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Ozetce —Mikroskopi goriintii serilerinden hiicrelerin kolektif
analizinin gerceklestirilmesi yara iyilesmesi arastirmalar1 icin
onemlidir. Bu analizlerin bilgisayar yardimiyla otomatik hale
getirilmesi sonuclarin giivenilir, tekrarlanabilir ve hizh sekilde
elde edilmesini saglayabilir. Bu calismada bir in-vitro yara
iyilesmesi deneyine ait faz-kontrast optik mikroskopi goriintii
serisi iki farkh uzman tarafindan elle isaretlenmis ve analizi
gerceklestirilmis, goriintii serisinden yara bolgesinin otomatik
tespiti icin geleneksel goriintii isleme ve derin 6grenme temelli
yontemler gelistirilmis ve performanslar1 karsilastiriimistir.

Anahtar  Kelimeler—Yara iyilesmesi,
mikroskopi, goriintii igleme, derin dgrenme.

faz-kontrast  optik

Abstract—Collective cell analysis from microscopy image se-
ries is important for wound healing research. Computer-based
automation of such analyses may help in rapid acquisition of
reliable and reproducible results. In this study phase-contrast
optical microscopy image series of an in-vitro wound healing essay
is manually delineated by two experts and its analysis is realized,
traditional image processing and deep learning based approaches
for automated segmentation of wound area are developed and
their performance comparisons are carried out.

Keywords—Wound healing, phase-contrast optical microscopy,
image processing, deep learning.

I. GIRIS

Hiicre hareketleri, kanser hiicrelerinin invaziv ve metas-
tatik kapasitelerini belirlemede onemli 6zelliklerden biridir.
Floresan veya faz-kontrast mikroskopi yardimiyla hiicrelerin
yasadiklar1 ortamlarinda belli bir siire boyunca gozlenmesi
(6rnegin in-vitro yara iyilesmesi deneylerindeki gibi [1]) mor-
folojilerinin ve davraniglarinin dinamik olarak analiz edilme-
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sine, kanser hiicrelerinin Ozelinde de invaziv ve metastatik
kapasitelerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir [2].

Floresan mikroskopi hiicrelerin 1g1ma yapan bir molekiille
isaretlenmesine dayalidir, ancak bu igaretleme sebebiyle
hiicreler toksik etkiye maruz kalabilir ve sinyalin zamanla azal-
masi nedeniyle deney siiresi kisitlidir. Bu sebeple igaretleme-
siz (label-free) gortintiileme yontemi olan faz-kontrast optik
mikroskopi tercih edilmektedir [3], [4].

Stamm ve arkadaglari, in-vitro model kullanilarak yara
iyilesmesi deneyleri konusundaki gelismeleri Ozetleyen calig-
malarinda [5], yara ylizeylerinin elle isaretlenmesinin uzun ve
yorucu oldugunu dolayistyla goriintii igleme temelli otomatik
analiz yontemlerine ihtiya¢ duyuldugunu belirtmistir. Bu
konuda literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

[k calismalardan birisi floresan mikroskopi yara iyilesmesi
verilerinin analizi i¢in ayrik curvelet doniisiimii temelli bir
¢Oziim Onermistir [6]. Ancak yontemin basarist kullanicinin
esikleme degerleri gibi parametreleri dogru belirlemesine
baglidir. Bir ImagelJ/FIJI eklentisi olarak sunulan White Wave
yontemi goriintiilerin birbirinden c¢ikarilmasina dayali basit
bir tespit yaklagimi onermektedir [7]. PyScratch, goriintiilere
Laplace ve Gauss siizgeclemenin ardindan egikleme uygula-
yarak yara bolgesini tespit eden, python dilinde kodlandigi
icin izl ¢alisan bir ¢dziimdiir [8]. Son olarak, Suarez-Arnedo
ve arkadaglar1 yara bolgesinin tespiti i¢in kontrast iyilestirme,
varyans temelli siizgecleme ve egikleme uygulayan yontemi
ImageJ/FIJI eklentisi olarak onermislerdir [9].

Bu 6n-calismada bir in-vitro yara iyilesmesi deneyine ait
faz-kontrast optik mikroskopi zaman serisi goriintiilerinin anal-
izi i¢in 1) verinin elle isaretlenmesi ve bu isaretli veri kul-
lanilarak yara iyilesmesi hakkinda sayisal bilgi ¢ikartilmasi, 2)
yara bolgesinin otomatik tespiti i¢in geleneksel goriintii igleme
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ve derin 6grenme temelli 4 farkli yontemin gelistirilmesi ve
performanslarinin analizi gergeklestirilmistir.

II. YONTEM
A. Veri seti

Calismada kullanilan faz-kontrast optik mikroskopi verisi
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii’'nden alimmustir. Epitel morfolojide invaziv
olmayan meme kanseri hiicre hattt MCF7 hiicreleri 6 kuyu-
cuklu petri kaplarina ekildikten sonra 24 saat yapigmalari
beklenmistir. Goriintilleme baglamadan hemen Once sar1 tip
ucuyla yiizey bir ¢izgi halinde kazinarak yara olusturulmus-
tur. Goriintiileme i¢in 6 kuyucuklu petri kaplar1 Leica SP8
mikroskop sisteminin 37°C sicaklik ve %5 COs saglayan
inkiibasyon odasina yerlestirilmis ve belirlenen bolgelerden 48
saat boyunca her 60 dakikada bir 10x objektif ile faz-kontrast
goriintii alinmistir. Elde edilen goriintiiler 1920x 1440 piksel
¢oziiniirliige sahiptir.

B. Verilerin elle isaretlenmesi

Elle isaretleme, bilgisayarla gorii verilerinin isaretlenmesi
ve analizi icin licretsiz olarak sunulan Supervisely adli arac
kullanilarak iki farkli uzman tarafindan gerceklestirilmigtir.
Isaretleme icin her 3 kareden biri secilmistir. Secilen kareler
bu arag¢ iizerinde polyline isaretleme yontemi kullanilarak,
yara ylizeyleri ayrintili olacak ve yaranin her iki tarafindaki
hiicreleri kapsayacak sekilde isaretlenmisgtir.

C. Isaretli verilerin nicel analizi

Calismamizda oOncelikle isaretlenmis veri kullanilarak
yara iyilesmesini sayisallagtirmak amaciyla cesitli analizler
yapilmistir. Bu hedefle her cercevede isaretli yara yiizeyleri
arasindaki uzaklik dikey yonde esit araliklarla Olctilmiis ve
yara genigliginin ortalama ve standart sapma degerleri tespit
edilmistir. Caligmada aralik olarak 10 piksel tercih edilmistir.

Ayrica yara yiizeylerinin egrilik (curvature, K) degerleri
asagidaki denkleme gore hesaplanmig, ortalama ve standart
sapma olarak raporlanmistir.
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Bu denklemde yara yiizeyleri © = x(t) ve y = y(t)
ifadeleri ile parametrik olarak tanimlanmistir.

D. Otomatik yara boliitlemesi

Bu c¢alismada faz-kontrast optik mikroskopi zaman serisi
goriintiilerinden yara bolgesinin otomatik boliitlenmesi igin
geleneksel goriintli igsleme ve derin 6grenme temelli yontem-
ler gelistirilmistir (Sekil 1). Onerdigimiz geleneksel yontem-
ler kontrast iyilestirme, esikleme, siizgecleme ve morfolojik
islem uygulayan (Algorithm-1), esikleme, morfolojik ve kontur
islemleri uygulayan (Algorithm-2) ve esikleme, morfolojik
islem ve baglantili bilesen etiketleme uygulayan (Algorithm-3)
olarak 6zetlenebilir.

Derin 6grenme temelli ¢o6ziim her biri 3 x 3 boyutlu
cekirdege sahip swrasiyla 32, 64, 128 ve 256 siizgegten
olusan U-Net [10] modelini temel almaktadir. Aktivasyon
fonksiyonu olarak son katmanda sigmoid, digerlerinde ReLu
tercih edilmistir. Modelin egitimi i¢in Adam eniyilestirici
(optimizer), ikili ¢apraz entropi (binary cross entropy) hata
fonksiyonu, 0.001 baglangi¢ 6grenme hizi ve 280 maksimum
devir (epoch) sayist kullanilmigtir. Egitim asamasinda veriyi
¢ogaltmak icin 90deg dondiirme islemi uygulanmistir. Mod-
elin yara tespit performasinin tarafsizligini saglamak amaciyla
isaretlenmis cerceveler rastgele 5 alt-kiimeye ayrilarak capraz-
dogrulama (cross-validation) gergeklestirilmistir.

Bunlara ek olarak yara iyilesmesi analizi i¢in literatiirde
onerilmis siizgecleme ve esikleme temelli geleneksel ¢oziim
iceren PyScratch [8] yontemi de verimizde kosturulmus ve
sonuclar1 karsilastirmaya dahil edilmistir.

E. Performans degerlendirme olg¢iitii

Yara boliitlemesi i¢in Onerilen yontemlerin performansi,

gercek ve tahmin edilen bolgeler arasindaki Ortlismeyi
hesaplayan Dice katsayisi ile ol¢tilmiistiir.
‘ 21X NY|
Dice = —— 2)
X[+

Bu denklemde X elle isaretlenen bolgeyi Y ise yontemin
tespit ettigi bolgeyi belirtir.

III. DENEYSEL SONUCLAR
A. Isaretlenmis veri iizerinde gerceklestirilen analiz sonuglari

Calismamizda ilk olarak elle isaretlenmis veri tizerinde
yara iyilesmesi analizi i¢in ¢esitli dl¢limler gerceklestirilmigtir.
Sekil 2 verinin her cercevesindeki yara genigliginin ortalama
ve standart sapma degerlerini gorsellestirmektedir. Ortalama
yara geniglig§inde zamana bagli olarak tistel azalma ve 7.
ile 22. cerceveler arasinda standart sapma degerlerinde artig
gozlenmektedir.

Sekil 3 verinin her cercevesindeki isaretlenmis sag ve sol
yara ylizeylerine ait egrilik degerlerini ortalama ve standart
sapma cinsinden gosterir. Gozlendigi lizere yara ylizeyleri
ilk andan yani iyilesmenin basindan (ya da yiizeylerin ilk
hareketinden) itibaren yiiksek egrilige sahiptir.

B. Otomatik yara tespiti yontemlerinin sonuglari

Otomatik yara tespiti i¢in gelistirdigimiz geleneksel yon-
temler ile U-Net temelli ¢oziimiin gorsel sonuclarini elle
isaretleme ve literatiirdeki referans yontem olarak aldigimiz
PyScratch sonuglar1 ile nitel ve nicel olarak karsilastirdik.
Sekil 4’te sunulan Dice dl¢iitii sonuglarina gore tiim yontemler
ilk cercevelerde yara bolgesini basarili sekilde tespit etmekte,
ancak ozellikle 22. cerceveden itibaren tespit basarimlarinda
belirgin diislis gbzlenmektedir. U-Net temelli yontem digerler-
ine gore daha dogru boliitleme sonucu vermektedir.

Yontemlerin yara bolgesini boliitlemede en ¢ok zorlandik-
lar1 (Dice 0l¢iitli degerlerinin en diisiik oldugu) iki ¢erceve igin
gorsel sonuglar Sekil 5’de sunulmustur. Hem referans yontem
olan PyScratch hem de geleneksel yontemlerin boliitleme
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Sekil 1: Otomatik yara tespiti i¢in gelistirilen geleneksel ve U-Net temelli yontemlerin mimarileri.
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Sekil 2: Tsaretli veri iizerinde yara genisligi analizi.
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Sekil 3: Tsaretli veri iizerinde yara yiizeyi egrilik analizi.

sonuclar1 hatali iken U-Net temelli yontem elle isaretlemeye
oldukca benzer sonuclara ulagmaktadir.

Otomatik yara tespiti icin gelistirdigimiz yOntemlerin
hesaplama siirelerini orijinal boyuttaki (1920 x 1440 pik-
sel) veriyi kullanarak 2.30GHz Intel Xeon CPU’lu ve 12GB
RAM’li bir bilgisayarda olctikk (Sekil 6). U-Net temelli
yontemin Nvidia Tesla T4 GPU iizerinde kosturuldugundaki
hizinin - PyScratch ve iki geleneksel yontem ile birlikte -
yiiksek oldugunu, diger geleneksel yontemin hizinin ise mor-
folojik bosluk doldurma adimina bagl olarak diisiik kaldigini
gozlemledik.

IV. VARGILAR

Bu calismada bir in-vitro yara iyilesmesi deneyine ait faz-
kontrast optik mikroskopi goriintii serisi elle isaretlenmis ve bu
isaretli veri kullanilarak yara iyilesmesi analizleri gerceklestir-
ilmigtir. Ayrica, goriintii serisinden yara bolgesinin otomatik
tespiti icin geleneksel goriintii isleme ve derin Ggrenme
temelli yontemler onerilmis ve bu yontemlerin performanslari
karsilastirilmistir. U-Net temelli yontemin tespit dogrulugu ve
hiz bakimindan umut verdigi goézlenmistir.

Gelecek caligmalarda Onerilen yontemlerin
performanslarinin daha genis veri kiimelerinde ol¢iilmesi
ve performans iyilestirmelerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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