmin edici olmadı�ını gözlemlenmi�tir. 

 CD34 boyamaları ele alındı�ında plasentaya göre plasenta düzeltmelerinde semikanti-

tatif skorlamada, %17,6 % dan % 88 do�ru gruba geçi� izlenmi�ken bu oran kolon submuko-

zası için % 17,6 dan %64,7 olmu�tur. H&E boyamalarında da hematoksilen için kolon muko-

zasına göre kolon mukozası düzeltmelerinde %22,2’lik oran %100’e yükselmi�tir. Karaci�ere 

göre kolon düzeltmelerinde ise %11,1’lik oran %66,6’ya yükselmi�tir. Kolona göre karaci�er 

düzeltmelerinde ise %33,3 olan oran %22,2’ye gerilemi�tir. Görüldü�ü gibi, en ba�arılı sonuç-

lar, kontrol dokularının test dokularıyla aynı oldu�unda elde edilmi�tir. Bu durum farklı doku-

ların boyanmalarının renk uzayları aralarındaki fark ile açıklanabilir. Örne�in karaci�er hücre-
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lerindeki güçlü eozinofili ve kolon adenokarsinomundaki bazofili, kolon mukozası veya sub-

mukozası görüntülerindekinden çok daha farklı renklerle sonuçlanır. Bu çalı�ma sonuçları, 

daha iyi sonuçlar için kontrol dokusunun incelenen dokuya yakın herhangi bir doku olmasının 

verimi arttıraca�ı lehinedir. 

 Bu çalı�mada plasentaya göre plasenta düzeltmelerinde TOD için %17,6’lık oran 

%52,9’a yükselmi�tir ve intensite için de %17,6’lık oran %47 olmu�tur. H&E boyamalarında 

da kolon mukozasının yine kolon mukozasına göre düzeltilmesi ile eozin için MOD’un do�ru 

grupta yer alması %22,2’den %77,7’ye yükselmi�, TOD ise %22,2’den %88,8’e ilerleme ol-

mu�tur. Hematoksilen için yapılan ölçümlerde MOD için kontrol doku ile aynı grupta yer 

alma %33,3 olarak düzeltme sonrası da aynı kalmı�tır. Bununla birlikte önceki görüntülerde 

ideal gruba en yakın de�erde hiç olgu yokken düzeltme sonrası bu de�er %66,6’ya yükselmi�-

tir ki bu da önemli bir iyile�me olarak kabul edilebilir. Bu verilerde de görüldü�ü gibi aynı 

grupta kontrol doku kullanılması ve yöntemin uygulanması, semikantitatif de�erlendirmede 

oldu�u gibi kantitatif de�erlerde de en iyi düzelmeyi sa�lamı�tır.  

 Eozin boyamalarında semikantitatif skorlama verilerinde belirgin düzelme sa�lana-

mamı�tır. Bunun nedeni ço�u zaman patologların DAB ve hematoksilen boyanmalarının yo-

�unluklarını de�erlendirme konusunda, eozinofiliye göre daha deneyimli olmalarından kay-

naklanıyor olabilir. Bu sonuçlar, tüm boyalar için daha çok bilgi veren her görüntünün dekon-

volüsyonu sonrasında de�erlendirilebilir ancak bu kombine boyanmaların boyanma karakte-

ristiklerini yorumlayan patologların esas uygulamasını yansıtmamaktadır. 

         Sonuçlarımızı, kontrol doku görüntüleri arasındaki farklılıklara göre histogram transfe-

rine dayalı olmayan eski normalizasyon ya da renk düzeltme metodlarıyla elde edilen sonuç-

larla kar�ıla�tırmak ideal bir seçenek olabilir. Ancak önceki çalı�malarda veri öbeklerinin ve 

sonuçların ifade edili�lerinin tatmin edici olmaması nedeniyle mümkün olamamı�tır. Büyük 

olasılıkla aynı gerekçelerle, bu alandaki önceki makalelerde de, elde edilen sonuçlar birbiri ile 

kar�ıla�tırılamamı�tır (1,2,4-10).  

         KDG’ ne dayanan histogram transferi doku kesiti görüntülerindeki renk düzeltmeleri 

için de�erli bir yöntem olabilir. Kontrol dokusu uygulamasındaki farklılık ba�ka renk norma-

lizasyonu metodlarıyla da kullanılabilir. 
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