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Ozetce— Kanser tamsinda yaygin olarak kullamlan
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi, kromozom
bolgelerinin 6zel boyalarla boyanarak FISH sinyalleri
hilinde goriintillenmesine dayamir. Bu c¢ahsmada, FISH
teknigiyle elde edilmis goriintiiler iizerinde, coklu seviye
esiklemeye dayanan yeni bir FISH sinyali béliitleme yontemi
onerilmistir. Floresan mikroskop ile yiiksek biiyiitmede elde
edilmis  goriintiiller iizerinde hiicre c¢ekirdeklerinin
boliitlenmesi icin uyarlamah esikleme, uzakhk doniisiimii ve
“su boliimii ¢izgisi” (watershed) yontemleri kullanilmigstir.
Gelistirilen 6zgiin béliitleme yontemiyle, hiicre sinirlar icine
diisen boélgelerdeki FISH sinyalleri, ¢oklu seviye esiklemeye
ve morfolojik art islemlere tabi tutularak belirlenmektedir.
Onerilen yontemin gercek hastalardan ahnms 49 adet FISH
goriintiisii iizerinde olciilen tespit basarimimn, literatiirde
yaygin olarak kullanilan diger yontemlere gore daha yiiksek
oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler — mikroskobik goriintii igleme,
floresan in situ hibridizasyon (FISH), hiicre boliitleme, FISH
sinyali tespiti.

Abstract— Fluorescence in situ hybridization (FISH)
technique widely used in cancer diagnosis is based on
displaying chromosomal regions as FISH signals by staining
with specific dyes. In this study, a new multi-level
thresholding based FISH signal segmentation method is
proposed for images produced by FISH technique. Cell
nuclei are segmented on images, that are grabbed from
fluorescence microcopes at high resolution, with adaptive
thresholding, distance transform and watershed methods.
FISH signals falling in cell boundaries are detected by
applying multi-level thresholding and morphological post
processes thanks to proposed segmentation method. It is
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observed that the detection rate of the proposed method on
49 FISH images taken from real patients, are higher than
other widely used techniques in the literature.

Keywords — microscopic image analysis, fluorescence in
situ hybridization (FISH), cell segmentation, FISH signal
detection.

I. GIRIS

Kanser vakalarmmin giderek arttifn  giliniimiizde,
patolojik tanmin hizi, giivenilirli§i ve hassasiyeti; erken
teshisi ve uygun ilag tedavisinin  segilmesini
kolaylagtirmaktadir.  Patolojik  tanmim  konulmasinda
aydinlik alan mikroskopi, uzun yillardir kullanilmaktadir.
Floresan = mikroskopinin  patolojik  goriintiilemede
kullanilmasi ise nispeten yenidir. Doku iizerinde bulunan
kromozomlarin belirli bdlgeleri floresana tepki veren
boyalarla isaretlenerek numune hazirlanir. Hazirlanan bu
numuneler belirli dalga-boylarinda ¢alisabilen floresan 151k
diizeneklerine sahip mikroskoplarla goriintiilenir (Sekil 1)
ve analizler yapilarak patolojik tani konur. Bu yonteme
FISH (Fluorescence in situ hibridizasyon) ad1 verilir. FISH
teknigi, fizikten madencilige, biyolojiden sitometriye
bircok alanda 1930 lardan bu yana kullanilmaktadir [1].

FISH tekniginin biyoloji ve tip alaninda uygulamalari
ise her gecen giin artmaktadir (karyotip analizi, gen
haritalamasi, DNA ¢ogaltma ve yeniden birlestirme, klinik
tani, hastalik takibi, kemoterapi/radyoterapi dozaj tayini,
dogum o6ncesi tan1 vb.)[2]. FISH teknikleri ve uygulama
alanlar1 hakkinda iki genel ¢alisma, Carter [2] ile Levsky
ve Singer [3] tarafindan yapilmistir. Levsky ve Singer in



yaptig1 saptama oldukga kritiktir: FISH teknolojisi biyoloji
alaninda 1980 lerden beri kullanilmaktadir, o tarihten bu
yana biyo-kimyasal olarak biiyiik bir degisim olmamasina
ragmen gerek optik ve goriintileme gerek de goriinti
analiz yontemlerinin gelismesiyle FISH tekniginin hastalik
teshisine katkisi oldukga artmistir [3]. FISH tekniginin
yayginlasmasiyla birlikte otomatik FISH goriintii analiz
yontemlerinin de dnemi artmistir. Bu yontemlerin amaci,
FISH  gorlntiler {izerinde  hiicre  ¢ekirdeklerini
boliitleyerek, cekirdek icerisinde bulunan farkli renklere
boyanmis gen bolgelerini (FISH sinyali) saptamaktir.

Literatiirde sinyal saptama i¢in yapilan ¢aligmalar
incelendiginde uyarlamali esikleme yontemleri [4]-[10],
sinyal bolge sablonlart ile karsilastirma [11]-[13] ve 3-
boyutlu sinyal modelleme [14]-[17] temelli yOntemlere
rastlanmaktadir.

Sekil 1. Meme kanseri tanisina yonelik hzlrlanm1§ ornek bir FISH
gorintisii

Bildiride, FISH goriintiilerinin tam otomatik analizinin
yapilmasi amaglanmistir. Hiicre boliitleme ve sinyal
saptama adimlar1 gergeklenmis, sinyal saptama igin yeni
bir yaklagim ortaya atilmistir.
Kiiresel yapidaki hiicre gekirdeklerinin ic¢inde parlayan
sinyallerin yogunluklari, alman kesite bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Bu durum tek bir esikle tim
sinyallerin ayristirilmasini zorlagtirmaktadir. Bu noktadan
hareketle sinyal saptamak icin ¢oklu seviye esikleme ve
morfolojik analiz tabanli bir ydntem gelistirilmistir.
Sinyallerin birden fazla esik seviyesi kullanilarak
saptanmas1 yaklasimi Ravkin ve Temov’un yaptig
calismada kullanilmistir [6]. Calismada sinyal saptama i¢in
iki asamali bir yontem Onerilmistir. Deneysel olarak
belirlenen bir esik seviyesinden baslayan ilk asamada esik
seviyesi yiikseltilerek  birbirine dokunan O6beklerin
ayristirilmasi hedeflenmis, ikinci asamada ise esik seviyesi
azaltilarak sinyal smirlarinin daha iyi saptanmasina
cahigilnustir. Ilgili yontemin sonuglar1 ile uzmanlarin
isaretledigi sonuglar 28 drnek iizerinde karsilagtirilmis ve
%90 civar1 bir uyusma saglanmistir. Yontem Orneklerin
sadece %49’u i¢in tahminde bulunmustur. Yontemde kritik
olan baslangi¢ esiginin yaninda en kiiciik / en biiyiik sinyal
biiytikligii, form faktér limiti gibi degerlerin nasil
belirlendigi  anlatilmamistir. Yontemin basarisi  bu
degerlerin uygun belirlenmesine ve Ornekten Ornege
uyarlanabilmesine baglidir.

pTTTTIIIIIIN

Bu bildiride 6nerilen yaklasim ise, esik seviyelerinden
cikartilan bilgiler ve bilgilerin tiimlestirilmesi agisindan
literatiirdeki mevcut yontemlerden tamamuyla farklidir.
Kullanilan esik limit degerleri, deneysel olarak degil,
uyarlamali  esikleme  degerlerine  bagli  olarak
hesaplanmustir. Gelistirilen yontemin, literatiirde sinyal
saptamak i¢in kullanilan esikleme temelli diger yontemlere

gore daha basarili oldugu deneylerle de ortaya
konulmustur.

Bildirinin  ikinci  boliimiinde  gelistirilen  yontem
anlatilmig, TUglinci  boliimde elde edilen deneysel

sonuglardan bahsedilmistir. Dordiincii boliimde yapilan
caligmalar ve sonuglart irdelenerek tartigilmistir.

1. YONTEM

Yapilan calismalar hiicre boliitleme ve sinyal saptama
olarak iki kisma ayrilabilir (Sekil 2). Hiicre boliitleme
asamasinda, girig gorlintiisii giiriiltii giderme ve kontrast
artirma amagli 6n islemlere tabi tutulduktan sonra OTSU
yontemi ile esiklenmis ve uzaklik doniisiimii sonuglarini
tohum noktalar1 olarak kabul eden “su bolimii ¢izgisi”
(watershed) yontemi ile boliitlenmistir.

_ Hiicre Béliitleme

On Uyarlamal Uzaklik Su Boliimii
islemler Esikleme Dontistimii Cizgisi
,- Sinyal Saptama =~ ------------m-mmm oo v --
Morfolojik Colflu Uyarlamali On
Obekl * Seviye & Esikleme Islemler
Obekleme Esikleme $ $

Sekil 2. Bildiride gelistirilen otomatik FISH goriintii analiz yonteminin
akis semasi
Sinyal saptama asamasinda uyarlamali esikleme
yontemi ile limitleri belirlenmis ¢oklu seviye esikleyiciler
ile sinyal merkezleri belirlenmis, parcalanmig sinyaller
morfolojik dbekleme ile birlestirilerek nihai sinyal kiimesi
bulunmustur.

Sinyal saptama algoritmasi su sekilde 6zetlenebilir:
1) Sinyal gériintiisiinii hiicre sinirindan kes

2) Medyan filtre ile giiriiltii gider
3)  Uyarlamali esikleme ile esik degeri (Eu.)hesapla
4) FOR Esik degeri E: 255 den E,.ye kadar
a) 8-bagh bélgeleri bul
b) Her bagli bolge i¢gin
i)  Yeni sinyal bélgesi mi kontrol et
ii) Sinyal ise Sinyal Listesi SL; e ekle
¢ E=FE-1I
5) SL; deki sinyal merkezlerinden yeni bir goriintii
olustur
6) Morfolojik siipiirme ydntemi ile yakin sinyal

bolgelerini birlestir



7) 8-bagh obekleri bularak sonug sinyal listesini (SL;)
olustur.

4.b.1 asamasinda bulunan bdlgenin
olmadigina karar verilmesi igin, SL;
elemanlarla i¢ ige gegmeme sart1 aranir.
Onerilen ydntemin asamalar1 6rnek bir goriintii iizerinde
Sekil 3’te gosterilmistir. Uyarlamali esikleme ile bulunan
ilk sonugta (Sekil 3.b) yakin iki sinyal tek sinyal olarak
bulunmusken, c¢oklu seviye esikleme adimlar ile (Sekil
3.e) birbirine degen sinyaller ayrigtirilmistir (Sekil 3.d).

+ -
+ g™
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Sekil 3. Onerilen FISH sinyal bulma y6nteminin asamalari. a) Giris
goriintiisii, b) uyarlamali esik sinyal saptama sonucu, c¢) ¢oklu seviye
esikleme sonucu, d) ¢oklu seviye esikleme sinyal saptama sonucu,
e) ornek ¢oklu seviye esikleme sonuglari

sinyal olup
listesindeki

III. DENEYSEL CALISMALAR

Gelistirilen yontemlerin basarilarin1  smamak iizere
BURC Genetik Laboratuvarindan FISH goriintiileri temin
edilmistir. Goriintiiller DAPI (Sogurma: 350 nm, Isima:
460 nm), FITC (Sogurma: 480 nm, Isima: 530 nm) ve
TEXASRED (Sogurma: 580 nm, Isima: 620 nm) floresan
filtreleri ile Argenit AKAS sistemini kullanarak elde
edilmistir.

Alman goriintiilerdeki gergek hiicre sinirlar1 ve FISH
sinyalleri gelistirilen program araylizii (Sekil 4)
kullanilarak genetik uzmanlar tarafindan igaretlenmistir.
Yontemlerin basarimlari, isaretlenmis alanlarla

karsilastirilarak ol¢lilmiistiir.

Sekil 4. FISH isaretleme arayiizii

Olusturulan veri kiimesinde bulunan 49 adet FISH
goriintiisii {izerinde toplam 366 adet hiicre, 1387 adet
FISH sinyali bulunmaktadir.

IV. DENEYSEL SONUCLAR

Geligtirilen yontemin basarisi 49 adet FISH goriintiisii
iizerinde farkli uyarlamali esikleme tabanli yontemlerle
(OTSU, Maksimum Entropi, Yiizdelik (Percentile) Esik)
karsilastirlarak 6l¢iilmiistiir. Olgiim basarimlari Tablo 1
de verilmistir.

Onerilen yontemin kesinlik (precision) ve geri ¢agirma
(recall) oranlar1 birlikte ele alindiginda diger yontemlere
gore daha basarili sonuglar verdigi goriilmektedir.
Karsilagtirilan yontemler arasinda yiizdelik (percentile)
esik yonteminin diger uyarlamali esikleme yontemlerine
gore daha basarili oldugu raporlanmistir.

Yontem Kesinlik (%) | Geri Cagirma (%)
OTSU 42,4 5175
Maks. Entropi 89,30 88,65
Yiizdelik Esik 90,59 93,05
Onerilen Yontem 92,05 93,70

Tablo 1. FISH Sinyallerinin Tespit Bagarimlari
Ormnek iki spot goriintiisii icin incelenen dért yontemin
sinyal bulma sonuglar1 Sekil 5’te sunulmustur.

Orijinal
Goriintii

OTSU

Maks.
Entropi

Yiizdelik
Esik

Onerilen
Yontem

Sekil 5. Ornek iki spot goriintiisii igin sinyal bulma sonuglart




V. SONUCLAR VE TARTISMA

Bildiride, patolojik kanser tanisinda sik kullanilan
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile
hazirlanmig  goriintiiler iizerinde aranan kromozom
bolgelerinin olusturdugu sinyalleri saptamak {iizere, ¢oklu
seviye esikleme tabanli yeni bir yontem Onerilmistir.
Gelistirilen yontemin sinyal tespit basariminin, literatiirde
kullanilan baslica diger uyarlamali esik tabanli yontemlere
gore daha iyi oldugu gercek hasta deneyleriyle ortaya
konulmustur. Basarim testleri gergek hastalara ait 49 adet
FISH goriintiisii icerisinde bulunan 1387 adet FISH sinyali
lizerinden yapilmustir.

Gelistirilen sinyal saptama yontemi en yliksek basarima
sahip uyarlamali esikleme yonteminin buldugu esik
degerinin cevresinde farkli esik seviyelerini
degerlendirerek birbirine yakin sinyalleri ayrigtirma ve
soluk  sinyalleri  saptama  yetene§ini  arttirmayi
amaglamigtir. Yontemin en Onemli avantaji bu sekilde
herhangi bir uyarlamali esikleme yoOnteminden daha
yiiksek basarim gosterebilmesidir.

Onerilen yéntemin bir diger avantaji da en yakin sinyal
uzakligmin (kullanilan FISH boyasina bagli olarak)
disardan atanabilmesidir. Coklu seviyeli esiklerle bulunan
sinyal merkezleri obeklenirken bu uzaklik degeri
kullanilmustir.

FISH yonteminde hiicrelerde goriilen gen alanlarim

temsil eden sinyallerin gdz ile analiz edilmesi oldukga
zahmetlidir. Ayrica, ayni Ornege iliskin farklt uzman
doktorlar tarafindan yapilan incelemelerin, farkli tespit
sonuglari {iretebildigi bilinmektedir.
Bu bildiride sunulan ¢alismanim, kanser gibi birgok
hastaligin tan1 ve tedavi siireglerinde kullanilan FISH
orneklerinin, nesnel olarak analiz edilmesini saglayacak
otomatik/yari-otomatik ~ karar  destek  sistemlerinin
gelistirilmesine yardimet olabilecegi diisiiniilmektedir.

TESEKKUR

Calismada kullanilan FISH 6rneklerini saglayan BURC
Genetik Laboratuvarlari’na ve 6rneklerin goriintiilenmesi

amacityla  gelistirdikleri AKAS  Goriinti  Analiz
Sistemi’nin  kullanilmasma olanak taniyan Argenit
Firmasina tesekkiir ederiz.
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