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OZETCE

Kanser icin hedefe yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda ilk
asama, farkly antikanser maddelerin hiicre kiiltiirii ortaminda
etkinliginin él¢iilerek taranmasi ve ila¢ adaylarimn belirlen-
mesidir. Bu amacla gelistirilen testler, prosediirleri geregi
zaman alici olmakta ve ihtiya¢ duyduklar: donamimdan dolay
her laboratuarda yapilamamaktadir. Ote yandan, mikroskop
altinda gériintiiye dayalr yapilacak bir tarama testi, canli
hiicre goriintiilerinde ek isleme gerek duymadan uygulanabilir
olmasindan dolayr daha az zaman alma ve gerektirdigi ekip-
manin bulunabilirligi ile nispeten daha az maliyetinden dolay
daha yaygin kullanilma potansiyeline sahiptir. Bu tip bir testle
ilgili goriintiideki hiicresel bolgelerin kontrol grubu ile karsi-
lastirtlip hiicre 6liim miktarlarimin saptanmasit miimkiindiir. Bu
¢alismada, canli hiicre goriintiilerini ogreticisiz béliitleyerek
hiicresel bolgeleri otomatik saptayan bir yontem gelistirilmis-
tir. Bu yontem, oncelikle gradyan esiklemesi ve morfolojik
operatorlerle arka alan ve hiicresel bélgelerin yaklasik olarak
bulunmasina, ardindan bu bélgelerdeki renk ve gradyan bilgi-
sinin Gauss tabanli modellenerek son simrlarin belirlenmesine
dayamir. Farkli dokulara ait kanserli hiicre hatlarindan farkl
biiyiitme kullamlarak alinmis goriintiiler iizerinde yaptigimiz
calismalar, bu yontemin hiicresel bolgelerin yiiksek dogrulukla
saptanmasinda umut verici sonuglar verdigini géstermistir.

ABSTRACT

The first step of targeted cancer drug development is to screen
and determine drug candidates by in vitro measuring the
effectiveness of the drugs. The tests developed for this purpose
can be time consuming due to their procedures and cannot be
conducted in every laboratory due to the required hardwares.
On the other hand, an image-based screening test has a
potential to be less time consuming since it can directly be
carried out on the live cell images and to be more extensively
used because of the availability of its required equipments and
their relatively less expensive cost. With such an image-based
test, it is possible to quantify the cell death by finding cellular
regions and comparing it against the control group. In this
work, we propose a new method that automatically locates the
cellular regions by the unsupervised segmentation of live cell
images. This method relies on approximately locating cellular
regions and the background with gradient-based thresholding
and morphological operators and then finding the final
boundaries by modeling the gradient of these regions with
Gaussians. Working on the images of different cell lines
captured with different magnifications, our experiments show
that the proposed method leads to promising results.
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1. GIRiS

Kansere karsi hedefe yonelik ilag gelistirme caligmalarinda,
ilag aday1 antikanser maddelerin etkinliklerinin anlasilmasi
yolunda ilk deneyler hiicre kiiltiirii ortaminda yapilmaktadir.
Antikanser madde etkinliginin dl¢iilmesinde siklikla kullanilan
yontem, A.B.D. Ulusal Kanser Enstitiisii’nce gelistirilen SRB
sitotoksisite biyoanalizidir [1]. Bu ydntem, verilen antikanser
maddenin sitotoksik etkisini belirleyerek hiicreleri ne kadar
oldiirdligiinii 6lgmeye dayanir. Bunun icin, fikse edilen
hiicreler sulforodamin B (SRB) maddesi ile boyanir. Bu boya
hiicrelerin igerdigi proteinlere baglanan ve suda ¢dziinen bir
maddedir. Bu baglamada ne kadar hiicre, dolayisiyla ne kadar
protein, varsa deney soliisyonunda o oranda boya ¢oziiniir.
Cozeltideki SRB boyasi sogurma miktar1 515 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile belirlenir. Bulunan deger hiicre
sayist ile dogru orantilidir. Uygulanan bu yontem, igerdigi
prosediirler geregi zahmetli olmanin yani sira gerektirdigi
ekipmanlardan otiirii her laboratuarda yapilamamaktadir. Ote
yandan, bu sekilde bir testin, fikse etme ve boyama gibi ek
prosediir gerektirmeden dogrudan mikroskop altinda canli
hiicre goriintiilerinde {lizerinde gergeklestirilebilmesi zaman ve
maliyet acisindan 6nemlidir. Dahasi, nispeten kolay bulunan
ekipmanlar (mikroskop, kamera ve bilgisayar) gerektirmesi
nedeniyle goriintiiye dayal bir test daha yaygin kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. SRB sitotoksisite biyoanaliz testine
alternatif gelistirilecek goriintiiye dayali bir etkinlik 6lgme
testinde, antikanser madde verilmis canli hiicre kiiltiirlerindeki
hiicresel bolgeler otomatik olarak boliitlendikten sonra kontrol
grubu ile karsilastirilabilir ve bu sekilde hiicre 6liim miktari
nicelenebilir. Bu c¢alismada, bdyle bir testin ilk asamasini
olusturan hiicresel bolge boliitlemesi i¢in giirbiiz bir algoritma
gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Literatiirde genel goriintiiler {izerinde c¢alisan pek ¢ok
ogreticisiz boliitleme algoritmasi vardir. Bunlara 6rnek olarak
piksel renk histogramina gore dbekleme yapan [2], esikleme
uygulayan [3] ve bolge biiyiitme kullanan [4], [5] algoritmalar
gosterilebilir. Bu algoritmalar genel goriintiilerde calismak
iizere tasarlandiklar1 i¢in, canli hiicre kiiltiirii goriintiilerine
ozgii belirleyici 6zelliklerden faydalanmazlar. Ote yandan, bu
goriintiilerin hiicre ve ekilen tabak (arka alan) olmak iizere iki
boélgeden olustugu, tabak dokusunun hiicresel bolge dokusuna
gore daha desensiz oldugu gibi bilgilerin yani sira, hiicre tipine
Ozgli niteliklerin boliitleme algoritmalarinca kullanilmasi,
basarmim artirilmasina olanak saglar. Bu motivasyon
dogrultusunda yapilan calismada, canli hiicre goriintiilerine
ozgli  bilgileri kullanan  bir  boliitleme  algoritmasi
onerilmektedir. Bu algoritma, 6ncelikle gradyan esiklemesi ve
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morfolojik operatorlerle kenar yogunlugunun fazla oldugu
hiicresel bolgeleri az desenli arka alandan kabaca ayirir.
Sonrasinda, renk ve gradyanlarina gore dbeklenmis pikseller
iizerinde, biri hiicre bolgeleri digeri ise arka alan i¢in olmak
iizere iki tane Gauss simiflandirict modeli 6grenir. Son olarak,
her pikseli dgrenilen modelleri kullanarak tekrar siniflar ve bu
sekilde hiicresel bolgeleri saptar.

Literatiirde hiicre goriintiileri iizerine yapilan c¢aligmalar
hiicresel bolge boliitlenmesinden g¢ok hiicrelerin teker teker
bolitlenmesi lizerinedir [6], [7], [8]. Bu ¢alismalar, daha ¢ok
fikse edilip boyanmus, canli olmayan hiicre goriintiileri {izerine
odaklanmigtir. Boyama igleminin hiicreleri daha belirgin hale
getirip boliitlemeyi kolaylastirmasina ragmen, hiicrelerin fikse
edilip boyandiktan sonra tekrar bliylimeye devam ettirilmesi
miimkiin degildir. Bu durum aym hiicre kiiltiirinde 6lim
stireclerinin izlenememesi anlamina gelmektedir ki benzer bir
sorun SRB sitotoksisite biyoanaliz testinde de bulunmaktadir.
Nispeten az sayida olan canli hiicre boliitleme ¢alismalari ise
daha ¢ok yiiksek c¢ozliniirliikteki goriintiileri kullanmaktadir
[9], [10]. Yaptigimiz deneyler, 6nerdigimiz yontemin diisiik
¢Ozliniirliik ve diisiik biiyiitmedeki goriintiilerde ¢alisabildigini
gostermistir. Dolayisiyla, dncelikle hiicresel bdlgelerin diigiik
¢oziiniirliikte hizlica tespit edilip, sonra sadece bu bolgeler goz
oniline alinarak hiicrelerin yiiksek ¢oziiniirlilkte teker teker
béliitlenmesiyle hesaplama zamanini diigiirmek miimkiindiir.

2. YONTEM

Bu calismada, Gauss tabanli dgreticisiz bir model kullamilarak
hiicresel bolgelerin otomatik boliitlenmesi icin bir algoritma
gelistirilmistir. Bu algoritma bashca ii¢ basamaktan olusur. flk
basamak olan 6n boliitlemede, gradyan bilgisine gore esikleme
ve morfolojik operatorler kullanilarak hiicresel bolgeler arka
alandan kabaca ayrilir. Sonraki basamakta, pikseller renk ve
gradyan bilgisine goére gruplanip goriintiiniin &beklenme
haritasi elde edilir. En son basamakta ise, 6n boliitleme ile elde
edilen iki ayr1 bolgedeki (arka alan ve hiicresel bolgelerdeki)
6beklenmis piksellerin Gauss dagilim gosterdigi varsayilarak
bir parametrik model 6grenilir. Sonrasinda bu 6grenilen model
ile her piksel tekrar simiflandirilir ve son boliitleme elde edilir.
Onerilen algoritmanin sematik gdsterimi Sekil 1°de verilmistir.

2.1. On Béliitleme

On boliitleme, son boliitleme islemine temel olusturacak
goriintiiniin elde edilmesi i¢in yapilir. Bu amagla, oncelikle gri
seviyedeki goriintilye yatay ve diisey Sobel operatorleri
uygulanir ve bulunan degerlerin siddetleri esiklenerek hiicresel
bolgeler icin yaklasik sinir pikselleri ile bu bolgeler icinde
kalan kimi pikseller bulunur. Esik degeri Otsu yonteminden
faydalamlarak elde edilir. Bu islemde, hiicresel bdlgelerin,
sirlarinda ve iglerinde, yiiksek frekanshi pikselleri igerdigi
bilgisinden faydalanilir. Ancak boélgelerin i¢inde kalan tiim
pikseller yiiksek frekansli degildir. Bu yiizden, bulunan
pikseller kare yap1 elemanli genigleme morfolojik operatdrii ile
genisletilir ve aralarindaki kiigiik bosluklar kapatilir.

2.2. Gériintii Obeklenmesi

Bu basamakta goriintii pikselleri i¢in renk ve gradyan bilgileri
kullanilarak 6znitelikler tanimlanir ve pikseller bunlara gore
6beklenir. Renk bilgisi igin, piksellerin Lab renk uzayindaki
yogunluk degerleri, gradyan bilgisi i¢inse her bir renk kanalina
ayr1 ayr1 yatay ve diisey Sobel operatorleri uygulanmasiyla
elde edilen degerlerin siddetleri 6znitelik olarak kullanilir.
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Sekil 1: Onerilen algoritmamn sematik gdsterimi.

Oznitelikleri ¢ikarilan pikseller k-ortalama algoritmast ile
k gruba obeklenir. k parametresinin kiiclik se¢ilmesi, hiicresel
bolge ve arka alan piksellerinin benzer o6bek dagilimt
gostermesine yol agar. Bu ise, 6bek dagilim bilgisini kullanan
bir sonraki basamakta boliitleme basarisim diisiiriir. Biiyiik
secilen k parametresi ise gereginden fazla dbek tanimlayarak
bir sonraki basamaktaki simflandirict karmasikligim artirir ve
smiflandirict  basarisinin - diismesine yol agabilir. Yapilan
deneysel ¢alismalarda, kullanilan hiicre goériintiileri goz oniine
alinarak & degeri 5 olarak secilmistir. Bunun sonucu yapilan
gozlemlerde, genel olarak, hiicresel bolge ve arka alana ait
piksellerin ikiser dbege ayrildigi, kalan 6begin ise hiicre sinir
piksellerine karsilik geldigi goriilmiistiir.

2.3. Son Boliitleme

Bu basamak, 6n boéliitleme ve obeklenmis piksel bilgilerini
birlestirerek pikselleri tekrar simflar ve bu sekilde hiicresel
bolgeleri boliitler.
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(d)

Sekil 2: Piksel haritalarinin ¢ikarilmasi: (a) 6n boliitleme,
(b) 6beklenmis piksel haritasi, (c) hiicresel bolgeler i¢in
obeklenmis piksel haritasi, (d) arka alan igin Sbeklenmis

piksel haritasi.

Siniflandiricilarin 6grenilmesi igin, ilk olarak hiicresel
bolge ve arka alanin ayr1 ayr1 &beklenmis piksel haritalart
¢ikarilir. Bu haritalarda, sadece ilgili bolgenin pikselleri goz
oniline almip diger bolge pikselleri géz ardi edilir (Sekil 2).
Sonrasinda, haritalarda yer alan her bir pikselin komsularinin
obek dagilimlarimin  histogramlar1 tanmimlanir.  Komsuluk
tanimi i¢in nxn boyutunda bir pencere pikseller iizerinde
gezdirilir. Bu sekilde, hiicresel bolgede yer alan her bir #;
pikseli i¢in, komsularmin Sbek histogram bilgisini igeren k
boyutunda bir H; vektorii tamimlanmis olur. Benzer sekilde,
arka alanda yer alan her bir g; pikseli i¢in de & boyutunda bir
A; vektorii tanimlanir. Bu ¢alismada, hiicresel bolge ve arka
alan simflarindaki H; ve A4; vektorlerinin normal dagilim
gosterdigi  varsayilarak, Gauss tabanli bir parametrik
siniflandirict tanimlanmustir. Bu siniflandiricr igin kullanilacak
ug ve pa ortalama vektorleri, ilgili piksellerin H; ve A4;
vektorleri lizerinde maksimum-olasilik kestirimi kullamilarak
hesaplanir. Bu galigmada, her vektor elemaninin varyansinin
ayni oldugu ve farkli elemanlarin birbirinden bagimsiz oldugu
(aralarindaki covaryansin 0 oldugu) varsayillmistir. Dahasi
elemanlarin varyans: iki smif icin de ayn1 alinmistir.
Dolayisiyla, kestirimi yapilacak varyans degeri (6°) hem H;
hem de 4; vektorleri lizerinde hesaplanir. 0-1 kayip fonksiyonu
kullanilarak her simf i¢in asagidaki diskriminant fonksiyonlari
tammlanmistir. Burada, ayni varyans degerinin kullamldig
26z Oniine alinmis ve gerekli sadelestirmeler yapilmistir.

1 1
N — 1
g, (x) 3 M =55 My M

1 1

84(0) = X — oS I, )

Simiflandiricinin grenilmesinden sonra, goriintiide yer
alan her bir piksel i¢in x histogram vektorii tiim pikseller goz
oniine alinarak hesaplanir; 6grenmeden sonra 6n bdliitleme ile
bulunmus hiicresel bolge ve arka alan bilgisinden bir daha
faydalamilmaz. Hesaplanan x vektorii kullanilarak discriminant
fonksiyonlar bulunur ve piksel g, (x) > g, (x) ise hiicresel

bolge olarak, degilse arka alan olarak simiflandirilir. Piksellerin
siiflandirilmas1  sonrasinda bulunan bdlgelerdeki  kiigiik
alanlarin temizlenmesi ile son bdliitleme elde edilir. Piksel
siniflandirmast i¢in, daha becerikli (genelde daha karmasik)
siniflandiricilarin - kullanilmast miimkiindiir. Bu ¢alismada,
siniflandirict karmagikligr ve elde edilecek dogruluk orani da
g0z Oniine alinarak nispeten basit olan Gauss tabanli bir
smiflandirici tercih edilmistir. Deneylerde, bu smiflandiricinin
yiiksek dogrulukta sonuglar verdigi gézlenmistir.

3. DENEYSEL SONUCLAR

Bu caligmada kullanilan goriintiiler, Huh7 (karaciger kanseri),
Kato-3 (gastrik epiteliyal kanser), MCF7 (meme kanseri) ve
MFE-296 (endometriyal kanser) hiicre hatlarindan alinmustir.
Goriintiiler, Olympus DP72 model kamera kullanilarak farkl
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objektiflerle  alinmis,  ¢Ozlniirliik  olarak  1035x774
kullanilmistir. Bu goriintiilerden dort tanesi 4x, sekiz tanesi
10x, iki tanesi 20x ve diger iki tanesi 40x objektif ile elde
edilmistir. Kiigiik biiyiitme ile ¢ekilmis goriintiilerin daha ¢ok
kullanilmasinin  nedeni, bir goriintiide daha fazla sayida
hiicrenin degerlendirmeye alinmak istenmesidir. Ancak, 4x
objektif her mikroskopta standart bulunmadig1 i¢in deneylerin
10x goriintiilerde yapilmasma karar verilmistir. Nicel basari
oranlarmin belirlenmesi i¢in, goriintiilerdeki hiicre alanlarinin
sinirlari, biyologlarimiz tarafindan manuel olarak ¢izilmistir.
Deneylerimiz, beklenen sekilde, kullanilan objektif ile
pencere boyutu (n degerinin) arasinda dogrusal bir baginti
oldugunu gostermistir. Her objektif i¢in farkli pencere boyutu
(n=1{5,9, 15, 19, 25}) ile dogruluk yiizdeleri hesaplanmis ve
ortalamalart Sekil 3’de gosterilmistir. Bunlar dogrultusunda,
her bir goriintii i¢in, kullamilan objektife gore segilen pencere
boyutu ile alman dogruluk, hassaslik ve belirlilik ylizdeleri
Tablo 1’de verilmis ve bunlara karsilik gelen gorsel sonuglar
Sekil 4’de gosterilmistir. Bu sonuglar, bir ¢ok goriintii icin
yikksek basarili boliitleme yapilabildigini gostermektedir.
Hatali bulunan bolgeler, genelde sinira yakin, daha az belirgin
hiicresel bolgelerdir. Akill bir genigleme morfolojik operatorii
tammlayarak bu hatalari azaltmak miimkiindiir. Bu tip bir
tanimlama, caligmanin ilerleyen asamalarinda diisiiniilebilir.
Ayrica, goriintiiniin tamamina yakininin hiicrelerden olustugu
durumlarda, arka alandan yeterince bilgi almamadigindan
dolayr kimi bdliitleme hatalar1 yapilabilmektedir. Buna 6rnek
goriintii, Sekil 4’de tiiincii satirin ikinci slitununda verilmistir.

Dogruluk yiizdesi

5 10 15 20 25
Pencere boyutu n

Sekil 3: Pencere boyutu ile dogruluk ylizdesi iligkisi.
4. SONUCLAR

Bu ¢alismada, canlt hiicre goriintiilerini boliitleyerek hiicresel
bolgeleri otomatik saptayan bir yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yontem, gradyan esiklemesi ve morfolojik
operatdr ile hiicresel bdlge ve arka alami saptayarak, bu
bolgeler tizerinde renk ve gradyan bilgisini kullanan Gauss
tabanli bir simiflandiric gelistirilmesine dayanir. Canli hiicre
goriintiilerinde yaptigimiz deneyler ¢aligsmalar, gelistirdigimiz
bu yontemin umut verici sonuglar verdigini gostermistir.
Tleriki galismalarinizda, bu yéntemin ilag etkinligini Slgmede
kullanilmasi ve elde edilen sonuglardan hiicre bdliitleme
algoritmalarinda yararlamlmasi planlanmaktadir.

5. TESEKKUR

Bu c¢alisma, TUBITAK 109E206 numarali proje tarafindan
desteklenmektedir.
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Sekil 4: Kullanilan goriintiiler lizerinde alinan gorsel sonuglar.

(2]

Tablo 1: Farkli hiicre hatlarindan almnus goriintiiler
i¢in dogruluk, hassaslik ve belirlilik yiizdeleri.
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Objektif | Hiicre hattt | Dogruluk | Hassaslik | Belirlilik
4x | Huh7 87.04 98.71 79.73
Mfe296 93.95 96.73 90.98
Kato3 89.85 99.09 88.41
Mef7 96.21 97.92 95.06
10x | Kato3 92.11 99.83 90.14
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Mef7 90.10 89.89 99.94
Kato3 88.68 99.76 82.89
Mfe296 94.96 94.98 9491
20x | Mecf7 95.03 94.13 99.14
Mfe296 96.15 94.60 96.98
40x | Kato3 95.32 97.61 93.65
Huh? 98.33 98.85 98.29
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