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Nonkontakt Spekiiler Mikroskop Ile Yapilan
Otomatik Endotel Hiicre Analizlerinin Tekrarlanablllrllgl

Vuslar Pelitli Giirlii (*), Ebru Demet Billbiil (¥*), Sait Erda (¥%%)

OZET

- Amagc: Nonkontakt spekiiler mikroskop ile otomatik olarak yapilan kornea endoteli hiicre
analizlerinin tekrarlanablhrhglm aragtirmak.

Yontem: Okiiler ve sistemik hastaligr bulunmayan 15 olgu ¢aligmaya almmugtir. Ayni géz-
lemci (1.-gbzlemci) tarafindan, tiim olgularin santral kornealarina ait iki ayr1 endotel goriintiisit
nonkontakt spekiiler mikroskop ile alinmugtir (Topcon SP 2000P). Olgularin ¢alismaya abmacak
gozleri raslantisal olarak secilmigtir. Alinan goriintiilerden ilki 1.g6zlemci tarafindan hiicre s1-
nurlan diizeltilerek ve standart cerceve kullamlarak degerlendirilmigtir IMAGEnet otomatik
analiz sistemi). Bu analiz ile elde edilen sonuglar; otomatik analiz sisteminin belirledigi hiicre
sinirfarinda diizeltme yapilmadan (I), standart ¢cerceve yerine daha kii¢iik boyutta ¢ergeve kulla-
milarak (II) ve 1.gézlemcinin farkhh zamanda aldif: ikinci gdriintiiniin analiz sonug¢lan (IIT) ile
kargilagtinlarak "gézlemci i¢i uyumluluk" arastirilmistir. Caliymanin ikinci asamasinda, alinan
ilk endotel goriintiilerinin 2.gdzlemei tarafindan tekrar degerlendirilmesi ile elde edilen sonuc-
lar, 1.gbzlemcinin sonuglariyla kargilagtiniarak ""gozlemeciler aras1 uyumluluk" aragtirilmstir,
Kornea endoteli hiicre analizi sonucunda elde edilen parametrelerden ortalama hiicre alan,
degiskenlik katsayisi, hiicre yogunlugu ve hekzagonalite istatistiksel degerlendirmelerde kul-
lanilnmustir,

Sonuclar: Hem gézlemci i¢i uyumluluk icin yapilan degerlendirmelerde, hem de gozlem-
ciler arast uyumluluk igin yapilan degerlendirmede degiskenlik katsayisi ve hekzagonalite de-
gerleri arasinda orta-diigiik derecede korelasyon, hiicre yogunlugu ve ortalama hiicre alani de-
gerleri arasmda ise yiiksek korelasyon cldugu goriilmiigtiir,

Sonuc: Sonug olarak, nonkontakt spekiiler mikroskop ve otomatik analiz sistemi ile yapi-
lan degerlendirmelerin, standart ¢ergeve kullanildigr ve otomatik olarak belirlenen hiicre sinirla-
rinin diizeltildigi doramlarda, oldukga yiiksek tekrarlanabilirlikleri vardir.

Anahtar Kelimeler: Spekiiler mikroskopi, kornea endoteli, hiicre yogunlugu, ortalama
hiicre alam, degiskenlik katsayisi, hekzagonalite.
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SUMMARY

Reproducibility of Automatic Endothelial Cell. Analysis Performed With
Non-Contact Specular Microscopy

Objective: To investigate the reproducibility of automatic endothelial cell analysis perfor-
med with non-contact specular microscopes. :

Method: Fifteen eyes of 5 case were included in the study. From each eye 2 consecutive
endothelial images of central cornea obtained with the Topcon SP-2000P by the first observer.
Firstly, first image of each eye was assessed by correcting the cell borders defined by automatic
analysis system (IMAGEnet) and using standart frame. "Intra-operator reproducibility” was in-
vestigated by comparison of results of these analysis with the analysis results of uncormrected
cell borders defined by the automatic analysis system (I), with the use of smaller frame rather
than the standard frame (II) and with the analysis results of second image of each eye captured
by the first observer (I1I). In the second phase, "inter-operator reproducibility” was investigated
by comparison of the resulis of the first observer with the results obtained by assessment of the
first image of each eye by a second observer. '

Findings: Both the assesment made for the intra-operator reproducibility and inter-operator
reproducibility revealed a medium-low degree of correlation for the coefficient of variation and
hexagonahty rates while a high correlation was observed for the values of cell densny and ave-
rage cell area. :

Conclusion: In conclus:on assesments made with the non-contact specular microscopy
and automatic analysis system have a substantially high rate of reproducnb:hty when standard
frame and corrected cell borders are used.

Key Words: Specular microscopy, corneal endothelium, cell density, coefficient of variati-

on, hexagonality.

GIRIS

Normal kornea endoteli, tek siralt hekzagonal hiic-
relerden olugmugtur. Dogumda 3500-4000 hiicre/mm?2
olan endotel hilcre yogunlugu yasam boyu degisiklige
ugrar ve endotel hiicre yogunlugunun kritik degerlerin

altina diigmesi, korneanin saydamhigim yitirmesine ne-
den olur (1,2).

Klinikte korneanin endote] tabakasinin morfolojisi-
ni degerlendirmek amaci ile spekiiler mikroskoplar kul-
laniimaktadir, Spekiiler mikroskopi ile yapilan kornea
endotel analizleri sonucunda elde edilen parametreler-
den en ¢ok kullantlanlari; ortalama hiicre alani, degis-
kenlik katsaysi, hiicre yogunlugu ve hekzagonalitedir,

~Topcon SP-2000P nonkontakt spekilier mikroskap-
lardandir. Otofokiisii sayesinde endotel griintiisii almak
kolaydir. Santral ve periferik korneadan gériintii alabilir.
IMAGEnet otomatik analiz sistemi ise hem alinan endo-
tel gériintiilerini saklamak hem de degerlendirme amaci
ile kullamilmaktadir.

Literatiirde Topcon SP-2000F ve IMAGEnet oto-
matik analiz sisteminin tekrarlanabilirligi ile ilgili tek
calisma bulunmaktadir (3). Cheung ve Cho'ya ait bu ¢a-
ligmada, gozlemci i¢i ve gozlemciler arasi uyumluluk

~ aragtirilmig olmakla birlikte, otomatik analiz sisteminde

hiicre siurlanmin diizeltilmesinin ve farkl biytiklikte
cerceve kullaniminin etkileri tizerine degerlendirme ya-
pilmamigtir,

Bu ¢aligmanin amaci, Topcon SP-2000P nonkontakt
spekiiler mikroskobu ve IMAGEnet otomatik analiz sis-
temi ile yapilan kornea endotel hiicre analizlerinin goz-
lemci ici ve gozlemciler arasi uyumlulugunu aragtirmak-
tir.

GEREC ve YONTEM

Calhigmaya kirma kusuru diginda okiiler ve sistemik
hastalik &ykiisii bulunmayan 15 olgu alinmistir. Her ol-
gupnun rutin oftalmik muayenesi yapilms ve okiiler pa-
toloji olmamasina 6zen gisterilmistir. Muayene sonra-
sinda, 1. gbzlemci tarafindan olgularin santral korneala-
rina ait endotel gdriintiileri nonkon'takt spekiiler mikros-
kop ile {Topcon SP-2(000P -Topcon Corporation, Tokyo,
Japan) alinnugtir. Her gézden alinan 2 net gériintli dijita-
lize edilerek daha sonraki degerlendirmeler icin IMA-
GEnet sisteminde saklanmstir. Kornea endoteli hiicre
analizi igin IMAGEnet otomatik anahz sistemi kuflaml-
migtir. :
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Kornea endoteli hiicre analizi sonucunda asagidaki
parametreler elde edilmektedir:

Sayilan hiicre: Degerlendirme ¢ercevesinin icinde
kalan hiicre sayisi.

En kiiciik hiicrenin alani: Degerlendirme cerceve-
sinin icinde kalan hiicrelerden en kiigiigiinlin alani

(pm?).

En biiyiik hiicrenin alam: Degerlendirme cerceve-
sinin icinde kalan hiicrelerden en biiyligiintin alani
(um?2).

Ortalama hiicre alani (OHA): Ortalama biiyiik-
liikteki hiicre alani (pm2).

Toplam alan: Kullanilan ¢er¢evenin i¢inde kalan
toplam alan (um?2).

Standart sapma: Hiicre alam ortalamasinin stan-
dart sapmas1 (pmZ2).

Degiskenlik katsayisi: OHA'nin, hiicre alam orta-
lamasinin standart sapmasina oramidir (%). Normalde
0.30 dan az olmalidir. Polimegatizm, hiicre alanlarinin
farkliliginin arttigint gosterir.

Hiicre yogunlugu: mm?2 deki hiicre sayisidir
(um?).

Hekzagonalite: Hekzagonal hiicre orani (%). Ideali
bu oranin %100 olmasidir. Diisiik oranlar endotel sagli-
gmin iyi olmadigni gosterir. Pleomorfizm, hiicre sekil-
lerinin farkliligini tanimlar.

Bu calismada, yukaridaki parametrelerden OHA,
degiskenlik katsayisi, hiicre yogunlugu ve hekzago-
nalite istatistiksel degerlendirmelerde kullanilmustr.

Her olgunun rastlantisal olarak segilen géziine ait
ilk goriintii, 1.gozlemci tarafindan degerlendirilmistir.
Bu degerlendirmede standart gergeve kullanilmis ve sis-
temin yanlis yorumladig hiicre simirlart manuel olarak
tekrar diizenlenmistir. Bu ilk degerlendirmeden elde edi-
len sonuglar, asagida belirtilen "ii¢ farkli degerlendirme-
nin" sonuglar ile kargilagtirilarak "gozlemeci ici uyum-
luluk" aragtirlmigtir:

I. Otomatik analiz sisteminin belirledigi hiicre sinir-
larinda hicbir degisiklik yapilmadan elde edilen analiz
sonuglar ile ilk gorilintiiniin standart sekilde degerlendi-
rilmesi ile elde edilen sonuglar karsilagtirilmigtir.

II. Otomatik analiz sisteminin kullandigi ¢erceve
biiyiikliigli degistirilmistir. Hiicre analizi i¢in kullanilan
cerceve standart cercevenin yaklasik yarisi bliyiikligiin-
de ayarlanmig ve hiicre sinirlan diizeltilerek otomatik
hiicre analizi gerceklestirilmistir.

IM1. 1.gbzlemci tarafindan, ayni goziin ikinci goriin-
tiisii standart sekilde degerlendirilmistir.

"Gozlemciler arasi uyumlulugu" belirlemek igin
de 1.g6zlemcinin aldig1 ilk kornea endoteli goriintiileri
1. ve 2. gozlemci tarafindan ayr ayr degerlendirilmis
ve elde edilen sonuglar karsilagtirlmustir.

Istatistiksel degerlendirmelerde esli t testi ve Pear-
son korelasyon analizi kullamilmistir. Esli t testinde p
degerinin <0.05 olmas istatistiksel anlamlilik olarak ka-
bul edilmistir. Korelasyon analizine ait r degerinin
>0.80 olmasi yiiksek, 0.80-0.60 arasinda olmasi orta,
<0.60 olmas diigiik korelasyon olarak kabul edilmisgtir.

BULGULAR

Caligma, okiiler ve sistemik hastalig1 bulunmayan
15 olgunun 15 goziinden olusgturulan olgu grubunda ger-
geklestirilmistir. "Gozlemci ici uyumluluk" icin yapi-
lan degerlendirmenin I. asamasinda; her olgunun raslan-
tisal olarak segilen bir goziine ait goriintii, 1. gézlemci
tarafindan standart ¢erceve kullanilarak ve hiicre sinirla-
r1 gereken yerlerde diizeltilerek analiz edilmistir. Bu
analiz ile elde edilen sonuglar, aym goriintiide otomatik
analiz sisteminin belirledigi hiicre sinirlarinda diizeltme
yapilmaksizin elde edilen analiz sonuglar ile karsilagti-
rilmustir. Bu kargilagtirma sonucunda, degerlendirmeye
aliman OHA, degiskenlik katsayisi, hiicre yogunlugu
ve hekzagonalite parametrelerinin tiimiiniin ortalamala-
r1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
(esli t testi, p = 0.00, p = 0.00, p = 0.00, p = 0.00) ve
aralarindaki korelasyonun oldukga diisiik oldugu goriil-
miistiir (Pearson korelasyon analizi, r = 0.59, r = 0.50, r
=0.59,r=0.61) (Tablo I).

II. agamada, her olgunun ilk alinan kornea endoteli
goriintileri 1. gozlemci tarafindan farkli cerceve biiyiik-
liikleri kullanilarak degerlendirilmis ve ulagilan sonugla-
rin ortalamalar standart cerceve biiyiikliigii kullanilarak
yapilan analiz sonuc¢larmin ortalamalar ile esli t testi
kullanilarak karsilastirthilmis ve aralarindaki korelasyon
arastirlmistir. Iki analiz sekli arasinda degiskenlik kat-
sayisina ait ortalama degerler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar bulunmakla birlikte (esli t tes-
ti, p = 0.04), diger parametreler agisindan anlamli farkli-
lik saptanmamugtir. Korelasyon analizinde, farkli biiyiik-
liikte cergeve kullanimina ait OHA ve hiicre yogunlugu
degerleri icin yiiksek (r = 0.92, r = 0.91); hekzagonalite
icin orta (r = 0.66) ve degiskenlik katsayis: icin disiik
(r=0.50) derecede korelasyon saptanmustir. (Tablo 2).

Olgulardan alinan ilk net goriinti ile ikinci net go-
riintdl aym gozlemci tarafindan ayri ayr degerlendiril-
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Tablo 1. Aymi gériintiiniin hiicre sinirlart diizeltilerek ve diizeltilmeden, standart biiyiiklitkteki cergeve

kullamiarak yapilan degerlendirmeleri ile elde edilen parametrelerin ortalamalar:

esli t testine ait p degerleri ve korelasyon'katsayilart (r).

GOZLEMCI ICI UYUMLULUK-I

PARAMETRELER 1. gﬁrli'zntii diizeltmeli 2. goriintii diizeltmeli p r

OHA (pm?2). 389.4240.1 302.1228.9 0.00 0.59
Degiskenlik katsayis: (%) 32614.6 58.5+648 0.00 0.50
Hiicre yogunlugu ( /mm?2) 2593.5 £ 268.2 3339.6£331.6 0.00 0.59
Hekzagonalite (%) 57.7%99 34.14+6.2 0.00 0.61

Tablo 2. Aym gériintiiniin farkh bityikliikteki cerceveler kullandarak yapilan degerlendirmesi sonucu elde edilen
parametrelerin ortalamalari,egli ¢ testine ait p deerleri ve korelasyon katsayilart {r). '

GOZLEMCI iCI UYUMLULUK-II

PARAMETRELER 1.goriintii standart ¢erceve | 1.goriintii kiigiik gerceve P r

OHA (pm?2) 389.4 £40.1 391.5+42.6 0.66 0.92
Degiskenlik katsayisi (%) 32.6+4.6 30.2£33 0.04 . 0.50
Hiicre yogunlugu { /mm?) 2593.5+268.2 2583.2 £ 286.2 0.74 0.91
Hekzagonalite (%) 57.7+009 61.9%13.0 012 0.66

mesi (standart biiyiikliikte gerceve ve hiicre sinirlan dii-
zeltilerek) ile elde edilen parametre ortalamalar birbir-
leri ile kargilagtinldiginda (II1. asama) sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamii farkbilik olmadig: goriikmilg-
tiir(esli t testi, p = 0.79, p = 031, p = 0.63, p = 0.91).
Ayrica, iki grup icin elde edilen degiskenlik katsayis: ve
hekzagonalite degerleri arasinda orta derecede korelas-

yon (r = 0.74, r = 0.77)}, hiicre yogunlugu ve OHA
degerleri i¢in ise yitksek korelasyon olduvu goriilmiigtiir
(r=092,r= 0 92) (Tablo 3).

"Gozlemciler arasi uyumluluk” i¢in yapilan deger-
Iendirme sonucunda; 1. ve 2. gbzlemcinin aym go-
ritntiiyid ayr1 ayn degerendirmelerine ait OHA, degis-
kenlik katsayisi, hiicre dansitesi ve hekzagonalite ortala-
malar arasinda farkhlik saptanmazken (esli t testi, p =
0.92, p =043, p=0.75, p = 0.22), degigkenlik katsayisi
ve hekzagonalite degerleri arasinda orta derecede kore-
lasyon (r = 0.79, r = 0.61), hiicre yogunlugu ve OHA
degerleri arasinda da yliksek korelasyon oldugu griildi
(r=0.90,r=0.88) (Tablo 4).”

Tablo 3. Ay gézlemei tarafindan degerlendivilen iki farkh gor unruye ait parametre ortalamalart,
: esli t testine ait p degerleri ve korelasyon katsayilar: (r}. o

GOZLEMCI ICI UYUMLULUK-II

PARAMETRELER Lgbrinti 2.gorintii P r

OHA (pm?) 389.4£40.1 388.2 2 45.4 0.79 0.92°
Degiskenlik katsayist (%) 32.6+46 33.6+55 031 . 0.74
Hiicre yogunlugn ( /mm2) 2593.5:£268.2 2609.5 £ 310.1 063 092
Hekzagonalite (%) 57799 57.5+£99 : 0.91 0.717
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Tablo 4. Farkli iki gbzlemci tarafindan degerlendirilen aym gdriintiiye ait parametre ortalamalari,
egli t testine ait p deferleri ve korelasyon katsaylar: (r).

GOZLEMCILER ARASI UYUMLULUK

PARAMETRELER 1. gbzlemci 2. gozlemci p r
OHA (um?) 389.4+40.1 388.9 + 46.4 0.92 0.90.
Degiskenlik katsayist (%) 32.6+4.6 32,0+ 4.1 043 0.79
Hiicre yogunlugu ( /mm?) 2593,5 £ 268.2 26060+ 3144 0.75 0.88
Hekzagonalite (%) 577199 60.5+9.2 022 0.61

TARTISMA

Spekiiler mikroskopi; yaglanmanin (4), kontakt lens
kullaniminin {5-7), diabetin (8), yapilan intraokiiler cer-
rahi girisimlerin (9) neden oldugu kornea endotel hiicre-
lerindeki degigikliklerini ortaya koymaktadir. Bu du-
rumiann tiimiinde izlem amacr da oldugu icin, kullam-
lan kornea endoteli hiicre analiz yonteminin tekrarlana-
bilirliginin ortaya konmusg olmas: gerekmektedir,

Nonkentakt spekiiler mikroskoplardan olan Topcon
SP-2000P; kullammu kolay, Gl¢lim siiresi kisa, otomatik
analiz iinitesi ile kombine edilmis ve nonkontakt oldugu
i¢in kornea epitel hasar1 ve kontaminasyon riski tagima-
yan bir alettir. Kornea endotelBu 6zelliklerinden dolayi,
klinikte preoperatuar ve postoperatuar dénemde kornea
endoteli hiicre yogunlugunu degerlendirmekte ve izlemi
gereken korneal patolojilerde rahathikla kullamlabilecek
bir alet olmakla birlikte, tekrarlanabilirligine ait galigma
say1s1 siurhdir. '

Literatiirde Topcon SP-2000 P nonkontakt spekiiler
mikroskobun tekrarlanabilirlifini arastiran tek caligma
vardir {3). Cheung ve Cho'ya (3) ait olan bu caligmada,
manuel yapilan endotel hiicre analizi ile IMAGEnet sis-
teminin kullamldigi kornea endoteli otomatik hiicre ana-
lizi senuglan kargilagtirilmig ve otomatik olarak yapilan
analizlerinde OHA ve hekzagonalite degerierinin manu-
el yénteme gore daha diiglik ve hiicre yogunlugu ile de-
giskenlik katsayisi degerlerinin de daha yiiksek oldugu
bulunmugtur. Cabismanin gdzlemeci i¢i ve gdzlemciler
arast uyumlulugun aragturtldigi bélimiinde otomatik
hiicie analizlerinin tekrarfanabilirlii; OHA ve hiicre vo-
Bunlugu igin yiksek, degiskenlik katsayisi ve hekzago-
nalite i¢in ise diisiik bulunmustur. Bununia birlikte, bu
calismada Cheung ve Cho otomatik analizlerde hiicre s1-
nirlannin dizeltilmedigi durumlarin ve farkl biiyiikliik-
te cergeve kullansminn tekrarlanabilirligi nasil etkiledi-
Zini aragtirmamuglardir. Biz de ¢galigmamizda, gizlemci
ici uyumlulugu hem farkl muayenelerde alinan gériintii-
lerin degerlendirilmesi ile hem de aym goriintliniin farkh

sekillerde (hiicre simirlarinda diizeltme yapilmadan ve
farkli bityilkliikte ¢erceve kullarumm ile) degerlendiril-
mesiyle aragtirdik, Ayrica, tekrarlanabilirligi arttirmak
icin dikkat edilmesi gergken noktalan ortaya koymayi
amagladik.

Bu ¢aligmamin itk agamasinda, otomatik analiz
sisteminin belirledigi hiicre sinirlart gdzden gegi-
rilmedigi takdirde, degerlendirmeye alinan paramet-
relerin tiimiinde istatistiksel olarak anlamh farkhiliklar
oldugu gériilmiis, korelasyon katsayilar: da oldukga dii-
siik bulunmugtur. Ornegin, hiicre sinirlan diizeltilmeden
elde edilen kornea endoteli hiicre analiz sonuglarinda;
hiicre yogunlugu anlamli sekilde daha yiiksek bulun-
mugtur. Bu sekilde elde edilen dijitalize fotograflar
gozden gecirildiginde; bazi hiicre sinirlarnin yanhs yo-
rumlandigr goériilmiigtiir. Bu nedenle, otomatik analiz
sistemi kullanilsa bile mutlaka hiicre sinirlan gbzden ge-
ciritmeli ve sistemin yanlis yorumladigs hiicre sinirlarin-
da gereken diizeltmeler manuel olarak yapilmalidir. Bir
baska deyisle sistem yan otomatik olarak kulfaniima-
lidir.

Yine bizim ¢aligmamiz sonucu ulagtiinuz bir diger
sonug da, farkl bilylikliikte cer¢eve kullammu ile OHA
ve hiicre yogunlugu igin yiiksek, hekzagonalite i¢in orta
ve degiskenlik katsayis: i¢in oldukga diiglik tekrarlanabi-
lirlik oranlandir. Ozellikle degiskenlik katsaysi igin bu-
lunan diigiik korelasyon katsayis: polimegatizm dlgiitii
olarak kullanilan bu parametrenin saglikli birgekilde be-
lirlenebilmesi ve izlem amacli olarak kullanilabilmesi
icin degerlendirmede kullamlan gercevenin biiyiikliigii-
niin mutlaka standart olmasi gerektigini ortaya koymak-
tadir. Aynm gbzlemci tarafindan degerlendirilen iki farkh
gbriintii icin de benzer sonuglar elde edilmekle birlikte,
farkl: goriintiiler kullaniisa bile standart gergeve kullam-
nunin tekrarfanabilirligi arttirdige goriilmiistiir. OHA ve
hiicre yogunlugu icin oldukga yiiksek, degiskenlik katsa-
yist ve hekzagonalite igin de iyt diizeyde tekrarlanabilir-
lik bulunmugtur.
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Gézlemci i¢i uyumlulukta tekrarlanabilirlifin en
yiiksek oldugu durum, aym gdzlemcinin farkle goriintéi-
leri standart cerceve kullanarak ve hiicre simirlarmi dii-
zelterek deferlendirmesidir.

Gozlemciler arast uyumluluk igin yapilan degerlen-
dirme sonucunda; hiicre yogunlugu ve OHA icin yiiksek
korelasyon degerleri, degiskenlik katsayisi i¢in iyi, hek-
zagonalite i¢in orta derecede korelasyon bulmugtur. Elde
edilen bu sonuglar Cheung ve Cho'nun sonuglart ile
uyumludur.

Sonug olarak, Topcon SP-2000P nonkontakt spekii-
ler mikroskobu ve IMAGEnet otomatik kornea endoteli
analiz sistemi ile yapilan degerlendirmelerde, standart
biiyitklitkte gergeve kullamlmasi ve sistemin otomatik
olarak belirledigi hiicre simirlarinin dizeltilmesi gozlem-
ci ici ve gozlemciler arasi tekrarlanabilirligi arttirmakta-
dar. T
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