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HIPERSPEKTRAL MIKROSKOPi ILE KANSERLi DOKULARIN SPEKTRAL
OZELLIKLERININ SINIFLANDIRILMASI

Aynur Didem OKTAN
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitlis(i

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dal

Hiperspektral goérunttleme (HSI) sistemi ylzlerce spektral bandi kullanarak gértntu
icerisindeki her bir piksele ait spektral bilgiyi elde etmeyi amaclayan yeni bir
teknolojidir. Daha ¢ok uzaktan algilama alaninda kullanilan bir yontemdir. Son
yilllarda saglik alaninda hastaliklarin tanisinda ve cerrahi yonlendirme amagli
medikal uygulamalarda kullaniimaya baslanmigtir.

HSI ile iki uzaysal boyuta (X, y) ve bir spektral boyuta (A) sahip hiperkip adi verilen
uc boyutlu (3D) hiperspektral veri analiz edilir. Bu analizden elde edilen sonug, doku
fizyolojisi, morfolojisi ve kompozisyonu hakkinda teghise yardimci bilgi edinilmesine
olanak saglar. Konvansiyonel isik mikroskobunun tersine, hiperspektral mikroskobik
yontemler dokularda meydana gelen emilim ve sacgilma 6zelliklerini tespit edebilir.
Bu tur spektral karakterizasyon kanser teshisinde kullanilabilir. Spektrometrede
yasanan odak bulma probleminin aksine bu sistemde her bir dalga boyu i¢in degisen
odak tespit edilir ve uygun odak ayari yapilarak goruntuler alinir.

Bu calisma kapsaminda bir HSI sistemi tasarlandi ve olusturuldu. Farkh 6zelliklere
sahip patolojik dokularin 440-660 nm dalga boyu arahdinda goruntuleri alindi ve
hiperktp verileri elde edildi. Bu verilerin analizi ile dokularin spektral imzalari
olusturuldu. Kanser turleri ve derecelerinin siniflandiriimasi igin 2 yontem incelendi.
Birinci yontemde farkli 6zellikteki dokularin spektral imzalari kiyaslandi. Saglikl ve
kanserli kolon dokularinin spektral imzalarinin 500-560 nm dalga boyu araliginda
birbirlerinden farklilik gosterdigi goruldu. Dusuk ve yuksek dereceli Hodgkin lenfoma
kanserinin de spektral imzalari 500-660 nm’ de farkli yogunluk degerlerine sahiptir.
Bir diger yontemde ise, dalga boylarinin birbirlerine gore degisimlerinden yola
cikarak dokularin renk haritalari olusturuldu. Elde edilen sonuglar doku turlerine ait

referans veriler kullanilarak dokular arasinda ayrim yapilabilecegini gosterdi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Medikal hiperspektral goriintiileme, kanser teshisi, kolon
kanseri, Hodgkin Lenfoma

Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin KURTULDU, Bagkent Universitesi, Biyomedikal
Muhendisligi Bolumu.



ABSTRACT

CLASSIFICATION OF SPECTRAL PROPERTIES OF CANCEROUS TISSUES
USING HYPERSPECTRAL MICROSCOPY

Aynur Didem OKTAN
Bagkent University Institute Of Science And Engineering

The Department Of Biomedical Engineering

Hyperspectral imaging (HSI), mostly used in the field of remote sensing, is a hew
technology that aims to obtain the spectral information of each pixel in images using
hundreds of spectral bands. In recent years, it has gained popularity in medical field
for the diagnosis of diseases and surgical guidance.

Three dimensional (3D) hyperspectral data (hypercube) with two spatial dimensions
(x, y) and a spectral dimension (A) is acquired at microscopic level to obtain
information to aid diagnosis on tissue physiology, morphology and composition. In
contrast to the conventional light microscopy, hyperspectral microscopic methods
can detect the absorption and scattering properties of tissues. Such spectral
characterization can be used in cancer diagnosis. In the spectrometer there is a
problem in finding the focus. Unlike spectrometric methods where finding the focus
is problematic, the best focal plane can be easily determined and adjusted using
two-dimensional images in the HSI.

In this study, a hyperspectral imaging system was designed and developed . Using
this system, hypercube of pathological tissues with different characteristics were
obtained. Spectral signatures were generated by the analysis of hypercube data.
Two methods were studied for classification of cancer types and levels. In the first
method, spectral signatures of different tissues were compared with each other. The
spectral signatures of healthy and cancerous colon tissues differ between 500-560
nm wavelength range. Low and high-grade Hodgkin lymphoma also has spectral
signatures in the range of 500-660 nm with different density values. In the second
method, based on the ratio of intensities at different wavelengths, colormaps of
tissues were created. The results showed that there was a clear distinction between
different tissue types.

KEYWORDS: Medical hyperspectral imaging, cancer diagnosis, colon cancer,
Hodgkin Lymphoma

Advisor: Asst. Prof. Dr. Huseyin KURTULDU, Baskent University, Department Of
Biomedical Engineering.
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1. GIRIiS

Spektral goruntileme sistemleri, nesnenin farkli spektral dalga boyu bantlarinda
gOruntilerini alarak bir veri yigini Uretir. Goruntileme spektroskopisi olarak da
adlandirilan hiperspektral goérintileme (HSI), hem spektroskopiyi hem de
goruntuleme tekniklerini kullanarak spektral (A\) ve mekansal bilgiyi (x, y) ayni anda
elde etmek icin kullanilir [1-3]. HSI tekni@i, goruntlideki her piksel icin spektral
bilgilerle birlikte diger optik gorintlleme sistemleri gibi mekansal bilgi saglar. Bu
bilgi, Urinun fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin karakterizasyonunu saglamak ve
arinu, goruntiuleme veya spektroskopi tekniklerinden daha guvenilir sekilde
karakterize etmek igin Ug¢ boyutlu veri olusturur [1, 5, 6]. Spektroskopi, numune
Ozelliklerinin ortalama degerlerini sagladigi igin homojen materyalleri karakterize
etmek igin kullanilabilir. Numune kimyasal olarak heterojen ise dlgimun bulundugu
yere bagh olarak farkli de@erler elde edilir [1]. Bu nedenle karakterizasyon yapilir
iken sadece spektroskopi yonteminin kullaniimasi yanlis sonuglar elde edilmesine
neden olabilir. Ayrica spektrometre ile gorinta alir iken odak noktasi bulunmasinda
zorluklar yasanmaktadir. HSI sisteminde ise en iyi odak noktasindan goérintiler
alinmaktadir. Konvansiyonel goruntileme ydntemleri ise gorinir dalga boyunda
monokromatik veya renkli goruntiler seklinde calistiklari icin beyaz renkte
numunelerin incelenmesinde, kimyasal bilesenlerin tahmin edilmesinde ve karmasik
hedeflerin siniflandiriimasinda yetersiz kalir [2]. HSI ile hem spektroskopinin hem

de konvansiyonel goruntileme yontemlerinin avantajlari bir araya getirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Hiperspektral Goruntileme

Spektral goérlntileme alaninda, multispektral, hiperspektral ve ultraspektral
goruntileme olmak Uzere U¢ ana sinif vardir. Bu siniflar arasindaki ana fark,

spektral kip igindeki goruntilerin sayisidir [2].

HSI, ylzeylerden yansiyan ya da gegen 1sigin bircok dalga boyu bandinda
Olcimunun yapiimasidir [4, 7]. “Hiper” kavramindan da anlagilacagi Uzere bu
yontemde ¢ok sayida dalga boyundan ve blyuk bir veriden bahsedilir [7]. Bu
Olcimlerin yapiimasindaki amag her bir piksele ait spektral bilgiyi elde etmektir. HSI’
nin aksine, multispektral gorintlileme sistemleri her gorintu pikseli igin gergek bir
spektrum saglayamaz. Multispektral gorintilerde genellikle on spektral banttan
daha az sayida bantta inceleme yapilir (Sekil 2.1 b). Multispektral gortintilemede
elde edilen spektral ¢ozunurlik HSI' den daha dusuktur. Hiperspektral goruntl Gg
boyutlu (3D) hiperspektral bir kip olup, spektral bilgileri (A dalga boylari) ve ayni
zamanda iki boyutlu uzamsal bilgileri (x satir ve y sutunlari) iceren voksellerden
olugur. Her bir alt goruntu, spektral yogunlugun belirli bir dalga boyunda uzamsal

dagilimini saglar (Sekil 2.1 a).

Belirli bir materyal igin, yansima yuzdesi dalga boylarina gore gizilirse, olusan egri,
s6z konusu materyalin spektral imzasini verir. Yansiyan isik (reflektans) spektrumu,
nesneden yansiyan i1sigin farkli dalga boylarindaki enerjilerinin 6lgimu ile elde edilir.
Her malzemenin kimyasal bilesimindeki farkliliklarindan kaynakl olarak
spektrumlari da farkhlik gosterir. Buradan yola ¢ikilarak spektral imza, gorintiinin
her pikselindeki materyalin tipleri arasinda ayrim yapmayi, karakterizasyonu ve
tanimlamay1 mumkun kilar. Hiperspektral goruntulemeden elde edilen veriler uygun
sekilde islendiginde spektral imzalari gosteren ozelliklerin yerleri tespit edilebilir ve

mekansal dagilhimlari haritalanabilir.
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Sekil 2.1 Hiperspektral (a) ve multispektral (b) goruntuleme arasindaki fark.

Tibbi uygulamalar igin ortaya ¢ikan bir géruntileme yontemi olarak, HSI noninvaziv
hastalik teshisi ve cerrahi rehberlik i¢in blyUk bir potansiyel sunmaktadir. Biyolojik
dokuya iletilen 1sik, biyolojik yapilar homojen olmadidi ve esas olarak hemoglobin,
melanin ve su iceren dokudan yayildigi igin absorbsiyona maruz kalir. Hastaligin
ilerlemesi sirasinda dokunun emilimi, flioresansi ve sacgiima 6zelliklerinin degistigi
varsayllmaktadir. Bu nedenle, HSI sistemi tarafindan yakalanan dokudan yansiyan
floresan ve iletilen 1s1k, doku patolojisi hakkinda niceliksel teshis bilgisi tagir. Son
yillarda hiperspektral kameralardaki gelismeler, gorinti analiz yontemleri ve

hesaplama gulcu, tip alanindaki birgok yeni uygulamayr mumkin kilmaktadir [4, 8].



2.1.1 Kullanim alanlan

HSI sisteminin ilk olarak, spektrumlarin yansima ozellikleri nedeniyle tespit ve
haritalama icin uzaktan algilama alaninda uygulandigi gorulur. Bitki ortusu iginde
saklanan askeri araglarin tespit edilmesinde ve Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi'
nin (NASA) bazi calismalarinda kullaniimistir. Ayrica, jeologlar tarafindan
mineraller, bitki ortisl, buz ve kar dahil olmak Gzere 150' den fazla malzemeyi
tanimlamak ve ayni anda analiz etmek igin basarli bir sekilde kullaniimigtir.
Hiperspektral goruntuler, Dinya yuzeyini haritalamak, incelemek ve nem, organik
madde igerigi, tuzluluk dahil olmak Uzere toprak 6zelliklerini karakterize etmek igin
yeterince iyi bir spektral aralik ve uzamsal ¢ozunurluk saglar [9]. Gida guvenligi
alaninda, farmasotik sureg izleme ve kalite kontroliinde HSI ydntemi oldukga yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir [10].

Tip sektorinde ise periferik vaskuler hastaliklar, oftalmoloji ve onkoloji,
immunhistokimya ve adli tipta ¢uruklerin yas degderlendirmesi gibi gesitli hastaliklar
belirlemek icin kullanihr [9]. Medikal uygulamalarindan doku optigi bolimuinde

ayrintili olarak bahsedilecektir.
2.2 Doku Optigi

Biyolojik dokuya gelen isik, doku boyunca yayildigi igin ¢oklu sagilmaya ugrar ve
emilime maruz kalir. Hicresel ortamlarda 6nemli sagicilar, bayuklukleri 100 nm' den
6 um' ye kadar olan hiicre alti organelleridir. Ornegin, mitokondri diger organellere
gOre baskin bir sacgicidir. Yapisindaki lipit membran ve lipit kivrimlari, mitokondriyi
cevreleyen sitoplazmaya yuksek bir optik kontrast verir. Bu da mitokondrinin yuksek

oranda sagilma yapmasina neden olur [4].

Isigin penetrasyon derinligi biyolojik dokular igerisine girdiginde dokunun ne kadar
kuvvetli bir 1sik aldigina baglidir. Cogu doku, 600 ile 1300 nm arasinda degisen
belirgin I1s1k penetrasyonuna izin verecek kadar zayif emicilerdir [4, 6, 11]. Doku
emilimi, molekuler bilesimin bir islevidir. Molekuller, fotonlarin enerjisi i¢ enerji
durumlari arasindaki bir aralik ile eslestiginde fotonlari emer ve kuantum durumlari
arasindaki gecis, turler icin secim kurallarina uyar. Emilim islemi sirasinda, belirli
dalga boylarinda iyi tanimlanmig bir molekulln iki enerji seviyesi arasindaki gegigler,

teshis amach molekiilin spektral parmak izi olarak kullanilabilir [4, 6]. Ornegin,
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absorbsiyon  spektrumlari, hemoglobinin  konsantrasyonunu ve  oksijen
saturasyonunu karakterize eder ve bu da kanserin iki ayirt edici 6zelligini ortaya
cikarir: anjiyogenez ve hipermetabolizm. Isigi emen doku bilesenleri kromofor
olarak adlandirilir. Gértinur dalga boylari igcin en dnemli kromoforlardan bazilari, kan
ve melanindir. Ultraviyole (UV) dalga boylar igin birincil emiciler protein ve
aminoasitlerdir, kizilétesi (IR) dalga boylari icin Gnemli emici kromofor ise sudur [4].
Bu bilgilerden yola c¢ikarak, dokudaki kan hacmindeki dedgisikliklerin saciima
Ozelliklerini etkilerken doku veya kan konsantrasyonlarinda degisiklikler meydana

getirecegi ve doku absorbansini etkileyecegi sdylenebilir [11].

Farkl hastalik durumlarindaki hucreler genellikle farkli yapilara veya farkl floresan
emisyon spektrumlari ile sonucglanan farkli metabolizma hizlarina sahiptirler. Bu
nedenle, flloresans goéruntlleme, ekzojen flloresan ajanlari uygulamadan gergek

zamanli olarak hastaliklarin tanisi igin dokulari aragtirmayr mamkun kilar [4, 8].
2.2.1 Medikal uygulamalari

Uzaktan algilama alaninda yaygin olarak kullanilan HSI, mikroskopi ile birlestiginde

Ozellikle medikal sektoriinde genis bir uygulama alanina sahip olur.

Spektroskopinin gesitli dokulardaki metabolik durumu izlemek igin kullaniimasindan
yola ¢ikarak yapilan bir calismada [5], diyabetik hastalarda ayak Ulserinin 6ngérmek,
takip etmek ve hemorajik sok tanisi koymak i¢in HSI teknigi kullanilir. Cancio ve
ark., goranar 1sik (VIS) dalga boyu arahiginda 6lgim yapan bir sistem gelistirdiler.
Alinan Olgumler sonucunda ciplak goézle bir degisiklik gozlenmedigi, fakat HSI
sistemi ile alinan goruntulerde yogunluk degisimi oldugu goérulda. Bu degisiklikler ile
dokunun Oz saturasyonundaki degisimler arasinda iligki kuruldu. HSI’ nin, hemorajik
sok ve resusitasyon sirasinda cilt oksijenasyonundaki degisimleri olgmek igin

kullanilabileceg@i sonucuna varildi.

HSI, doku perfuzyonuna yanit olarak hemodinamik parametrelerde bodlgesel
varyasyonlarin haritalanmasini saglar. Bu teknoloji, bir doku alaninin kimyasal
bilesimi ve spektral profiline dayanarak, nispi oksijen doygunlugunu, toplam
hemoglobin, oksijenlenmis hemoglobin ve oksijeni giderilmis hemoglobinin
belirlenmesini saglar. Bu da HSI ile periferik vaskuler hastaligi olan hastalarin doku

oksijen saturasyonlari ile ilgili nicel veriler saglanabilecegdini gosterir [12].
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Akbari ve ark. [13] tarafindan yapilan bir galismada, ameliyat sirasinda bagirsaktaki
kan akisini tespit etmek icin farkli dalga boylarina sahip hiperspektral kamera
kullandilar. Goruntlleri yakalamak igin gorulebilen yakin kizilétesi (NIR) kamera
(400-1000 nm) ve IR (900-1700 nm) olmak Uzere 2 adet kamera kullanilir. Bir
domuzun bagirsagini besleyen damarlar, kan akisindaki yavaslamayi(iskemi)
simule etmek icin kenetlenir. Kan akiginin normal oldugu bagirsaga ait
spektrumlarin, 765-830 nm dalga boyunda kenetlenen bagirsaktan acik bir sekilde
farkhlik gdsterdigi gorulir. Bunun nedeni, normal ve iskemik dokular arasinda
yuksek bir kontrasttir. Bu kontrast, 999-1182 nm dalga boyunda, 765-830 nm dalga
boyu bolgesinde oldugu gibi net degildir. Yapilan g¢alisma iskeminin derecesinin

degerlendirilmesi icin bir potansiyele sahiptir.

Prostat kanserinin kesin tanisi igin altin standart, patoloji incelemesi icin prostattan
doku orneklerinin gikariimasini iceren biyopsidir. Tumoru tanimlamak igin genellikle
birka¢ gune ihtiya¢ duyulur. Alternatif olarak, HSI’ nin hem uzamsal hem de spektral
bilgileri bir anlik géruntiide yakalayabilmesinden yola ¢ikilarak, 6zellikle ameliyat
sirasinda kullaniimasi ile kanser saptamasi i¢in gereken slre azaltilabilir. Akbari ve
ark. [14] tarafindan yapilan baska bir ¢calismada, prostat kanserini tespit etmek
amaciyla, HSI verilerinin analizi igin gelismis bir goruntu isleme ve siniflandirma
yontemi kullanildi. Gelistirilen sistem kullanilarak hem kanserli hem de normal doku
icin 450-950 nm dalga boyu araliginda 2 nm’ lik artiglarla gorinti toplandi ve bu
sekilde hiperktp verisi olusturuldu. Bu verilerin geligtirilen yazihim metodu ile
islenmesi sonucu kanserli ve normal dokulara ait spektral imzalar elde edildi. En
kliguk kareler destek vektdér makineleri, kanser dokusunun tespit etmek,
hiperspektral verileri siniflandirmak igin gelistirildi ve degerlendirildi. Bu yéntem,
tumor tasiyan canli farelerde ve patoloji slaytlarinda prostat kanserini tespit etmek
icin kullanildi. 11 fare ile yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar, hiperspektral
goruntu siniflandirma yonteminin duyarliik ve 6zgullugunun sirasiyla %92,8 ile
%2,0 ve %96,9 ile %1,3 oldugunu gosterdi. Patoloji slaytlari ile yapilan ¢calismalarda
da malign doku ile normal dokunun 560-770 nm dalga boyu araliginda farklilik
gOsterdigi goruldu. In-vivo deney ile in-vitro deneyin tutarli oldugu goraldu. Bu
nedenle, bu goruntileme yonteminin hekimlerin malign bolgeleri guvenli bir sinir ile
kesmesinde ve rezeksiyon sonrasi tumor yatagini degerlendirmelerinde yardimci

olabilecegi sonucuna varildi.



Bagka bir galismada, gelismis hiperspektral goruntileme sistemi, tumor tespiti igin
kizil 6tesi dalga boyu bolgesi kullanilarak degerlendirildi. 10 insan denege ait mide
tumorlerini gdézlemleyerek normal ve malign doku arasindaki yansima farkliliklari
gosterildi. Bu dokular icin spektral imzalar c¢ikartilarak degerlendirildi. Kanser
bdlgelerini gelistirmek ve tespit etmek igin spektral diyagramin standart sapmasi,
destek vektor makinesi ve birinci turevler ve spektral diyagramin integrali ile isleme
araclari énerildi. 1226-1251 nm ve 1288-1370 nm arasindaki spektral bolgedeki ilk
tirevler malign ve normal dokulari basarili bir sekilde ayirt eden kriterler olarak
Onerildi [15].

Liu ve ark. [16], insan dilinin yansima spektrumlarini dlgerek ve analiz ederek dilde
tumoru tespit etmek igin yliksek mekansal ¢ézunurlige sahip HSI sistemi 6nerdiler.
Dil timorlerini tespit etmek icin hizli ve dogru performans elde etmek amaciyla,
spektral akusto-optik ayarlanabilir filtreler ve spektral adaptor kullanilarak yansitma
verileri toplanmis ve verilerin analizi yapildi. Tamor goéranti veri tabanina
dayanarak, %96,5'lik bir tanima orani elde edildi. Deneysel sonuglar, dil timoéru
tanisi icin hiperspektral goértnttlemenin, spektroskopik siniflandirma yoéntemi ile
birlikte, dil timorlerinin noninvaziv bilgisayar destekli tanisinda yeni bir yaklagim
sagladigini gostermektedir. Son teshis karari hekimin yUkd olmasina ragmen,

geligtirilen sistemin karar verme asamasinda hekimleri destekledigi gérilmektedir.

Giannoni ve ark. [11], beyin doku metabolizmasini ve hemodinamiklerini izlemek
icin HSI yontemine odaklandilar. HSI ile serebral aktivite degerlendiriimesinde,
Ozellikle oksi-hemoglobin (HbOz2) ve deoksi-hemoglobin (HHb) ile Oz iletiminin
haritalanmasi ve beyin dokusu tarafindan O:2 tiketimini tahmin etmek i¢in serebral
metabolik Oz oraninin degerlendirilmesi arastirildi. HSI yonteminin, beyin dokusu
metabolizmasini ve oksijenasyonunu anlamak, beyin dokusu fizyolojik slrecleri
Uzerinde arastirmalara yardimci olmak igin dikkate deger bir kavrayis

saglayabilecegi sonucuna varildi.

Panasyuk ve ark. [17], tumOr rezeksiyon yatagindaki kuguk reziduel tumorleri
belirlemek icin medikal hiperspektral gorintileme (MHSI) yonteminin kullaniimasini
onerdiler. Tumoér ve normal dokular arasinda ayrim yapmak igin doku tiplerinin
spektral 6zelliklerine dayanan bir algoritma gelistirildi. TUmor, kan damarlari, kas ve

bag dokusu dahil olmak Uzere dokular agikga tanimlandi ve MHSI ile ayristirildi.
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Ameliyat yataginda kasitli olarak birakilmig 0,5-1 mm boyutundaki reziduel timorler
kolaylikla tanimlandi. MHSI, tumor yataginin histopatolojik incelemesine benzer
sekilde, rezidiel timorin saptanmasi igin %89' luk bir duyarliik ve %94' 10k bir

Ozgullik gosterdi.

Rajpoot ve ark. [18], normal ve malign kolon hicreleri arasinda ayrim yapmak icin
HSI teknigini kullandilar. Kolon hucresinin gorunur 1s1gin bitisik dalga boyu
araliklarinda mikroskobik seviye goéruntulerini aldilar. Elde edilen buylik boyuttaki
verileri Temel Bilesen Analizi (PCA) ve Bagimsiz Bilesen Analizi (ICA) yontemlerini
kullanarak indirgediler ve hesaplamada meydana gelebilecek karmasikligi ortadan
kaldirdilar. Normal dokularda duzenli bir yapilanma var iken malign dokularin
dizensiz ve deforme olmus hicrelerden olusmasindan yola cikarak dokularin
morfolojilerindeki farkliliklari incelediler [19]. En yakin merkez kiime algoritmasini
kolon hucresini ¢ekirdek, sitoplazma, bag dokusu ve limen olmak tGzere 4 bolime
ayirmak i¢in kullandilar. Dokularin morfolojik analizini gergeklestirerek destek vektor
makinesi yontemi (SVM) ile normal ve malign doku olarak siniflandirdilar. Her ne
kadar dogruluk, duyarlihk ve &zgullik agisindan siniflandirma performansi
rakamlarl umut vericiyse de, bu ydontemin genis bir veri kimesinde kapsamli bir
sekilde incelenmesi ve arastirimaya devam edilmesi gerektigi belirtildi. Ayrica, daha
gelismis Ozellik ¢cikarma yontemleri ve verimli siniflandiricilar igin algoritmanin

gelistiriimesi gerektigi vurgulandi.

Masood ve Rajpoot tarafindan gergeklestirilen baska bir ¢alismada [20], kolon
dokusundan HSI sistemi ile alinan goruntulerin 3D spektral/mekansal analizi yapildi.
Kolon dokusunda bulunan gekirdek, sitoplazma ve bad dokusunun, gérunur bélgede
440-700 nm dalga boyu araliginda 2 nm araliklarla goruntileri alindi ve spektral
imzalari ¢ikartildi. Benign ve malign tGmorler icin yapilan inceleme sonucunda
benign hucrelere ait ¢ekirdeklerin malign hucrelerdekine gore daha yluksek peak
degerine sahip oldugu goéruldl. HSI’ nin farkh doku bdlimlerinin bulunmasinda
kullanilabilecegdi, fakat sadece c¢ekirdeklerin karsilastiriimasi ile elde edilen bu

sonucun ayirt edici olmadigi sonucuna vardilar.

Johnson ve ark. [21], insan retinasinin fonksiyonel haritalamasini yapmak igin higbir
hareketli parca icermeyen anlik goérintl alabilen bir HSI sistemi geligtirdiler. 450-

700 nm dalga boyu araliginda toplam 50 banttan yaklasik 3 ms araliklarla goruntu
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alindi. Bu sekilde anlik olarak gorunti alimi gozun hareketinden kaynakli olan
artefaktlarin etkisini azaltti. Bu yaklasim, goz surekli hareket ettigi ve gogunlukla
fotograf kamerasinin ¢alismasini  gerektirdigi igin retina uygulamalarinin
potansiyelini kesfetmek igin idealdir. Hemoglobine (Hb) ait spektral imzalarin, doku
oksijen saturasyonu haritalarinin ¢ikariimasinda kullanilabilecegini goérduler.
Calisma sonucunda elde ettikleri veriler, korligun 6nde gelen nedenlerinden retinal
iskemiyi izleme olanadi sunmaktadir. Sonuglar, damarlar, arterler ve arka plan
arasinda net bir ayrim oldugunu goésterdi. HSI' nin uzmanlar igin optik koherans

tomografiden daha fonksiyonel olduguna karar verdiler.

Hidovi¢c-Rowe ve ark. [22], normal ve anormal doku arasinda ayrim yaparak kolon
kanserinin erken tanisina olanak saglayabilecek non-invaziv bir sistemi arastirdilar.
Bunun icin dncelikle ex-vivo kolon dérneklerini incelediler ve kan hacmi fraksiyonunun
parametrik haritalarinin, kollajen yogunlugunun ve mukozanin kalinhdinin, normal
doku ve kolon histolojisi ile uyumlu adenokarsinom arasindaki farkhliklar
gOsterdigini gorduler. Bu farkhligin gézlenmesi in-vivo olarak arastirmalar yapiimasi

icin Umit vericidir.
2.3 Hiperspektral Goruntiuleme Sistemlerinin Bilesenleri

Bir HSI sistemi esas olarak isik kaynadi, dalga boyu dagilim aygitlari ve alan
dedektorlerinden olusur. Isik kaynagi tarafindan aydinlatilan bir doku 6rneginden
gecen isik, once kolimatore sonra da dagitma cihazina gonderilir. Yarik genisligi ile
spektrografa giren 1sik miktari ayarlanir. Bu sekilde, yarik tarafindan tanimlanan
cizgi boyunca her piksel araligi icin, ilgili bir spektrum bir dedektor dizisinin bir

sutununa yansitilir boylece iki boyutlu bir gortntu olusur.
2.3.1 Edinme modu

Spektral olarak ¢6zilmus gorunti kimeleri, farkh teknikler kullanilarak elde
edilebilir. HSI sistemlerinin temel siniflandirma semasi, edinim moduna, yani,
spektral ve uzamsal bilgilerin nasil elde edildigine dayanmaktadir. Geleneksel HSI

sistemi mekansal ve spektral tarama olarak iki tarama yontemi igerir.

Mekansal tarama yontemlerinde, whiskbroom (nokta tarama) cihazlarda her bir

piksel icin veya pushbroom (gizgi tarama) aletlerde piksel gizgileri i¢in tam bir



spektrum elde edilip daha sonra 6rnek Uzerindeki her bir bolge i¢in tarama yapilarak

hiperspektral goruntuler Uretir [4].

Whiskbroom gorintileme teknolojisinde, x ve y ydnlerindeki gorts alanini taramak
icin tarama aynalari kullanilir. Yansiyan isik bir prizma tarafindan dagitilir veya bir
Izgara tarafindan kirilir ve bir dogrusal dizi dedektoru tarafindan dalga boyu tespit
edilir. Spektral géruntu veri kupleri (x, y ve A), iki boyutlu sahnede (X, y), her bir piksel
icin tek tek tarama yapilmasi ile elde edilir. Gorantld alimini tamamlamak igin
genellikle iki eksenli motorlu konumlandirma aynalarina ihtiya¢g duyulur. Bu da
donanim yapilandirmasini daha karmasik hale getirir ve daha fazla zaman alicidir
[6, 23].

Pushbroom sistemlerde, gelen isik, 15191 dar dalga boylarina ayiran konveks
Izgaradan (veya prizmadan) gecger. Bu ayrisma daha sonra isiga duyarli bir gip
uzerine kaydedilir. Cizgi tarama cihazlari, iki boyutlu bir dedektdr dizisini kullanarak
bir kerede tek bir pikselden ziyade bir gorlintinun bir satirini kaydeder. Satir
Uzerindeki her bir piksel igin bir spektrum olusturulur. Daha sonra kamera hareket
ettirilir ve bir sonraki satir yakalanarak kamera etkili bir tarayici haline getirilir. Tam

pikseller tarandiktan sonra son goruntu olusturulur [23, 24].

Spektral tarama yontemlerinde, tek bir pozlamada, gecerli dalga boyu icin 2D
detektor dizileri ile tim sahneye ait veri alinir. Daha sonra veri kiipini tamamlamak
icin tim dalga boylari icin tek tek veri alinir [4]. Gerekli olan bant sayisi sinirli
oldugunda ve yakalama sirasinda nesnenin kameranin dninde sabit tutulabilmesi

durumunda bu yaklagim tercih edilir [23].
2.3.2 Spektral aralik ve ¢oziinurliuk

Spektral aralik, HSI sistemleri tarafindan kapsanan dalga boyu boélgelerini ifade
eder. Hiperspektral gorunti dedektorleri, kullanilacak uygulamaya bagli olarak, VIS,
NIR, kisa dalga kizil 6tesi bant (SWIR), orta dalga kizil 6tesi (MWIR) ve uzun dalga
kizil 6tesi (LWIR) dalga boyu araliklarinda gorintl alacak sekilde tasarlanir [4, 23].
VIS ve NIR bant araliklarinda alinan goérintuler ¢evrecilik, tarim, gida sektoru, sehir
planlamasi gibi alanlarda kullanilirken; SWIR géruntiler geri dontisum, arkeoloji,
ila¢ sanayi, nemlilik kontrolt, maden ve yeryuzu kaynaklarinin aranmasi, tarim ve

zirai alanlarda, MWIR géruntuler jeolojide petrol, gaz, jeotermal arastirmalari,
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savunma sanayisinde hedef tespiti gibi alanlarda, LWIR goéruntuler deniz yuzeyi
sicakhik dagihmi, kamuflaj ve gaz tespiti, gdmullu hedef tespiti, volkanik arastirma

¢alismalari, mineral haritalama gibi birgok uygulama alaninda kullaniimaktadir.

MHSI sistemleri, farkli tibbi uygulamalara dayanan ultraviyole (UV), VIS, NIR ve orta
kizil 6tesi (MIR) spektral araliklari kapsayabilir (Cizelge 2.1). Literatlrdeki en yaygin
kullanilan spektral aralik VIS ve NIR bélgelerinde bulunur [4].

Cizelge 2.1 Spektrumlar ve ilgili dalga boyu araliklari

Spektrum adi Spektral Aralik(nm)
uv 200 - 400 nm
VIS 400 - 780 nm
NIR 780 - 2500 nm
MIR 2500 - 25000 nm

NIR spektral goruntileme, bu bdlgedeki overtone ve kombinasyon titresim
bantlarina ve dusuk enerjili elektronik gecislere dayanirken, MIR gorunttleme,
molekul icindeki atomlarin titresim ve dénme frekanslarindaki 1s1§gin absorbansini
kaydeder. MIR absorbans spektrumu, bir hucrenin genomik, proteomik ve
metabolomikleri hakkinda zengin bilgiler igerir. MIR absorbans spektrumu, bir
hdcrenin genomik, proteomik ve metabolomik hakkinda zengin bilgiler icerir.
Gorunur 1sik cildin sadece 1-2 mm altina nufuz eder ve bu nedenle alt mukozadan
(subpapillerden) bilgi alirken, NIR bélgesinde 1sik VIS veya MIR radyasyonuna goére
dokuya daha derin nufuz eder. NIR 15181, dokuya derin nufuz etmesi nedeniyle
cerrahi kilavuzluk icgin tercih edilir. Bag dokusunun gorsellestiriimesi ile gorunar
olmayan ve algilanabilir spektrumlu molekiillerin cerrah tarafindan tespit edilmesine
ve Onemli anatomik yapilarin gorsellestirmesine olanak saglanabilir. Isigi gorsel
spektrumun 6tesine genisleterek, ilgili hlcreleri daha fazla karakterize etmek igin ek

bilgi elde edilebilir.

HSI sisteminin spektral ¢ozunurlugu, elektromanyetik spektrumdaki 6zellikleri
¢bzme gucundn bir dlgusi olarak spektrografi ile ilgilidir. Spektral ¢ézunurlik, bir
HSI sisteminin, goéruntudeki bir nokta tarafindan yayilan iki bitisik monokromatik
spektral Ozelligi ayirma yeteneginin mutlak limiti olarak tanimlanir. Spektral

¢ozunurluk, hiperspektral bir géruntuleme sistemi ile ¢dzulebilen en dar spektral

11



Ozelligin bir dlgusudur. Spektral ¢ozunurlugun buyuklugu, spektrografin dalga boyu
dagilimi ve giris ve cikis deliklerinin buayuklugu ile belirlenir. Herhangi bir spektral
goruntuleme sisteminin amaci, test edilen numunedeki tim noktalardan yayilan
Is1gIn gercek spektral profilini dogru bir sekilde yeniden olusturmak olmalidir [23].
Yuksek spektral ¢cozunurluk, test edilen numunedeki tim noktalardan yayilan 1g1gin
gercek spektral profilinin dogru bir sekilde yeniden yapilandiriimasini saglar. HSI
sisteminin bir diger onemli parametresi, spektral bant genigligidir. Daha yuksek
spektral ¢coziunlrlige ve daha dar bant genigligine sahip HSI sistemleri, potansiyel

olarak numuneden daha dogru spektral imza elde edilmesine olanak tanir [4].
2.3.3 Mekansal ¢oziinurluk

Sensor tarafindan numunenin ylzeyinde c¢evresinden ayri bir nesne olarak
gorillebilen en kiguk nesnenin boyutu, HSI sisteminin mekansal ¢ézinurlGgu
tarafindan belirlenir. Mekansal ¢dzunurlUk ayrica bir sistemin galigilan nesnelerin
ayrintilarini kaydetme yetenedini de belirler. Daha yuksek mekansal ¢ozunurluk,
daha fazla goérunti detayinin aciklanmasi anlamina gelir. Baska bir deyigsle,
mekansal ¢ozunurluk, bir goruntld pikseli ile temsil edilen sahnenin alani olarak
tanimlanir. Pratik amaglar i¢in, goruntinun netligi, bir gérintideki piksel sayisi deqil,
mekansal ¢ozunarligu ile kararlastiriir. Mekansal ¢ozunurliaga tanimlamak igin en
cok kullanilan parametre goéris alanidir (FOV). Aslinda, mekansal ¢ozunurluk, iki

boyutlu kameranin piksel blyuakligine goére belirlenir [23].
2.3.4 Spektral imza

HSI, tim materyallerin, kimyasal bilesimlerinin ve dogal fiziksel yapisinin
farkhligindan dolayi, belirli dalga boylarindaki farkli modellerde elektromanyetik
enerjiyi yansittigi, yaydigi veya emdigi gerceginden yararlanir. Bu ozellik, spektral
imza, spektral parmak izi veya sadece spektrum olarak adlandirilabilir.
Hiperspektral goruntudeki her gorunti elemani (piksel) kendi spektral imzasini
icerir. Kisaca, spektral imza, belirli dalga boylarinda yansima, absorbans,
gegirgenlik veya elektromanyetik enerjinin yayilimi olarak tanimlanir. Prensip
olarak, spektral imza, bir géruntudeki herhangi bir bolgeyi yeterince genis bir dalga
boyu bandi Uzerinde benzersiz bir sekilde karakterize etmek, tanimlamak, ayirt

etmek, sinif/turlere ayirmak igin kullanilabilir [23].
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2.3.5 Olgiim modu

Biyolojik dokunun optik ozelliklerini temel alan HSI sistemler, elektromanyetik
spektrumun UV, VIS ve NIR bdlgelerinde yansima, flloresans ve transmisyon
(iletim) modlarinda galigabilir. Literatirdeki HSI sistemlerinin ¢cogunda, érneklerin
yansima spektrumunu Olgen yansitma modu uygulanir. Floresan ve yansitma
modlari ¢esitli tumorlerin biyomolekuler ve morfolojik gostergelerini belirlemek icin
birlikte kullanilir. iletim modunda 1sik kaynagi, numune tutucusunun altina
yerlestirilir. Dokudan gegen 1sik, numunenin uzerine yerlestirilen bir goruntu
spektrograflyla kaydedilir. iletim modu, genellikle, hiperspektral sistemler
mikroskoplarla batunlestirildiginde ornekler yoluyla iletilen 151k yogunlugunu dlgmek

icin kullanihr [4].
2.3.6 Isik kaynagi

Isik kaynaklari, hedefi aydinlatan veya uyaran isik Uretir. Isik kaynaklarinin segimi
ve aydinlatma kurulumunun tasarimi, herhangi bir goruntileme sisteminin

performansi ve guvenilirligi agisindan kritik 6Gneme sahiptir.

Halojen lambalar, gértnur (VIS) ve yakin kizil 6tesi (NIR) spektral bdlgelerinde
kullanilan en yaygin genis bant aydinlatma kaynaklaridir. Halojen lambalar disuk
voltaj ile galisir, cok amacli aydinlatma kaynaklari olarak kabul edilir. Halojen
lambalarin dezavantajlari arasinda buyuk 1si Uretimi, nispeten kisa kullanim émrua,
calisma voltajindaki dalgalanmalara bagh ¢ikis degisimleri, sicaklik degisimlerinden

kaynaklanan spektral pik kaymasi ve titresime duyarlilik sayilabilir [2].

Ucuz, guglu, saglam ve guvenilir 1sik kaynaklarina olan talep nedeniyle, 1s1k yayan
diyot (LED) teknolojisi hizla gelismistir. Tungsten halojen lambalarin aksine,
LED'lerin akkor emisyonu icin bir filamani yoktur. Bunun yerine, bir yari iletkene
elektrik uygulandiginda 1sik yayan kati hal kaynaklaridir. VIS bélgesinde, LED
icindeki p-n birlesimi i¢in kullanilan malzemelere bagl olarak farkli dalga boylarinda
(veya renklerde) dar bant veya genis bant isik Uretebilirler. LED' ler, uzun omur,
dusuk gug tuketimi, dusuk 1s1 Uretimi, kiiguk boyut, hizli tepki, saglamlik ve titregime
duyarsizlik gibi birgok avantaja sahiptir. Tungsten halojen lambalar ve beyaz
LED'ler, genellikle hiperspektral yansima ve gecirgenlik goruntuleme

uygulamalarinda kullanilan aydinlatma kaynaklaridir.
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Lazerler guglu yonli monokromatik i1sik kaynaklaridir. Ylksek yogunlukta eneriji,
mukemmel yonlUluk ve gergek monokromatik emisyon gibi benzersiz 6zellikleri
nedeniyle floresans ve Raman dlgimleri icin uyarma kaynaklari olarak kullanihrlar.
Tarimsal Urdnlerin denetimi icin hiperspektral floresan goéruntlilemede lazer

kullanilmigtir [25].
2.3.7 Dagitici cihazlar

Dagitici cihazlar, uyarma dalga boyu seg¢imi igin numune ile 1sik kaynagi arasinda
konumlandirilirken, numunenin emisyon dalga boyu dagilimi i¢in numune ile
dedektor dizisi arasina yerlestirilir. HSI sistemlerinde spektral dispersiyon veya
secim yapabilen birgok optik ve elektro-optik dispersif cihaz vardir. Literatlrde
yaygin olarak kullanilan dagitici cihazlar tg¢ sinifa ayrilabilir: (1) monokromatérler:
prizma ve Kkirinim 1zgarasi, (2) optik bant geciren filtreler: sabit filtre veya

ayarlanabilir filtreler ve (3) tek atimli géruntuleyiciler [4].

2.3.7.1 Monokromatorler

Monokromatorler, polikromatik bir kaynaktan gelen 1s1g1 dalga boylarina ayiran ya
da belirlenen bir dalga boyu bandinin gegmesini saglayan alettir. Pushbroom HSI
sistemlerde 1131 dalga boylarina ayirmak icin kullanilan iki tip monokromator vardir.
Bunlardan birincisi, prizmadir. Prizmaya gelen 1s1gin dalga boyuna bagli olarak
prizmanin da kirllma indisi degisir [4]. Bu da farkh dalga boylarindaki isigin prizmayi

farkh acilarda terk etmesine neden olur (Sekil 2.2).

[TIITTIITITTIITI

o Prizma =
Optigi Gérintiileme Dedektdr

Optigi Dizisi

Sekil 2.2 Monokromatoér tarama yontemi diizenegi
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Kirinim 1zgarasinda, incelenen 1g1gin dalga boylari ile kargilastirilabilir bir mesafede
iletiimesi ve yansitiimasindan faydalanilir. Temel fiziksel 6zelligi, kirilma indisinin
mekansal modulasyonudur. Kirinim Uzerine, bir 1zgara Uzerindeki elektromanyetik
dalga olusumu, 1zgara yuzeyine yakin bdlgede kirilma indisindeki periyodik
degisime bagli olarak, elektrik alan genligi veya fazi veya her ikisi de tahmin edilebilir
bir sekilde modifiye edilir [26]. Prizma ¢ok yuksek isik verimine ve VIS ve NIR
spektral araligi Uzerinde dusuk bir dagilima sahiptir. Kirinim i1zgarasinda ise
spektrumlar ortisebilmekte bu da karmasikliga neden olmaktadir. Bununla birlikte,
prizmaya dayali optik tasarimlar, prizmanin dogrusal olmayan tarama dagilimi

nedeniyle 1zgaradan daha karmasik olma egilimindedir [4]

Prizma-1zgara-prizma (PGP), endustri ve arastirma uygulamalari icin 320-2700 nm
spektral arahiginda kuguk, disuk maliyetli HSI spektrograflara izin veren dogrudan
gbriis dagitict bir bilesendir. Istenmeyen dalga boylarini engellemek ve yiizey
yansimalarini dnlemek igin izgaranin ve prizmanin arasina yerlestirilen kisa ve uzun
gegiren filtrelerle, hemen hemen ayni olan iki prizma arasina yapistirilan 6zel olarak
tasarlanmis, iletim 1zgarasindan olusur (Sekil 2.3) [27]. Khoobehi ve ark. [28], retinal
oksijen saturasyonunu ol¢gmek igin 2,5 nm spektral ¢ozundrlige ve 410-950 nm
spektral araliga sahip PGP yapisi ile birlestirilmis bir HSI sistemi kullanmigtir. VIS
ve NIR spektral bolgelerini kapsayan PGP, yliksek difraksiyon verimliligi ve iyi
spektral dogrusallik saglamak icin bir dizi ticarilesmis hiperspektral sisteme entegre

edilmigtir. PGP ¢ok sayida tibbi uygulamada kullaniimigtir [4].

,‘,,»_Vﬁ_rDedektér

iletim
1zgarasi

Prizma

Sekil 2.3 Prizma-1zgara-prizma dizenegi
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2.3.7.2 Optik bant geciren filtreler

Optik bant gegiren filtreler sabit veya ayarlanabilirdir ve HSI sistemlerinde dalga
boyunu ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilir. Sabit bant geciren filtreler, ilgilenilen
dalga boyunu iletmek Uzere, detektor dizilerinin oninde ya da isik kaynaginin
onunde donen bir filtre tekerine yerlestirilir. Filtre tekerleri 10’ dan fazla bant gegiren
filtre iceremedikleri icin genellikle multispektral sistemlere dahil edilir. Filtre tekerine
alternatif olarak dielektrik filtre de kullanilmaktadir. Dielektrik filtreler (girisim filtreleri)
bir dalga boyunu segici olarak ileten ve yapi igcerisindeki parazit efektleri temel alarak
diger dalga boylarindaki 1131 yansitan optik fiberlerdir. Bant geciren girigim filtreleri,
hassas bir sekilde kontrol edilebilen kalinliklardaki dielektrik ve metallerin bir dizi
tabakasindan olusur. Gelis acisi degistirildigi zaman bu katmanlarin gértnur
kalinhklarinda artis meydana gelmektedir. Bununla birlikte girisim filtreleri
arasindaki faz farki ise azalmaktadir. A¢i ve dalga boyu arasindaki iligkiyi gosteren
esitlik asagidaki gibidir:

Ng

2
Ao = Ao[1 - (n—) sin20 ]'/2 (2.1)
Ae: 6 gelis acisindaki merkezi dalga boyu
Ao: ©=0 gelis agisindaki merkezi dalga boyu
no: Filtreyi cevreleyen ortamin kirilma indisi

: Filtrenin efektif kirma indisi

Filtre tekerleri ve dielektrik filtrelerin, kullanimlari kolay ve goéreceli olarak ucuzdurlar.
Fakat dar spektral aralik, dusuk ¢ozunUrlik, dalga boyu gegisinin yavas olmasi,
hareketli parcalardan gelen mekanik titresim ve filtre hareketinden kaynakl

goruntinin yanlis kayit edilmesi gibi dezavantajlara sahiptirler [4].

Ayarlanabilir filtreler, hareketli parcalar olmadan ve ylksek ayar hizlarinda
elektronik olarak kontrol edilebilen alan taramali HSI sistemlerinde yaygin olarak
kullanilir. Bir akusto-optik ayarlanabilir filtre (AOTF), elektronik olarak ayarlanabilir
band geciren optik filtre olarak igslev goren cihazdir. AOTF, bir kristal, akustik
donusturucu, ayarlanabilir 151k kaynagi ve 1sin durdurucudan olugur. Ayarlanabilir
bir radyo frekansi kaynagi tarafindan ydnlendirilen bir akustik doénusturtcu
kullanarak kristalin i¢cinde bir akustik dalga induklenir. Akustik dalga, kristalin kiriima

indeksinin periyodik bir modulasyonunu yaratir (elosto-optik etki). Kristalin igindeki
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akustik dalga, sadece Bragg kosulunu karsilayan 1s1g1 kirinan bir Bragg kirinim
1zgarasi gibi davranir:

. 2
sin@; = %

(2.2)
0: Kristal ylzeye gelen isigin agisi

A: Kirilmig 1s1gin dalga boyu

f: Kristaldeki akustik dalganin frekansi

n: Kristalin kirilma indisi

v: Kristaldeki akustik dalganin hizi

Yalnizca 6i agisi ile gelen 1sin kirilirken, bu kosulu saglamayan isinlar kristalden
kirlmadan gecer. Kirillan 1s13in dalga boyu akustik frekans tarafindan kontrol edilir.
Polarize edilmeden gelen isik 1sin1 soldaki kristale girer ve sonra kristaldeki ses
dalgalan tarafindan ortoganal polarize edilmis iki adet birinci dereceden isik

huzmesine donuasturalur [29].

Likit kristal ayarlanabilir filtre (LCTF) diger tum dalga boylarinin ortadan kaldiriimasi
ile belirli bir dalga boyuna isik iletmek icin elektronik kontrolli sivi kristal hucreleri
kullanan bir kati hal aracidir. LCTF, her biri bir ¢ift kirlmali geciktirici ve iki paralel
polarizator arasina yerlestirilmis bir sivi kristal tabakanin birlesiminden olusan bir
dizi optik yigindan olusur. Cift kirnlmali kristallerdeki optik yol farki, kristalin
kalinhdina ve gelen aydinlatmanin dalga boyunda uretilen olagan (kiriimanin bilinen
yasalarina uyan 1sin / ordinary) ve olaganusti (kirilmanin bilinen yasalarina
uymayan i1sin / extraordinary) 1sik 1sinlari arasindaki kiriima indeksi farkina baghdir.
Isigin kristalden gegcirilmesi, olaganusti ve olagan iginlar arasindaki yayima
hizindaki farkin yarattigi faz gecikmesine baghdir. Temel optik bilesenleri iceren
filtre Sekil 2.4’ de gosterilmistir. Gelen 1sik polarizérden dogrusal olarak polarize
edilir. Daha sonra sabit geciktirici tarafindan iki 1sin (yani olagan ve olaganustul)
halinde ayrilir [6, 25].
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Dogrusal Sabit Likit Kristal Dogrusal
Polarizér Geciktirici Hucre Polarizér

Sekil 2.4 Likit kristal filtre dlizenegi

Elektronik filtre edilebilirligi gergceklestirmek icin her filtre asamasinda bir sivi kristal
hicre kullanilir. Sivi kristal tabakasinda gecikmeye neden olan iki polarizator
arasina bir elektrik alan uygulanir. LCTF' nin elektronik kontrol Unitesi, dar gegis
bandi bolgesini filtre Unitesinin kapsadigi tum dalga boyu aralidinda kaydirir. Tek bir
LCTF unitesi genellikle belirli bir dalga boyu araligini kapsar. Cunku filtrenin
olusturulmasina yonelik bilesenler sadece belirli bir spektral bolgeyi barindirabilen
farkli 6zelliklere sahiptir. Dalga boyu degistirme hizi, sivi kristalin gevgseme suresine

ve filtredeki asamalarin sayisina baglidir [25].

LCTF’ ler kinnimla sinirh uzaysal ¢ozunurlik ve spektral ¢ézinurlik saglarlar.
Ancak daha hizhdirlar. Tim bireysel filtre agsamalari seri olarak baglanir ve tek bir
dar bant iletmek icin birlikte gahgirlar. VIS bdlgeden NIR bdlgeye kadar islev
gorebilirler [6, 30]. LCTF’ lerin imalat kolayhdi, dusuk galisma gerilimleri, yuksek
anahtarlama hizi, kompaktlik, hareketli par¢a icermeme ve sahip olduklari spektral

aralikta rastgele dalga boyuna erisebilme gibi avantajlari vardir [31].

2.3.7.3 Tek atimh goriintiileyiciler

Dagitici cihazlardan tek atimli hiperspektral gorintuleyicilerin bir 6rnegi, bilgisayarli
tomografi (CT)' nin goérintlileme spektrometresinde bir uygulamasi olarak
dusundlebilen bilgisayarli tomografi goértntileme spektrometresidir (CTIS). Bu
yontemde, bir alan detektdrinun bir pozunu kullanarak tam bir hiperspektral gértntu
kipunun elde edilmesi i¢in es zamanl olarak ¢ogullanmis mekansal ve spektral
veriler toplanir. Bir CTIS' nin uygulanmasi genellikle bilgisayar tarafindan
olusturulmus bir hologram dagiticisi (CGH), buyuk bir 2D alan detektoru ve isik
toplanmasi ve goruntl olusumu igin diger optik bilesenleri icerir. CGH elemani,

CTIS' nin merkezi bilesenidir. islevi, gériis alanini coklu kirinim diizenlerine
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dagitmaktir. Daginik goruntuler genis alan detektorinde bir mozaik olusturur. Her
bir alt goruntl, tek bir bant goruntust degil, hem spektral hem de uzaysal
cogullamanin sonucudur. Orijinal gérintinin spektral bilgileri, mozaikteki alt
goruntulerin  konumlarinda kodlanir. 3D hiperktp verisini orijinal 2D goruntu
verilerinden yeniden olusturmak icin tomografik gorintileme tekniklerinde

kullanilanlara benzer yeniden yapilandirma algoritmalari kullanilir [25].
2.3.8 Dedektorler

Optik enerjinin bir elektrik sinyaline tespiti ve ddénusturilmesi, hiperspektral
goruntuleme sistemlerinin temelinde yer alir [32]. Hedefle etkilestikten ve dalga boyu
dagitma cihazindan gegctikten sonra, yararl bilgileri tagiyan 1siIk en sonunda bir
detektor tarafindan elde edilecektir. Detektorin islevi, radyasyon enerjisini elektrik

sinyallerine dénustlrerek toplanan 1s1gin yogunlugunu olgmektir [4, 25].

Odak duzlemi dizisi (FPA) terimi, bir géruntileme sisteminin odak duzleminde yer
alan bireysel dedektor resim elemanlarinin (piksel) bir araya getiriimesi anlamina
gelir [33]. FPA, HSI' de, 1sik enerjisini elektrik sinyaline doénustlrerek dagitic
cihazlar tarafindan iletilen 1s1§in yogunlugunu dlgmek Uzere tasarlanmis 2D dizileri
icerir. Dedektorler, spektral tepkilerine ve uygulama gereksinimlerine gore genis bir
elektromanyetik spektrum araliginda galisabilirler. Dedektdrin performansi goruntu
kalitesini dogrudan belirler. Bu nedenle uygun bir FPA segerken, sinyal-gurulti
orani, dinamik aralik, spektral kuantum verimliligi, dogrusallik vb. gibi dedektor
dizilerinin performansini karakterize eden bircok parametre dikkate alinmahdir.
Literaturde ¢ogunlukla iki tip kati hal alan dedektoru kullaniimistir: CCD (yuk-bagh

cihaz) ve CMOS (tamamlayici metal-oksit-yariiletken) kameralar [4, 25].

CCD sensord, silikon (Si) veya indiyum galyum arsenide (InGaAs) gibi 1s1ga duyarh
materyallerden yapilan birgcok (genellikle milyonlarca) klcglk fotodiyottan (piksel)
olusur. Her bir fotodiyot, gelen fotonlari elektronlara dénustiren ve toplam isida
maruziyet ile orantili bir elektrik sinyali olusturan tek bir nokta detektdrlu gibi
davranir. Tum elektrik sinyalleri 5nceden tanimlanmig bir sekilde detektorden disari
kaydirilir ve daha sonra gorintileri olugturmak icin dijitallestirilir. CCD sensdrundeki
pikseller, tek boyutlu veya iki boyutlu diziler halinde dizenlenebilir. HSI sisteminde

genellikle iki boyutlu diziler halinde dizenlenen alan dedektorleri tercih edilmektedir.
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CCD kamera, goruntu sensorune ulasan yeterli 1s1k oldugunda ve yuksek pozlama
gerektirmediginde yuksek kaliteli goruntuler saglayabilir. Gorunur 1s1ga karsi olan
dogal duyarlihdi nedeniyle, silikon, VIS' de ve kisa dalga boylu NIR bdlgelerinde
calisan CCD kameralar igin sensér malzemesi olarak yogun bir sekilde
kullaniimaktadir. Silikon tabanli CCD kameralar, VIS ve kisa dalga boylu NIR
bdlgelerinde spektral bilgileri kullanarak tarimsal UrUnlerin incelenmesine yonelik
hiperspektral yansima ve gegirgenlik goruntileme sistemlerinde ve MHSI

sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir [25].

CMOS sensorler, frame alma hizlarinin yiksek olmasi ve bunu yuksek dinamik
araliklarla birlestirebildikleri i¢in, HSI sistemlerinde 1s1k yogunluklarinin dlgimunde
kullaniimaktadir [11]. Bu iki dedektor tipi arasindaki en buyudk fark, CMOS gorinti
sensorinin her bir pikselde (aktif piksel olarak adlandirilir) hem fotodetektér hem
de okuma amplifikatort icermesidir [25]. CMOS sensoérler, daha dusuk voltajda
calistiklari icin daha az enerji tiketir [34]. Ancak, CCD detektdrlerinden daha yuksek

karanlk akima ve guraltuye sahiptir.
2.4 Gorintii isleme

Hiperspektral goruntuler, ilgili mekansal bdlgenin spektral imzasina (veya
spektrumuna) karsilik gelen spektral piksellerden olusur. Spektral piksel,
goruntilenen mekansal noktanin dlgilen tim spektrumunu kaydeden bir pikseldir.
Burada Olgulen spektrum, bir numunenin 1s1§1 absorbe etme veya dagitma

yeteneginin karakteristigidir [35].

Goruntu analizi, doku, hicresel ve molekuler dizeyde blyuk bir tibbi hiperspektral
veri kimesinden teshis agisindan yararli bilginin ¢ikarilmasini saglar. Bu nedenle,
hastallk tarama, tani ve tedavi igcin onemli bir asamadir. Bununla birlikte,
hiperspektral verilerin yliksek mekansal ve spektral boyutlara sahip olmasi, otomatik
analiz gerceklestirmeyi zorlastirmaktadir. Ozellikle, bitisik bantlardaki yiiksek
korelasyon nedeniyle yuksek veri fazlaligi, hiperspektral imzalarin degiskenligi ve
boyutsallik laneti nedeniyle karmasikliklar meydana gelmektedir. Fazla miktarda
mekansal ve spektral bilgi mevcut oldugunda, ilgili spektral bilgileri ayiklamak,
karistirmak ve siniflandirmak icin hiperspektral veri kimeleri igin gelismis goruntu

siniflandirmasi yontemleri gereklidir. HSI deneylerinde Uretilen ¢cok miktarda veriden
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yararli teshis bilgilerinin ¢ikariimasi ve her bir pikseli kanserli veya saglkli doku
tipine gore siniflandirmak i¢cin makine 6grenme teknikleri uygulanabilir. Buradaki
amag¢ sadece farkli dokular (6rnegin saglikl ve kot huylu doku) arasinda ayrim
yapmak ve tani haritalari saglamak degil, ayni zamanda karigsimlari saf molekuler
bilesenlerin spektrumlarina ayirmak ve bu molekuler parmak izlerini (biyobelirtecler)
hastalik durumlariyla iliskilendirmektir [4, 36]. Hiperspektral gorintu analizi nde
uygulanan temel adimlar genellikle 6n isleme, 6zellik ¢ikarimi ve 6zellik segimi,

siniflandirma veya spektral ayirmayi igerir.
2.4.1 On igsleme

Gorunta verilerinin spektral 6n islemesine ve kalibrasyonuna duyulan gereksinim,
HSI sistemlerinin birgcok farkli optik ve elektronik bilesenin bir entegrasyonu
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tur sistemler, guvenilir veri analizi yapmadan
once sistematik kusurlarin veya istenmeyen sensor oOzelliklerinin duzeltiimesini
gerektirir. Ayrica, goruntl edinme isleminde rastgele hatalar ve gurulti ortaya
cikabilir. Sonug olarak, veri analizinden dnce spektral 6n islem ve kalibrasyon her

zaman gereklidir [37].

HSI 6n islemesi, esas olarak veri normallestirme ve goruntl cakistirmayi igerir.
Literatlrde spektral imzalari duzeltmek ve gurultu etkisini azaltmak igin gaussian ve
median filtreleri kullanildi§i gérular. Veri normalizasyonu, hiperspektral radyasyon
g6zlemlerini yansimalara doéndstirmekte veya biyolojik numunelerin igsel
Ozelliklerini tanimlayan absorbans degerlerini normal hale getirir. Bu tir
normalizasyon, ayni zamanda hiperspektral géruntunun alt bantlarindaki dizensiz
yuzey aydinlatmasi ve buyuk gereksiz bilgiden kaynakli olarak olusan sistem
gurdltisini ve gorintldeki artefaktlari azaltir ve daha ileri analiz icin verileri
hazirlar. Bagil reflektans kalibrasyonu ve hiperspektral iletim gorintlisinin

kalibrasyonu normalizasyon igin yaygin olarak kullanilan yontemlerdir.

Hiperspektral goruntlileme kullanilarak toplanan ham spektral goruntlu aslinda
dedektor sinyal yogunlugudur. Bu nedenle, siyah ve beyaz referans gorintdleri ile
yansima veya absorbans goruntustne ham yogunluk goruntisinu kalibre etmek
icin bir yansima kalibrasyonu yapilmalidir. HSI sistemlerinde kullanilan dedektor

dizileri, genellikle GUzerinde 151k olmadan bile karanlk akima sahiptir. Karanlik akim

21



sicakliga bagldir ve entegrasyon suresiyle orantilidir. Bu nedenle, ham yogunlugu
yansitmaya donustirmek icin, ornek goéruntlleri edinmeden oOnce referans ve
karanlik goruntuler alinir. Referans goérintl, sahneye yerlestiriimis standart bir
yansitma yuzeyi ile gekilir. Karanlik ¢ekim ise kamera kapagini kapal tutularak
yapilir [2] [4] [36]. Ham veriler asagidaki denklem kullanilarak normalize edilmig
yansitma deg@erlerine donusturulebilir:

[ Iraw—ldark 213
ref - - ( . )
I . _I
white~!dark

Irer: Hesaplanmis yansima degeri
lraw: Incelenen pikselin ham veri isinim degeri
lwhite: Incelenen pikselin beyaz referans yogunluk degeri

ldark: Incelenen pikselin karanlk akim yogunluk degeri

Normalizasyon igin kullanilan bir diger yontem olan hiperspektral iletim
gOruntusunun kalibrasyonunda, hedeflerin i¢ 6zelligi, dedektorin spektral araliginda
Isik absorbsiyonu kullanilarak analiz edilebilir [37]. Bu yontemde, asagdidaki formul

kullanilarak veri normalizasyonu yapilir:

Iraw
Iabs = logm (2.4)

labs: Absorbans
lraw: Ornek gorinti

Irer: Referans goruntu

Referans materyal, cihaz tepki fonksiyonunun bir 6l¢isinu saglar ve bu nedenle,
yontem sonugta meydana gelen optik yogunluk goérintl setinden cihaz tepki

fonksiyonunu etkin bir sekilde derecelendirir.

Goruntu gakistirma, farkh dalga boylarinda g¢ekilen ayni sahnenin birden fazla
gOruntlisunan geometrik bir donisuimund bulur. Bir goéruntl ¢ifti dodru sekilde
hizalandiginda goruntuler arasindaki benzesme en st dizeye ¢ikar. Her piksel igin
dogru spektral bilgi elde etmek igin, bir hiperkipun veya farkli hiperkuplerin i¢indeki
tum spektral bant goruntulerini mekansal olarak hizalamak igin gorunta ¢akistirma

gerekebilir [4].
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2.4.2 Oznitelik gikarimi ve segimi

Hiperkup verilerinin buyuk boyutlarda olmasi nedeniyle analizi zordur. Veri
fazlaliginin azaltilmasi ve bu iglemin de verimli bir sekilde yapilmasi gerekir.
Oznitelik ¢gikarimi ve segimin amaci, orijinal veriden en uygun bilgileri elde etmek ve
bu bilgileri daha dusuk boyutlu bir alanda temsil etmektir [4, 38]. Hiperspektral veri
kimeleri i¢in, daha genis sayida spektral bantlar potansiyel olarak daha ayrintil
siniflar arasinda ayrim yapilmasini mimkudn kilabilir. Fakat boyutsallik nedeniyle,
sinifamada kullanilan ¢ok sayida spektral bantlar siniflandirma dogrulugunu
azaltabilir. Dahasi, belirli bir dalga boyunda o6lgulen tum yogunluklarin, biyolojik
dokunun temel 6zelliklerini anlamak i¢in dnemli degildir. Cunkl biyolojik dokunun
yansitma veya fluoresans 6zellikleri dalga boyuna baglidir. Bu nedenle, en alakall
tani bilgilerini ayiklamak ve veri kimesini daha verimli ve dogru bir sekilde iglemek

icin O0zellik ¢gikarimi ve segimi gerceklestirmek dnemlidir [4].

Hiperspektral veri kimelerinde, her piksel, N boyutlu bir vektdr formunda temsil
edilebilir, burada N, spektrum bantlarinin sayisidir. Bu veri kimelerindeki bilgileri
etkili bir sekilde kullanmak igin, en yararli bilgiyi ¢cikarmak, veri kimelerinin
boyutsalligini azaltmak ve yuksek korelasyonlu bantlari idare etmek icin boyut
azaltma yontemleri gereklidir. En basit yol mevcut bantlardan birkagini segmektir.
Ancak bantlar bir araya geldiginde daha iyi performans elde edilebilecedi aciktir.
Bilgisayar programi ve algoritmalardan olusan cesitli veri analizi metodolojileri ile
hiperspektral goruntiler analiz edilebilmekte ve daha sonra test edilen numunelerin

malzeme 6Ozelliklerini tanimlayan spektral imzalarina ait veriler Uretilebilmektedir.

Literatirde ana bilesen analizi (PCA) veya kismi en kiglk kareler regresyonu
(PLSR) yontemleri kullanilarak gereksiz bilgilerin kaldiriimis ve bu sekilde
hiperspektral verilerin boyutsalligini azaltma islemi gergeklestirilmistir. Spektral veri
fuzyonu, mekansal veri fUzyonu ve spektral ve mekansal veri fuzyonu diger boyut
kUcultme yontemleridir. Boyut azaltiimasi islemi tamamlandiktan sonra elde edilen

spektral verilerin siniflandiriimasi iglemi yapiimaktadir.

Tibbi hiperspektral veri kimesi analizi igin en yaygin kullanilan boyut azaltma
yontemi, PCA' dir. PCA, hiperspektral goruntulerin bantlarindaki gereksiz bilgileri

azaltirken, mimkudn oldugunca yuksek boyutlu alanda varyansin ¢odunu korur.
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PCA, komsu hiperspektral goruntulerdeki komsu bantlarin yliksek korelasyona
sahip olduklari ve nesne hakkinda hemen hemen ayni bilgileri ilettikleri gergegine
dayanmaktadir. Analiz, bantlar arasindaki korelasyonu kaldirmak igin orijinal verileri
donusturmekte kullanilir. Bu nedenle, goruntudeki piksel degerlerinin varyasyonunu

hesaplayan orijinal bantlarin optimum dogrusal kombinasyonu tanimlanir [39].

Sekil 2.5 Temel bilesen analizi boyut azaltma teknigi

PCA'’ yi bir hiperkiipe uygulamak icin, hiperklipt her satirin 1 piksel spektrumunu
temsil ettigi iki boyutlu bir matrise ‘agmak’ gerekir. PCA, acilmis hiperkipu
Ozvektorlere (veya skorlara) ve 6zdegerlere ayristirmak i¢in uygulanabilir. Orijinal
verileri 6zvektorler tarafindan tanimlanan yonlere donustirerek bir skor matrisi elde
edilebilir [39].

PCA, ortalama kare hatasini en aza indirgemek icin optimaldir. Bununla birlikte,
PCA, orijinal verileri 6zvektorler tarafindan yayilmis bir alt uzaya donusturtr ve bu
da dénusiimden sonra biyolojik anlami yorumlamay: zorlastirir. Ozellik gikarma ve
boyut azaltma i¢cin minimum gurulta fraksiyonu (MNF) ve bagimsiz bilesen analizi
(ICA) gibi birka¢g PCA varyanti da kullanilir. MNF donlsumu esas olarak spektrum
boyutunun azaltiimasinda ve goruntu verisinden gurultt ayrilmasinda kullanihr. ICA

ise spektral 6zellikleri mimkun oldugunca bagimsiz hale getirir.
2.4.3 Siniflandirma

Tibbi alanda uygulanan hiperspektral gorunta siniflandirma yéntemleri, kullanilan
piksel bilgisinin tariine gore temel olarak piksel ve alt piksel siniflandirmasini igerir.
SVM ve vyapay sinir aglart (ANN) gibi parametrik olmayan ydntemler, tibbi
hiperspektral gérintl islemede yaygin olarak kullaniimaktadir. Spektral bilgi ayrimi,
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spektral aci esleyici ve spektral ayirma siniflandirma igin kullanilan diger

yontemlerdir.

2.4.3.1 Destek vektor makinesi (SVM)

SVM, hiperspektral goéruntllerin siniflandiriimasinda yaygin olarak kullanilan,

cekirdek temelli bir makine 6grenme teknigidir.

Bu teknik, sinifini en iyi temsil eden egitim orneklerinin programa tanimlanmasi
sayesinde siniflar arasindaki en uygun ayirma yuzeyini bulur. Tanimlanan érneklere
destek vektorleri denmektedir. Egitim verileri seti dogrusal olarak ayrilamiyorsa,
siniflarin dogrusal olarak ayrilabildigi daha yuksek boyutlu bir uzayda verilerin
dogrusal olmayan izdisumunu simule etmek icin bir kernel yontemi kullanilir. Egitim
ornekleri az sayida olsa bile siniflandirma yapilabilmektedir [40]. Siniflandirma igin
bir duzlemde bulunan iki grup arasinda bir sinir gizilerek iki grubu birbirinden ayrilir.
Bu sinir iki grubun da Uyelerine en uzak olan yere ¢izilir. SVM yontemi sinirin nasil
cizilecegini belirleyerek malzeme tiplerinin siniflandiriimasina olanak tanir. Guglu
kuramsal temeli, iyi genelleme kabiliyeti, boyutsallik lanetine kargi duyarlihiginin
dusuk olmasi ve kiresel siniflandirma ¢ézimlerini bulma yetenegi nedeniyle, SVM

diger siniflandirma paradigmalarindan daha fazla tercih edilir [4].

Kong ve ark. [41], SVM igin ¢ekirdek fonksiyonu olarak Gauss radyal temel
fonksiyonu c¢ekirdegini se¢cmis ve normal ve timor siniflarinin her birinden rastgele
secilen 100 egitim 6rneginden SVM parametrelerini 6grenmiglerdir. Test icin 2036
normal piksel ve 517 tumorli piksel ornekleri kullanildi. Deneysel sonuglar,
mekansal filtrelemenin performansi arttirdigini gostermektedir. Orijinal verilerin
kullaniminda %83'luk bir dogruluga ulasilirken iyilestirme sonucunda elde edilen

verilerin %86 dogruluga sahip oldugu goralmustar.

2.4.3.2 Spektral bilgi ayrimi (SID)

SID, olasilik dagilimi olarak bir hiperspektral gériintii pikselinin isaretini saptar. iki
spektrum arasindaki muhtemel davranislarin tutarsizligini  olger. Piksel
siniflandirmasina esittir; bu, referans spektrumlara benzer spektral egrilerin ayni

kategoriye siniflandirilacadi anlamina gelir. Guan ve ark. [42], beyaz kan hlcresini
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cekirdek, sitoplazma, eritrosit ve arkaplan olrak 4 bolgeye ayirmak i¢in bu yontemi

kullanmiglardir.

2.4.3.3 Spektral aci esleyici (SAM)

SAM, iki spektrum arasindaki spektral benzerligin olcimune dayanan basit bir
algoritmadir. Spektrum arasindaki agiy1 hesaplayarak spektral benzerligi belirler ve
bunlari dalga boylarinin sayisina esit boyutsallia sahip bir alanda vektor olarak
degerlendirir [4, 43]. Li ve ark. [44], sinir kesitlerinden alinan hiperspektral

goruntilerden sinir liflerini tanimlamak igin SMA ydntemini kullanmiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Sistem Tasarimi

Calisma kapsaminda tasarlanan HSI sisteminde iletim modunda o6lgim alindi.
Olympus marka bir mikroskoba LCTF, LCTF denetleyicisi ve CMOS kamera
entegresi ile drnekler incelendi (Sekil 3.1). Istenilen dalga boyunu ayarlamak igin
LCTF, 15131 elektronik sinyallere donusturtp goruntileri elde etmek igin ise CMOS

kamera kullanildi. Sistem bilesenlerine ait blok sema Sekil 3.3’ de yer almaktadir.

Sekil 3.1 Hiperspektral goruntileme sistemi

Gelistirilen sistemde 151k kaynagi olarak LED 1sik kullanildi. Kullanilan g1k
kaynagina ait dalga boyu-yogunluk spektrumu $ekil 3.2 de verilmigtir. Kaynaktan
gelen 1s1gin 6rnek Uzerinde odaklanabilmesi i¢in kolimator ve kondenser kullanildi.
Ornekten gecen 1sik objektife ulasir. Objektif, drnekten gelen isik demetlerini
toplayarak buyumus ve gergek goruntundn olusturulmasini saglar. Ayrica
goOruntilenen 6rnegin buyutme katsayisini da belirler. Standart objektif bayutme
oranlari 4X, 10X, 20X, 40X ve 100X’ dir. Bu ¢alisma kapsaminda sayisal acikligi
0,25 ve ¢6zunarliga 1,2 um olan 10X objektif kullanilarak gértntuler alindi.
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Objektiften gelen 1sik 0.5X buyutmeli bir barlow lens kullanilarak LCTF filtreye
aktanlir. LCTF’ nin bagh oldugu denetleyici ile optik baglanti yollarindan gecerek
LCTF’ ye ulasan 1s1gin dalga boyunun ayarlanir. Denetleyici, dalga boyunun 1 nm’
lik artiglarla degistirilebilmesine ve istenilen bant genisligine gore (dar, orta ve genis)
1IsIgin LCTF’ ye iletiimesine olanak saglar. Denetleyicinin on paneli sayesinde
merkezi dalga boyu manuel olarak, USB girigsi sayesinde de bilgisayar Uzerinden
kontrol edilebilir. LCTF denetleyicisi ile istenilen dalga boyu ayarlandiktan sonra
elde edilen 1sik demetleri monokromatik CMOS kamera Uzerinde elektronik
sinyallere cevrilir. CMOS kamera Uzerinden alinan sinyaller bilgisayar ortaminda

goruntiye donagur.
3.2 Goriintli Eldesi

Patolojik dokulari gorintiulerken 10X objektif kullanildi. LCTF kullanilarak 440-660
nm spektral araliginda 10 nm’ lik artiglarla her bir bolge igin 23 adet goruntu alindi.
Her bir doku 6rnegi i¢in 10 farkl bolgede olgum gergeklestirildi. Sekil 3.4 de saghkh
kolon hticresine ait bir bolgeden farkli dalga boylarinda alinan gri skala goruntiler

yer almaktadir.

"O‘ '\'.' " \ ¢ 2 ‘\ L -'..'. __

Sekil 3.4 Saglikh kolon hicresinin farkli dalga boylarinda (520, 530, 540 ve 550 nm)
monokrom kameradan alinan goéruntuleri
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Geligtirilen sistemde ornekler alinirken 1sik seviyesini en iyi duruma getirmek igin
kamerada iki temel ayarin yapilmasi gerekir. Bu ayarlar: pozlama ve kazangtir.
Pozlama, her bir piksel sensorinin 1sik topladigi sureyi belirtir. Maruz kalma
suresinin artirlmasi, sensére daha fazla isigin ulagsmasini saglar. Kazang,
kameranin alinan i1sik seviyelerini dijital olarak artiran bir carpandir. Goruntu
alinirken tum o6lgimlerde kazang sabit tutuldu (11.97 dB) ve her bir dalga boyu igin
en iyi pozlama degerine karar verildi. Pozlama degerlerine karar verirken kontrastin

en iyi oldugu ve goruntulerin doyuma ulasmadigi degerlere bakildi.

Calisma kapsaminda kanserli ve saglikli dokularin ayriminin yapilabildigini
g6zlemlemek amaciyla Marmara Universitesinden saglanan lamda sabitlenmis
saglkh ve kanserli kolon dokusu o6rnekleri kullanildi. Ayrica kanser seviyeleri
arasindaki ayrimi gézlemlemek icin Hacettepe Universitesi patoloji bélimiinden
saglanan dusuk ve ylksek dereceli Hodgkin Lenfoma kanserine ait doku ornekleri
incelendi. Cesitli dalga boylarinda ve farkli pozlama deg@erlerinde alinan goruntiler
Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8 de verildi.

Sekil 3.5 1/6 sn pozlama degerinde saglikli kolon hiicresine ait bir bélgeden 480,
510, 530 ve 560 nm dalga boylarinda alinan géruntiler
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Sekil 3.6 0.425 sn pozlama degerinde saglikli kolon hiicresine ait bir bélgeden 480,
510, 530 ve 560 nm dalga boylarinda alinan goéruntaler

510 nm

Sekil 3.7 1/15 sn pozlama degerinde saglikli kolon hicresine ait bir bdlgeden 480,
510, 530 ve 560 nm dalga boylarinda alinan goruntuler
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530 nm

Sekil 3.8 1/15 sn pozlama degerinde saglikli kolon htcresine ait bir bolgeden 480,

510 nm

560 nm

510, 530 ve 560 nm dalga boylarinda alinan goruntuler.

440-660 nm dalga boyu araliginda alinan doku uUzerinde yapilan ¢alismalarda,
belirtilen dalga boyu aralidi igin dort farkh pozlama degerinin yeterli oldugu, fakat bu
araliklarin incelenen doku tiiriine gore degistigi goruldi. incelenen dokulara ait karar

verilen her bir dalga boyu icin belirlenen optimal pozlama degerleri Cizelge 3.1’ de

verilmistir:

Cizelge 3.1 incelenen dokular ve karar verilen dalga boyu-pozlama degerleri

Doku Turu Dalga Boyu Araligi (nm) Pozlama Degeri (sn)
440-460 nm 1/6 sn
470-500 nm 0.425 sn
Saglikli ve kanserli 510-520 nm 1/6 sn
kolon dokusu 530-550 nm 1/15 sn
560-630 nm 1/30 sn
640-660 nm 1/15 sn
. 440 nm 1/6 sn
Dusuk derece ve 450-500 nm 0.425 sn
H?&Zi?: Sg;?gﬁ]a 510-540 nm 1/15 sn
kanseri dokusu 550-630 nm 1/30 sn
640-660 nm 1/15 sn

Belirlenen 4 adet pozlama degeri i¢in her bir dalga boyunda (440-660 nm dalga

boylarinda 10 nm araliklarla) ve 10 farkh bdlgeden olmak Uzere her bir doku 6rnegi
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icin 920’ ser adet goruntu alindi. Ayrica arka plan etkisini yok etmek igin bog lam
uzerinden de yine yukarida belirtilen pozlama degerlerinde 3 farkli bolgeden her bir

doku érnegi igin 276’ sar goruntl alinmigtir.
3.3 Goruntu Analizi

Dokulardan alinan géruntulerin bir yazilim programi araciligi ile 6n iglemesi yapildi.
Sistem tasariminda kullanilan LCTF filtre kalibre degildir. Bu durumu ortadan
kaldirmak icin her bir dalga boyu kedisi icin belirlenen kalibrasyon faktora ile
carpilabilir. Ancak arka plan goruntuleri ile dokuya ait goruntulerin birbirlerine
bolinmesi de kalibrasyon farklarinin ortadan kaldirilmasini saglar. Bunun igin
oncelikle belirlenen dalga boyu araliginda tim dalga boylari igin arka plan
gOruntilerinin alindi. Daha sonra her bir dalga boyundaki arka plan goéruntisu ile
ayni dalga boyuna sahip doku goruntusu birbirine bolundu. Bu iglemleri yapmadan
once g6z dnunde bulundurulmasi gereken bir diger konu ise aydinlatmanin homojen
olmamasidir. Isik lensten yayilirken gaussian profilde yayilir. Bu etkiyi ortadan
kaldirmak igin gauss filtreleme arastirildi. Gauss filtreleme ayni zamanda bir fourier
doénlsuimudur. Bufiltre ile sonsuz bir transfer fonksiyonuna karsilik mekansal alanda
sonlu bir pencerede (tarama penceresi) filtreleme yapilabilir. Bu da filtrelemenin
temel problemini daha kolay ¢ézilebilir hale getirir. On isleme asamasinda cesitli
boyutlardaki gauss filtreler denendi ve en uygun filtre boyutunun 5x5’ lik tarama

penceresine sahip gaussian filtre olduguna karar verildi.

Arka plan etkisinin ortadan kaldiriimasindaki avantajlar su sekilde 6zetlenebilir: (1)
Optik sistemin ulagilamayan bolumlerinde toz vs. olabilir. Bundan kaynakh hatali
sonuglari ortadan kaldirmak igcin arka plan etkisini ortadan kaldirmak onem arz
etmektedir. (2) Aydinlatma her yerde homojen degildir. Gaussian profil seklinde
yayilir. (3) Kullanilan LCTF filtre her dalga boyu icin kalibre degildir. Belirlenen dalga
boyu araliginda alinan her bir arka plan goruntisund yine ayni dalga boyundaki

dokuya ait goruntiye boldugimuz zaman bu problem ortandan kalkmis olur.

Sekil 3.9 a ve b’ de ayni dalga boyunda saglikl kolon dokusu bulunan érnek ile ayni
lam Uzerinde bos bir bdlgeden alinan arka plan goruntuleri gorilmektedir. Arka plan
etkisini ortadan kaldirmak icin filtrelenen doku ve arka plan goruntuleri kullanilarak

normalizasyon islemi yapildi. Normalizasyon iglemi sonucu olusan goéruntu Sekil 3.9
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¢’ de gorulmektedir. Daha sonra her bir doku 6rnegine ait spektral imzalar gikartildi
ve gerekli incelemeler yapildi. Dokular uzerinde yapilan g¢alismalar Patolojik

Dokularin incelenmesi baslidi altinda ayrintili olarak anlatildi.

Sekil 3.9 530 nm’ de saglikli kolon dokusu ve arka plana ait goruntuler a) Saghkli
kolon dokusuna ait orijinal gorintl b) arka plana ait orijinal gorinti c)
normalize edilmis goruntu
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4. BULGULAR
4.1 Patolojik Dokularin incelenmesi
4.1.1 Kolon dokusu lizerine yapilan ¢aligmalar

2015 yilinda yayinlanan Tirkiye Kanser istatistikleri [45] verilerine gére en sik
gorulen kanser turleri arasinda kolorektal kanserler (kolon ve rektum kanserleri)
kadinlarda ve erkeklerde Uguncu sirada yer alir. Erken tani koyulmasi bu hastaliktan
kaynaklanan olumlerin 6nlne gecgecektir. Bu amagla insan kolon dokusu
hlcrelerinin - mikroskopik seviye goruntuleri, gorunur 1gi1gin bitisik dalga boyu
araliklarinda HSI teknolojisi kullanilarak elde edildi. Kolon kanserinin teshisinde
kullanilabilecek veriler elde edebilmek icin kolon dokusuna ait spektral imzalar
olusturuldu ve incelendi. Alinan goruntulerin spektral imzalarinin ¢ikartilmasi ile
saghkh ve kanserli kolon dokusunun bir dalga boyu araliginda birbirlerinden
ayrildiklari goruldu. Ayrica farkli dalga boylarindaki yogunluklar arasindaki iligki

incelendi.

4.1.1.1 Kolon dokusuna ait spektral imza

Lam Uzerinde sabitlenmis saglikli ve kanserli kolon dokularinin her biri i¢in 10’ ar
farkh bolgeden 440-660 nm dalga boyu arahdinda 10’ ar nm’ lik artiglarla Cizelge
3.1’ de verilen pozlama degerlerinde olgimler alindi. 1/15 pozlama degerinde tim
dalga boylarinda alinan goruntuler Sekil 4.1’ de verilmistir. Sekil 4.2 de saglikl ve
kanserli kolon dokusuna ait 530 nm dalga boyundaki gortuntuler yer almaktadir. Her
bir pozlama degeri icin 440-660 nm araligindaki tim dalga boylarinda alinan
goruntulere ait piksellerin ortalamasi alindi ve Sekil 4.3’ de gorulen spektral imzalar
elde edildi. Burada kirmizi kesikli gizgiler kanserli dokuya ait 10 farkli bolgedeki
spektrumlarin ortalamasini gosterir. Mavi surekli gizgiler ise saghkl dokuya ait 10
farkh bolgeden elde edilen spektrumlarin ortalamasini gdsterir. 1/6 ve 0.425 sn
pozlama degerlerinde alinan goéruntulerden elde edilen spektral imzalar Sekil 4.3 a

ve b’ de de gorulebilecegi gibi 560 nm dalga boyundan sonra doyuma gider.
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Sekil 4.1 1/15 sn pozlama degerinde saglikh kolon dokusuna ait herhangi bir
bolgeden 440-660 nm dalga boyu araliginda alinan goruntdler.
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Sekil 4.2 530 nm’ de saglikli(a) ve kanserli(b) kolon dokusundan alinan géruntiler
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Sekil 4.3 Farkli pozlama degerleri igin kolon dokusuna ait kanserli (kirmizi kesikli
cizgi) ve saglikli hdcrelerin (mavi surekli ¢izgi) spektral imzalari.
Grafiklerdeki pozlama degerleri: a) 1/6 sn b) 0.425 sn c¢) 1/15 sn d) 1/30
sn

Hangi pozlama degerinde galisilacagina daha dogru karar vermek igin arka plan
etkisi ortadan kaldirlip normalizasyon yapildiktan sonra elde edilen spektral imzalar
incelendi. Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’ de 4 pozlama degeri igin tim

bdlgelere ait spektrumlar verildi.
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Sekil 4.4 1/6 sn pozlama suresinde saglkli(mavi surekli ¢izgi) ve kanserli (kirmizi
kesikli ¢izgi) kolon dokularindan farkli bolgelerde alinan gérintulerden
normalizasyon iglemi sonrasinda elde edilen spektral imzalar
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Sekil 4.5 0.425 sn pozlama suresinde saglikli(mavi surekli ¢izgi) ve kanserli (kirmizi
kesikli ¢izgi) kolon dokularindan farkli bolgelerde alinan goérintilerden
normalizasyon iglemi sonrasinda elde edilen spektral imzalar
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4.5

Sekil 4.6 1/15 sn pozlama suresinde saglikli(mavi surekli gizgi) ve kanserli (kirmizi
kesikli ¢izgi) kolon dokularindan farkli bolgelerde alinan goérintilerden
normalizasyon islemi sonrasinda elde edilen spektral imzalar

4.0
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Sekil 4.7 1/30 sn pozlama suresinde saglikli(mavi surekli gizgi) ve kanserli (kirmizi
kesikli ¢izgi) kolon dokularindan farkli bolgelerde alinan gérintilerden
normalizasyon islemi sonrasinda elde edilen spektral imzalar.

Saglikli ve kanserli kolon dokularindan farkli bélgelerde alinan goérintilerden elde
edilen spektrumlarin ortalamasi alindi ve standart sapma hesaplandi. Daha sonra
elde edilen ortalamaya ait veriler ile kolon dokusuna ait spektral imzalar ¢ikartildi. 4
farkh pozlama degerine ait spektrumlar Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°
de verilmistir. Standart sapmalar 10 farkli bdlgeden alinan oélgimlerden elde
edilmistir.
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Sekil 4.8 1/6 sn pozlama suresinde Sekil 4.4’ te verilen bolgelere ait spektrumlarin

ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi saglikh ve kirmizi
kesikli ¢izgi kanserli kolon dokusuna aittir.
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Sekil 4.9 0.425 sn pozlama suresinde Sekil 4.5’ te verilen bolgelere ait spektrumlarin
ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi saglikh ve kirmizi
kesikli ¢izgi kanserli kolon dokusuna aittir.
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Sekil 4.10 1/15 sn pozlama suresinde Sekil 4.6° da verilen bdlgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi saglikli
ve kirmizi kesikli ¢izgi kanserli kolon dokusuna aittir.
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Sekil 4.11 1/30 sn pozlama suresinde Sekil 4.7 de verilen bdlgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi saglikli
ve kirmizi kesikli ¢izgi kanserli kolon dokusuna aittir.

Kanserli ve saglikli dokudan 1/15 sn pozlama degerinde elde edilen spektrumlarin
arasindaki iligskiyi gozlemleyebilmek i¢in bu iki spektrumun birbirine orani bulundu.

Standart sapma hesaplandi. Elde edilen sonug Sekil 4.12’ de gértlmektedir.
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Sekil 4.12 Sekil 4.10' da verilen kanserli ve saglikli dokuya ait spektrumlarin
birbirlerine orani ve standart sapma

m

Daha o6nce de belirtildigi gibi pozlama degeri 1/6 ve 0.425 sn’ de alinan
goruntulerden elde edilen imzalar saglikli ve kanserli dokuya karar verir iken yanlhsg
sonuglar dogurabilir. TUm dalga boylarinda doyuma ulagmayan, analizler icin yeterli
yogunluga sahip pozlama degerinin 1/15 sn olduguna karar verildi. Ozellikle 500-
560 nm dalga boyu araliginda saglikh ve kanserli kolon dokusunun birbirlerinden
net bir sekilde ayrilabildikleri gorildi. Bu sonug HSI yénteminin kanserli ve saglkh

kolon dokularini ayirt etmede kullanilabilmesi igin umut vericidir.

4.1.1.2 Kolon dokusuna ait renk haritasi

Saglikli ve kanserli dokuya ait spektral imzalar kiyaslandigi zaman 500-560 nm
dalga boyu araliginda dokularin birbirlerinden farkli yogunluklara sahip oldugu
goruldu. Burada kiyaslanan dokularin ayni dalga boylarinda sahip olduklari
yogunluk degderleridir. Bu baslik altinda yapilan calismalarda ise farkli dalga
boylarindaki yogunluklarin birbirleri ile kargilagtirlmasinin dokularin ayirt
edilmesinde belirleyici bir faktor olup olmayacagi arastirildi. Bunun icin Sekil 4.6’ da
mavi ¢izgi ile gosterilen saglikh kolon dokusuna ait 10 farkli bolgeden herhangi 5
tanesi segildi. Renk haritasi olusturulurken bolgeler kendi icerisinde degerlendirildi.
Her bir dalga boyuna karsilik gelen yogunluk degerleri birbirine bolundu. 440-660
nm dalga boyu araligi i¢in 23 adet dalga boyunda goruntu alindigr dasunaltrse bu
529 farkli olasiligi beraberinde getirmektedir. Bu kadar ¢ok olasilik i¢in elde edilen
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sonuglar renk haritasinda gosterildi. Segilen 5 adet bolgeye ait renk haritalari $Sekil
4.13’ de gorulmektedir. Ayni islemler kanserli kolon dokusu igin de gergeklestirildi
(Sekil 4.14). Saglikli ve kanserli kolon dokusuna ait renk haritalari karsilastirildigi
zaman birbirlerinden bariz bir sekilde farkli olduklari goérilmektedir. Bu sekilde bir

sonug alinmasi doku turlerinin ayriminda bu yontemin kullanilabilecegini gosterir.

Saglikh ve kanserli hicrelerin renk haritalarini kullanarak birbirinden ayirt edilmesini
ve dolayisiyla siniflandirilabilmesine olanak saglamak icin bahsi gecen 5 farkl
bolgeye ait renk haritasi verilerinin ortalamasi alindi. Bu islem sonrasinda elde
edilen renk haritalari Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’ te gorulmektedir. Bu goruntulere ait
veriler saglikli ve kanserli referans olarak kabul edildi. Referanslar kullanilarak doku
tirinun belirlenip belirlenemeyecegdi arastirildi. Bu asamada 5 farkl bélgeden daha
gorantl alindi. Alinan bu goruntller ile referans goérintilerin arasindaki iliskiyi

gormek igin korelasyon katsayisi hesaplandi.
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Sekil 4.13 Saglikh kolon dokusundan alinan 5 farkl bolgeye ait renk haritalari
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Sekil 4.14 Kanserli kolon dokusundan alinan 5 farkli bélgeye ait renk haritalari
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Sekil 4.16 Kanserli kolon dokusu igin Sekil 4.14° te verilen bolgelere ait verilerin
ortalamasinin renk haritasi.

Korelasyon, iki surekli degisken arasindaki olasi bir dogrusal iliskiyi degerlendirmek
icin kullanilan istatistiksel bir yontemdir. S6z konusu degiskenler arasindaki
varsaylilan dogrusal iligkinin gicunu temsil eden, -1 ile +1 arasinda bir deger alan,
korelasyon katsayisi adi verilen bir istatistikle dlgulir. Sifir korelasyon katsayisi, iki
surekli degisken arasinda dogrusal bir iligki olmadigini gosterir. -1 veya +1
korelasyon katsayisi, milkemmel bir dogrusal iliski oldugunu gosterir. iligkinin glici

-1 ile +1 arasinda herhangi bir yerde olabilir. Korelasyon ne kadar gugclliyse
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korelasyon katsayisi + 1'e yaklagir. Katsayi pozitif bir sayi ise, degiskenler dogrudan
iligkilidir (yani, bir degiskenin de@eri arttikga, digerinin degeri de ayni sekilde
egilimindedir). Ote yandan, katsayi negatif bir sayi ise, degiskenler ters ilikilidir
(yani, bir degiskenin degeri arttikca, digerinin degeri disme egilimindedir) [46].
Saglikli kolon dokusu icin saglikli ve kanserli referanslari kullanarak elde edilen
korelasyon katsayilari grafigi Sekil 4.17° de verildi. Saglikh referansla elde edilen

korelasyon katsayisinin %98’ in Gzerinde oldugu goéruldu.

Saglikl Kolon Dokusu
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Sekil 4.17 Saghkh ve kanserli referans verilerin 5 farkli bélgede alinan saglikli kolon
dokusu ile korelasyon sonugclari

Kanserli kolon dokusu igin yeni alinan 5 farkli bolgeye ait renk haritasi verileri ile
saglkh ve kanserli referanslarin korelasyonu sonucunda elde edilen korelasyon
katsayilari  Sekil 4.18 de verildi. Kanserli referansla elde edilen korelasyon

katsayisinin %96’ nin tzerinde oldugu goéruldu.
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Sekil 4.18 Saglikli ve kanserli referans verilerin 5 farkl bdlgede alinan kanserli kolon
dokusu ile korelasyon sonuglari

4.1.2 Hodgkin Lenfoma dokusu uzerine yapilan ¢aligsmalar

Hodgkin Lenfoma hastaligi, vicudun lenfatik sisteminde rastlanan kotl huylu bir
hastaliktir. Lenf bezi kanseri olarak da isimlendirilir. Bu hastalikta tani koymak zor
olmakla birlikte, deneyimli bir patologun biyopsi érneklerini incelemesini gerektirir.
Hodgkin Lenfoma siniflandirmasinda birka¢ yontem kullanilir. Bu formullerden biri
de Working formualudar. Bu yontemde lenfomalarin mikroskobik goéruntilerine
dayanarak dusuk, orta ve ylksek olmak Uzere 3 grupta siniflandirma yapilir.
Segcilecek tedavi yonteminin belirlenmesinde timorin derecesinin tespiti 6nem arz
ederr. DUsuk dereceli lenfomada hastalik yavas ilerler ve acil tedavi gerekmez. Orta
ve yuksek dereceli lenfomalar hizla biyUyebilir. Bu nedenle tanidan hemen sonra

tedavi gerektirirler [47].

Temin edilen Hodgkin Lenfoma drnekleri Working formulune gore dusuk ve yuksek
dereceli lenfoma kategorisindedir. Bu 6rnekler kullanilarak HSI yontemi ile timor

derecelerinin belirlenip belirlenemeyecegi arastirildi.

4.1.2.1 Hodgkin Lenfoma dokusuna ait spektral imza

Lam Uzerinde sabitlenmis dusuk ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokularinin
her biri icin 10’ ar farkh bélgeden 440-660 nm dalga boyu araliginda 10’ ar nm’ lik

artiglarla Cizelge 3.1’ de verilen pozlama degerlerinde olciimler alindi. Sekil 4.19°
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de dusuk ve yuksek dereceli Hodgkin lenfoma dokusuna ait 530 nm dalga
boyundaki goruntuler yer almaktadir. 1/15 sn pozlama degerinde yuksek dereceli
lenfoma dokusundan alinan géruntuler Sekil 4.20’ de gortlmektedir. Her bir pozlama
degeri icin belirtilen dalga boyu araligindaki goruntulere ait piksellerin ortalamasi
alindi ve Sekil 4.21’ de gorulen spektral imzalar elde edildi. Burada kirmizi kesikli
cizgiler yuksek derece kansere sahip dokunun 10 farklh bolgedeki spektrumlarinin
ortalamasini gosterir. Mavi surekli gizgiler ise dusuk derece kansere sahip dokudan
farkh bolgelerden elde edilen spektrumlarin ortalamasini gdsterir. Sekil 4.21 a’ da
gorulebilecedi gibi: 1/6 sn pozlama degerinde alinan goéruntulerden elde edilen
spektral imza 560 nm dalga boyundan sonra doyuma gider. Bu durum 560-660 nm’

de alinan doku orneklerinde 1/6 sn pozlama degerinde elde edilen verilerle

degerlendirme yapilamayacagini gosterir.

f L e <'._. 4 ".“‘,k," l‘z P«
4 >l L B IR Y B

Sekil 4.19 530 nm’ de dusuk(a) ve yuksek(b) dereceli Hodkin lenfoma dokusundan
alinan goruntuler
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Sekil 4.20 1/15 sn pozlama degerinde yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait herhangi bir bolgeden 440-660 nm dalga boyu araliginda alinan
goruntaler.

50



Sekil 4.21 Farkli pozlama degerleri igin Hodgkin Lenfoma dokusuna ait yuksek
derece (kirmizi kesikli ¢izgi) ve dusuk dereceli (mavi surekli ¢izgi)
kansere sahip hucrelerin spektral imzalari. Grafiklerdeki pozlama
degerleri: a) 1/6 sn b) 0.425 sn ¢) 1/15 sn d) 1/30 sn

Hangi pozlama degerinde calisilacagina daha dogru karar vermek igin arka plan
etkisi ortadan kaldirilip normalizasyondan sonra elde edilen spektral imzalar
incelendi. Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’ de 4 pozlama degeri igin
tum bolgelere ait spektrumlar verildi.
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Sekil 4.22 1/6 sn pozlama suresinde yuksek derece (kirmizi kesikli ¢izgi) ve dusuk
dereceli (mavi surekli gizgi) kansere sahip Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait farkli bolgelerden alinan goruntilerden normalizasyon iglemi
sonrasinda elde edilen spektral imzalar.
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4.5

Sekil 4.23 0.425 sn pozlama suresinde yuksek derece (kirmizi kesikli ¢izgi) ve dusuk
dereceli (mavi surekli ¢izgi) kansere sahip Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait farkli bolgelerden alinan goruntulerden normalizasyon islemi
sonrasinda elde edilen spektral imzalar.
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Sekil 4.24 1/15 sn pozlama suresinde yuksek derece (kirmizi kesikli ¢izgi) ve dusuk
dereceli (mavi surekli ¢izgi) kansere sahip Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait farkli bolgelerden alinan goérintilerden normalizasyon iglemi
sonrasinda elde edilen spektral imzalar.
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Sekil 4.25 1/30 sn pozlama suresinde yuksek derece (kirmizi kesikli ¢izgi) ve dusuk
dereceli (mavi surekli ¢izgi) kansere sahip Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait farkli bolgelerden alinan gorintilerden normalizasyon iglemi
sonrasinda elde edilen spektral imzalar.

Dusuk ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokularindan farkli bolgelerde alinan
goruntilerden normalizasyon islemi sonrasinda elde edilen spektrumlarin
ortalamasin alinmasi sonucunda Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’ da
verilen spektral imzalar elde edildi. Standart sapmalar 10 farkl bdlgeden alinan

Olgimlerden elde edilmigtir.
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Sekil 4.26 1/6 sn pozlama suresinde Sekil 4.22’ de verilen boélgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi disuk
dereceli ve kirmizi kesikli ¢izgi yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma
dokusuna aittir.
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Sekil 4.27 0.425 sn pozlama suresinde S$ekil 4.23' te verilen bodlgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi duguk
dereceli ve kirmizi kesikli cizgi ylksek dereceli Hodgkin Lenfoma
dokusuna aittir.
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Sekil 4.28 1/15 sn pozlama suresinde Sekil 4.24’ te verilen bolgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi duguk
dereceli ve kirmizi kesikli cizgi ylksek dereceli Hodgkin Lenfoma
dokusuna aittir.
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Sekil 4.29 1/30 sn pozlama slresinde Sekil 4.25° de verilen bodlgelere ait
spektrumlarin ortalamasi ve standart sapmasi. Mavi surekli ¢izgi disuk
dereceli ve kirmizi kesikli ¢izgi yluksek dereceli Hodgkin Lenfoma
dokusuna aittir.
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Dusuk ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokusundan 1/15 sn pozlama
degerinde elde edilen spektrumlarin arasindaki iliskiyi gdozlemleyebilmek icin bu iki
spektrumun birbirine orani bulundu. Standart sapma degeri hesaplandi Elde edilen

sonug Sekil 4.30' da gorulmektedir.
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Sekil 4.30 Sekil 4.28 de verilen disuk ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma
dokusuna ait spektrumlarin birbirlerine orani ve standart sapma

Pozlama degeri 1/6 sn’ de alinan goruntulerden elde edilen spektral imzanin 560

nm sonrasinda doyuma gittigi goruldu. Bu nedenle kanser derecesine karar verirken
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1/6 sn pozlama degerinin kullaniimasi dogru olmayacaktir. 1/15 sn de alinan
goruntulerin ve elde edilen spektrumun kontrast ve yogunluk degeri analizler igin
uygun ve yeterlidir. Spektrumlarda goézlenen bu yogunluk farkhliklari kanserli

dokunun derecelerine gore birbirlerinden ayrilabileceginin kanitidir.

4.1.2.2 Hodgkin Lenfoma dokusuna ait renk haritasi

Bu baslk altinda yapilan calismalarda farkli dalga boylarindaki yogunluklarin
birbirleri ile karsilastirlmasinin kanser derecesinin ayirt edilmesinde belirleyici
faktor olup olmayacagi arastirildi. Bunun igin Sekil 4.24° te mavi gizgi ile gosterilen
duguk dereceli lenfoma dokusuna ait 10 farkli bolgeden herhangi 5 tanesi secildi.
Renk haritasi olusturulurken bdlgeler kendi igerisinde degerlendirildi. Her bir dalga
boyuna karsilik gelen yogunluk degerleri birbirine bélindiu. 440-660 nm dalga boyu
araligi igin elde edilen sonuglar renk haritasinda gosterildi. Secilen 5 adet bdlgeye
ait renk haritalari Sekil 4.31’ de gorulmektedir. Ayniiglemler yuksek dereceli lenfoma
dokusu icin de gergeklestirildi (Sekil 4.32). Dusuk ve yuksek dereceli lenfoma
dokularina ait renk haritalari karsilastirildigi zaman birbirlerinden bariz bir sekilde
farkh olduklari gorilmektedir. Elde edilen bu sonug, doku turlerinin ayriminda bu

yontemin kullanilabilecegdini gosterir.
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Sekil 4.31 Dusuk dereceli Hodgkin Lenfoma dokusundan alinan 5 farkli bdlgeye ait

renk haritalari
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Sekil 4.32 Yiksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokusundan alinan 5 farkli bélgeye

ait renk haritalari
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Dusuk ve yuksek dereceli lenfoma dokularinin renk haritalarini kullanarak
siniflandinlabilmesine olanak saglamak icin bahsi gegcen 5 farkli bolgeye ait renk
haritasi verilerinin ortalamasi alindi. Bu islem sonrasinda elde edilen renk haritalari
Sekil 4.33 ve Sekil 4.34° te gorulmektedir. Bu goruntllere ait veriler dustk dereceli
ve yuksek dereceli referans olarak kabul edildi. Referanslar kullanilarak doku
turandn belirlenip belirlenemeyecegi arastirildi. Bu asamada 5 farkl bolgeden daha
goruntl alindi. Alinan bu gorUntiler ile referans goruntilerin arasindaki iligkiyi

gormek icin korelasyon katsayisi hesaplandi.

Alnm|

N Y e s

Sekil 4.33 Duslik dereceli Hodgkin Lenfoma dokusu icin Sekil 4.31' de verilen
bdlgelere ait verilerin ortalamasinin renk haritasi.

N s

oran

Sekil 4.34 YUksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokusu igin Sekil 4.32’ de verilen
bolgelere ait verilerin ortalamasinin renk haritasi.
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Dusuk dereceli ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma kanserinin ayirt edilebilirligini
gOzlemlemek icin dusuk dereceli ve yuksek dereceli referanslar ile farkl 5 bolgeden
alinan goruntilere ait renk haritasi verileri korelasyona tabi tutuldu. Elde edilen
korelasyon katsayilari kiyaslandi. DuslUk dereceli Hodgkin Lenfoma dokusu igin
duslk dereceli referansla elde edilen korelasyon katsayisinin %99’ un Uzerinde
oldugu goruldu (Sekil 4.35). YUksek dereceli lenfoma igin de ayni sekilde ylksek
dereceli referansla elde edilen korelasyon katsayisinin %98’ in Gzerinde oldugu
Sekil 4.36’ da goraldr.

Dustk Dereceli Hodgkin Lenfoma Kanser Dokusu
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Sekil 4.35 Dusuk dereceli ve yuksek dereceli referans veriler ile 5 farkl bélgeden
alinan dusuk dereceli Hodgkin Lenfoma dokusunun korelasyon sonuglari

Yiksek Dereceli Hodgkin Lenfoma Kanser Dokusu

1,00

0,98
0,96
0,94
0,92
0,90
0,38
0,86
0,84
1 2 3 4 5

B Disik dereceli referans B Yiksek dereceli referans
Sekil 4.36 Dusuk dereceli ve ylksek dereceli referans veriler ile 5 farkh bdlgeden

alinan yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma dokusunun korelasyon
sonuglari
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5. TARTISMA
5.1 Spektral imza Eldesi ve Degerlendirilmesi

Bu calismada, saglikli ve kanserli dokularin tespit edilmesini saglayacak bir sistem
gelistirildi. Marmara Universitesi tarafindan saglanan saglkli ve kanserli kolon
dokusu hucrelerinin mikroskopik seviye goruntuleri, gorunur 1g1gin bitisik dalga boyu
araliklarinda HSI teknolojisi kullanilarak elde edildi. Ayrica kanser seviyesinin ayirt
edilmesinde HSI yonteminin kullanilip kullanilamayacagi arastirildi. Bunun igin
Hacettepe Universitesi Patoloji bélimiinden saglanan diisik ve yiiksek dereceli

Hodgkin Lenfoma dokusu ornekleri kullanildi.

440-660 nm dalga boyu araliginda 10’ ar nm artiglarla her bir dokunun goruntisu
alindi. Ancak kullanilan 11k kaynaginin spektrumu nedeniyle dalga boyu degistikge
kontrastin da degistigi goruldu. Bu nedenle her bir dalga boyu igin kontrastin en iyi
oldugu pozlama degerlerine karar verildi (Cizelge 3.1). Belirlenen 4 adet pozlama
degeri igin 10 farkli bélgeden 23 adet dalga boyunda goéruntu alindi. Bu igslem hem
saglkh hem de kanserli doku igin tekrarlandi. Ayrica arka plan goéruntuleri de alindi.
Alnan goruntulerdeki gurdltiyld kaldirmak icin gaussian filtre kullanildi. Daha sonra
her bir dalga boyu icin arka plan ve dokuya ait goruntuler birbirlerine bolindi. Bunu
yapmaktaki amag¢ lamda ve optik sistemin gérinmeyen bdlgelerinde tozdan
kaynakli olarak analizlerde meydana gelebilecek hatalarin 6nune ge¢mektir.
Normalizasyon islemi tamamlanan goruntulerin piksel degerlerinin ortalamasi alindi
ve tUm bolgelerdeki dalga boyu-yogunluk grafikleri her bir pozlama degeri igin

cizdirildi.

Kolon dokusuna ait dalga boyu-yogunluk grafikleri Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7° de gorulmektedir. Bu grafiklerdeki her bir bolge icin ortalama spektrum
cikartildi ve standart sapma hesaplanarak cizdirildi (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10,
Sekil 4.11). Grafiklere bakarak 1/6 ve 0.425 sn pozlama degerlerinde 560 nm
sonrasinda goruntulerin doyuma qittigi gorultr. Geri kalan dalga boylarinda
goruntuler yeterli yogunluga sahip olmadiklari i¢cin bu pozlama degerlerinin doku
tirina tespit etmede kullaniilmamasi gerektigine karar verildi. 1/15 ve 1/30 sn
pozlama degerlerindeki spektral imzalar ve alinan géruntuler incelendi. 1/15 sn de

alinan goruntiler tim dalga boylar icin yeterli yogunluga sahiptir ve doyuma
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gitmemistir. Bu nedenle analizler i¢cin 1/15 sn de alinan goéruntulere ait verilerin

kullanilmasina karar verildi.

Literatirde Masood ve Rajpoot [20] kolon dokusunu HSI yéntemi ile incelediler.
Dokuyu cekirdek, sitoplazma ve bad dokusu olarak 3 farkl bdlime ayirarak
incelemiglerdir. HSI yonteminin beningn ve malign dokulari ayirt etmek icin
kullanilabilecegini; ancak 588 nm’ de daha iyi siniflandirma sonucu elde edildigi
goéruldugu icin tek bir bant Uzerinde dokusal analiz yaparak, karsilastirilabilir
siniflandirma sonuglarina ulasilabilecegini iddia etmislerdir. Bu ¢galisma kapsaminda
ise 500-560 nm dalga boyu araliginda dokularin birbirlerinden net bir sekilde
ayrildiklari goralmustar. Kullanilan i1sik kaynagi ve onun spektrumuna bagh olarak

dalga boylari ve yogunluk degerlerinde farkhlik gézlenebilir.

Hodgkin Lenfoma dokusuna ait dalga boyu-yogunluk grafikleri Sekil 4.22, Sekil 4.23,
Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’ te gorulmektedir. Bu grafiklerdeki her bir bolge icin ortalama
spektrum c¢ikartildi ve standart sapma hesaplanarak gizdirildi (Sekil 4.26, Sekil 4.27,
Sekil 4.28, Sekil 4.29). Grafiklere bakarak 1/6 pozlama degerlerinde 560 nm
sonrasinda goérunttlerin doyuma qittigi gorulir. 1/15 sn de alinan goérunttler tim
dalga boylari icin doyuma gitmemigtir. Ayrica yeterli yogunluga ve kontrasta sahiptir
olmasi nedeniyle, analizler de 1/15 sn pozlama degerinde elde edilen goruntulerin
kullaniimasina karar verildi. Spektrumlarda gozlenen yogdunluk farkliliklari kanserli

dokunun derecelerine gore birbirlerinden ayrilabileceginin kanitidir.

Siddigi ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada [48] prekanser6z ve kanserli
servikal sitolojik preparatlar HSI yontemi ile degerlendirmiglerdir. Ayrica dusik ve
yuksek dereceli rahim agzi kanserine sahip pap testlerini degerlendirmislerdir.
Dusik derece ve yliksek derece kanseri ayirt edebilmislerdir. Ozellikle, klasik
mikroskobik incelemelerde yuksek dereceli serviks kanserinin teshisinin zor
oldugunu ancak bu yontemde hucrelerin saptanma duyarlihdinin yuksek oldugunu
belirtmiglerdir. Literatirde lenfoma kanserine iliskin bu tarz ¢alisma bulunmamakla
birlikte elde edilen sonuglar distk ve yiksek derece Hodgkin Lenfoma dokusuna
ait spektrumlarin birbirlerinden farkli olduklarini ve HSI ydntemi ile incelenmesinin

teshis icin yardimci olabilecegini gOsterir.
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5.2 Renk Haritasinin Cikartilimasi ve Degerlendirilmesi

Dokularin ayni dalga boylarinda sahip olduklari yogunluk degerleri kiyaslandi ve
birbirlerinden ayrilabildikleri gértldl. Buna alternatif bir ydontem olarak elde edilen
spektral imzalardan farkli dalga boylarindaki yogunluklarin birbirleri ile
karsilagtinimasinin dokularin ayirt edilmesinde belirleyici bir faktor olup olmayacagi
arastirildi. Oncelikle 5 farkl bélgeden goriinti alindi. Tim bélgeler ve tim doku
turleri igin tek tek dalga boylari arasindaki oran hesaplandi. Bunun igin saglikli kolon
dokusuna ait spektral imzalardan her bir dalga boyundaki yogunluklarin birbirine
orani hesaplandi. Bu islem diger doku ornekleri icin de yapildi. Her bir dalga boyuna
karsilik gelen yogunluk degerleri birbirine bélundu. 23 adet dalga boyun i¢in 529
farkh olasilik igin bu islemin yapilmasi gerekir. Bu kadar ¢ok olasilik icin elde edilen

sonuglar renk haritasinda gosterildi.

Saglikli kolon dokusundan secilen 5 adet bolgeye ait renk haritalar Sekil 4.13’ de
gOrulmektedir. Ayni igslemler kanserli kolon dokusu igin de gergeklestirildi (Sekil
4.14). Saglikh ve kanserli kolon dokusuna ait renk haritalari karsilastirildigi zaman
birbirlerinden bariz bir sekilde farkli olduklari gértlmektedir. Bu sekilde bir sonug
alinmasi doku turlerinin ayriminda bu yontemin kullanilabilecegini gosterir. Elde
edilen bu sonuglardan doku tlrinu tespit etmek icin bahsi gegen bdlgelere ait
verilerin ortalamasi alindi ve renk haritasinda gosterildi. Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’ te
verilen bu haritalar doku tirinin tespitinde kullanilabilecek referans verilerimizi
icerir. 5 farkh bolgeden daha goruntiler alinarak bu goéruntiler ile referans
gOruntulerin arasindaki iligkiyi gormek icin korelasyon katsayisi hesaplandi. Saglikli
kolon dokusu icin saglikli ve kanserli referanslari kullanarak elde edilen korelasyon
katsayilari grafigi Sekil 4.17° da, kanserli kolon dokusu icin ise Sekil 4.18" de
gorulmektedir. Saglikl dokunun saglikli referansla korelasyonu sonucu elde edilen
katsayinin kanserli referanstan elde edilen katsayidan blyuk oldugu ve %90’ In
uzerinde oldugu gorullr. %90-%99 araligindaki korelasyon katsayisi iki degiskenin
birbiri ile yuksek iligkili oldugunu gosterir. Ayni sekilde kanserli doku igin de
korelasyon katsayilarinin birbirinden oldukga farkh oldugu goéralir. Kanserli
referansla korelasyonu sonucu elde edilen katsayisinin oldukg¢a yluksek oldugu
gorulur. Bu da dalga boylarinin birbirlerine gore degisimlerinin saglikh ve kanserli

dokuyu belirlemede kullanilabilecegini gosterir.
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Yukaridaki islemlere benzer sekilde, duguk ve yuksek dereceli Hodgkin Lenfoma
kanseri dokusu icin de 5 farkli bélgeden goruntu alindi ve renk haritalari olusturuldu
(Sekil 4.31, Sekil 4.32). Bu bdlgelerdeki verilerin ortalamasi alindi ve Sekil 4.33 ve
Sekil 4.34° de verilen referans haritalari elde edildi. Referanslar ile disuk ve yluksek
dereceli Hodgkin Lenfoma dokularinin birbirleri ile iligkilerini incelemek igin
korelasyona tabi tutuldular. Daguk dereceli lenfoma dokusu dusuk dereceli ve
yuksek referansla korelasyonu sonucu elde edilen bdlgelere goére korelasyon
katsayisi grafigi Sekil 4.35’ te, ylksek dereceli lenfoma igin ise Sekil 4.36’ te verildi.
Dusuk ve yluksek dereceli referanslarla dokularin korelasyonu sonucunda elde
edilen katsayilarin birbirlerinden farkli oldugu ve doku turt ve referans ayni ise

korelasyon katsayisinin daha fazla oldugu goérulda.

Literatirde HSI' nin medikal uygulamalarinda benzeri bir ydnteme rastlanmadi.
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6. SONUG

Patolojik dokularin incelenmesi ve analizi genellikle bir patolog tarafindan
yapilmaktadir. Bu analizler i¢in herhangi bir cihaz kullanilmamaktadir. Analiz sonucu
patologun tecribe ve kabiliyetine baglidir. Gin iginde patologun gdzlem verimi
degisiklik gosterebilir. Bu degigiklikler ruhsal durumuna, gbézunun asinaligina,
calisma saatlerine, is yuku gibi sebeplere baglidir. Elde edilen sonuglar i1si1ginda
patolog icin, kanserli dokular Uzerinde calismalarini kolaylastirabilecegi bir karar
destek sistemi icin HSI sistemi gelistirildi. Bunun i¢in 2 yontem oOnerildi. 1. Yontem
spektral imzalarin ¢ikartilarak dokularin her bir dalga boyunda karsilastiriimasini
icerir. Elde edilen spektral imzalar saglikli ve kanserli kolon dokusunun 500-560 nm
dalga boyu arahiginda birbirlerinden ayrilabildiklerini gosterir. Duguk ve yuksek
dereceli Hodgkin Lenfoma dokularina ait spektral imzalarin da 500 nm sonrasinda
farkh yogunluklarda olduklari goérulir. Bu sonug, HSI yodnteminin kanserlerin
derecelendiriimesinde kullanilabilecegini gosterir. 2. yontemde ise dokular i¢in renk
haritasi elde edildi ve birbirlerinden farkh olduklari gézlemlendi. Her bir doku tir(
icin referans goruntiler olusturuldu. Bu referans goéruntulerin dokular ile korele edildi
ve korelasyon katsayisi belirlendi. Saglikh kolon dokusunun saglikli referans ile
korelasyon sonucu elde edilen katsayr %99’ un Uzerindedir. Kanserli kolon
dokusunun kanserli referans ile korelasyon sonucu ise %98 in Uzerindedir. Dusuk
dereceli Hodgkin Lenfoma dokusu igin dusuk dereceli referansla elde edilen
korelasyon katsayisinin %99’ un Uzerindedir. YUksek dereceli lenfoma igin de ayni
sekilde yuksek dereceli referansla elde edilen korelasyon katsayisinin %98’ in
uzerindedir. Ancak daha dogru bir sekilde ayrim yapilabilmesi ve yontemin
gecerliliginin kesinlestirilebilmesi igin daha fazla 6érnekten goérintid alinmali ve

analizler tekrarlanmalidir.

Elde edilen tim bu sonuglar HSI yontemi ile insan etkisinden bagimsiz bir teshis
sistemi geligtiriimesi icin umut vericidir. Ancak daha fazla doku 6rnegi kullanilarak

analizler tekrarlanmalidir.
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