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Hiicre kiiltiirlerinin goriintiilenmesi ve canlilik analizlerinin yiliksek dogruluk ile yapilmasi etkin
ilaglar gelistirilmesi siireglerinde olduk¢a 6nemlidir. Bu amag dogrultusunda lenssiz dijital holografik
mikroskopi sistemleri, hiicrelerin goriintiilenmesinde ve karakterize edilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sistemlerin diisiik maliyeti, kullanim kolayligi ve kolay entegrasyonu gibi
avantajlart nedeniyle kaynak smurli laboratuvarlar dahil birgok deneysel c¢aligma siirecin
yiriitiilmesinde kullanilmaktadir. Bu ¢aligma kapsamimda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canlilik
analizlerinde, hiicrelerin kenar yapilarmin fraktal 6zniteliklerinin kullanilabilmesi incelenmistir.
Hiicrelerin kirinim dalgalar1 lenssiz holografik mikroskopi diizenegi ile yakalannus, niimerik
yontemlerle ham hologramlar yeniden olusturulmustur. Hiicrelere ait fraktal boyutlarinin
hesaplanmasinda farkli kenar bulma yontemleri kullanilmis ve bu yontemlerin basarisi ¢esitli makine
Ogrenmesi yontemleriyle arastirilmigtir. Elde edilen sonuglar, hiicre canlilik analizlerinde hiicre kenar
fraktal boyutlarinin %84,10 basar1 oraninda yapilabilecegi gostermektedir.
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The Success of Edge-Based Fractal Features in Cell Viability
Analyzes in Holographic Images

ABSTRACT

Imaging of cell cultures and performing viability analyzes with high accuracy are very important in
the development of effective drugs. For this purpose, lens-less digital holographic microscopy
systems are widely used for imaging and characterizing cells. Due to the advantages of these systems
such as low cost, ease of use and easy to integration, many experimental studies, including resource-
limited laboratories, are used in the execution of the process. In this study, the use of fractal features
of the edge structures of cells in viability analyzes of MCF-7 breast cancer cells was investigated.
The diffraction patterns of the cells were captured with a lens-less holographic microscopy device,
and raw holograms were reconstructed using numerical methods. Different edge detection methods
were used to calculate the fractal dimensions of cells, and the success of these methods was
investigated with various machine learning methods. The results obtained show that cell edge based
fractal dimensions can be performed with a success rate of 84.10% in cell viability analyses.
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1 Giris

Hiicre ve mikro-partikiillerin goriintiilenmesi, analiz edilmesi ve sonuglardan anlamli iligkilerin
¢ikarilmast klinik teshis ve tedavi siireglerinin yiiriitiilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Laboratuvar
ortamlarinda yapilan hiicresel duyarlilik, tepki ve ilag ¢alismalari klinik basariya ulasmada ilk basamak
faaliyetlerdir [1], [2]. Bu nedenle diinya g¢apinda yapilan bir¢ok kanser aragtirmasinda, hiicre kiiltiirleri
tizerinde uygulanan ¢esitli ilaglarin etkisi incelenerek onciil ¢calismalar gerceklestirilmektedir. Cogu
laboratuvarda, ozellikle kaynak sinirli ortamlarda, bu tip c¢alismalar genellikle geleneksel optik
mikroskop veya akis sitometresi kullanilarak yapilmaktadir. Bu inceleme yontemlerinde kullanilan
Ozellesmis ekipmanlar kullanilmasi maliyetli arttirmakta ve ayrica analiz siirelerinin uzunlugu nedeniyle
zaman kaybina neden olmaktadir. Bu yontemlerin kullanilmasi dogrudan uzman tecriibesine bagh
olmakta dolayisiyla bir¢ok siibjektif degerlendirme meydana gelmektedir. Diger taraftan, son yillarda
hiicre ¢esitliliginin artmasi ve ilag endiistrisinin gelisimi nedeniyle, hiicre deneylerin cesitliligi artmis
ve dogrulama saglamak amaciyla fazla miktarda 6rnek toplanmasi gerekmektedir [3]-[6] . Belirtilen
sebeplerden otiirii uzmanlagmis, hizli, verimliligi yiiksek, maliyeti diisiik ve uzmanlara yardimci bir
karar-destek sistemi saglayacak cihazlara olan talep hem bilimsel hem de ticari ¢evrede oldukga yiiksek
talep gormektedir.

Son yillarda mikro-nano teknolojisinde goriilen gelismeler, kompakt, diisiikk maliyetli ve entegrasyonu
kolay goriintiileme yontemlerinin ortaya ¢ikarmustir. Lenssiz dijital eksen-iistii holografik mikroskopi
(DIMH) bu yontemler arasinda tip ve miithendislik alanlarinda sorunlarin ¢6ziimii agisindan sagladigi
ozellikleri dolayist ile birgcok avantaji beraberinde getirmektedir [7]-[9]. DIHM yontemleri sagladigt
biiyiik goriis alan1 (FOV), mikron-alt1 seviyede goriintiilleme olanak saglamasi, kompakt yapisi ve diisiik
maliyeti ile diger yontemlere kiyasla biiyiik avantajlar saglamaktadir [10]. DIHM, tip alaninda hiicre
hatlarinin goriintiilenmesinde [11], hiicre hatlarinin gercek zamanli olarak izlenmesinde, hemogram
testlerinde, idrar testlerinde, hiicre canlilik testlerinde, patolojik 6érneklerin incelenmesinde, fliloresans
goriintiilemede ve tim bu tekniklerin yani sira medikal orneklerin 3D goriintiilenmesine olanak
saglamaktadir [12].

Kanser hiicrelerinin siniflandirilmasinda hiicrenin morfolojik 6znitelikleri 6nemli bir ayrim yontemidir.
Canlilik testlerinde bu &zniteliklerin incelenmesi yiiksek dogruluk oranlari ile yapilabilmektedir.
Hiicrelerin sinirlarinin belli bir yapida olmasi ve piiriizlesmenin diisiik olmasi, kanserli hiicrenin boyama
yontemleri sonrasina canli olduguna, smirlarin belli dlgiitlere sigmamasi ve piiriizlesmenin yiiksek
olmas1 ise olii kanser hiicresi oldugunun en O6nemli gostergelerinden birisidir. Bu ayrim gesitli
Ozniteliklerle yapilabilir olup, kullanilan birgok 6znitelik ¢ikarim yontemi hiicrenin goriintli i¢inde
bulundugu konuma baghdir. Elde edilen 6zniteliklerin siniflandirilmasi amaciyla literatiirde birgcok
yaklasim bulunmakta olup, makine dgrenmesi yontemleri siniflandirma problemlerinin ¢dziimiinde
yaygin olarak kullanilmaktadir [13]-[15]. Tahmin temeline dayali sistemlerde, mevcut degiskenler g6z
oniinde bulundurularak gelecekteki bilinmeyen degerler regresyon yontemleriyle veya siniflandirma
yontemleriyle elde edilebilmektedir. Makine 6grenmesi, gelecek ile ilgili tahmin yapilmasini saglayacak
kural ve iligkileri ortaya ¢ikaran ve veriyi ¢esitli esitliklerle tanimlayan yontemlerdir [16], [17].

Bu calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 tasarlanan DIHM sistemiyle goriintiilenmis, elde
edilen hiicrelerin kenar tabanli fraktal Oznitelikleri ¢ikarilmis ve makine Ogrenmesi yoOntemleri
kullanilarak bu 6znitelikler siniflandirilmistir. DIHM sistemi 151k yayan diyot kullanilarak tasarlanmis,
hiicrelerin kirmim desenleri CMOS goriintiileme sensorii yardimiyla toplanmistir. Hologramlari elde
etmek ve kullanilan materyalleri senkronize ¢alistirmak icin goriintiilleme sistemi mikrobilgisayar
iizerine inga edilmistir. Tiim goriis alan1 hologram verilerinden hiicreler alt imgeler olarak kaydedilmis
ve ardinda her bir alt goriintiiye ¢esitli kenar bulma algoritmalar1 uygulanmistir. Farkli yontemlerle elde
edilen hiicrelere ait fraktal 6znitelikler makine 6grenmesi algoritmalari araciligiyla siniflandirilmisgtir.
Onerilen yéntemin hiicre canlilik analizlerinde hiicreleri canli ve 6lii olarak ayirmada basarili oldugu
gosterilmisgtir.
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2 Yontem ve Metot
2.1 Holografi

Holografi kavramui ilk olarak Gabor tarafindan 6nerilmistir. Tanim olarak eksen-iistii holografi, nesneye
kirimim desenleri ile referans dalganin ayni ekseni paylasmasi olarak tanimlanmaktadir. Deney
diizenekleri temel olarak 1sik kaynagi ve goriintiileme sensoriinden olugmaktadir. Isik kaynagindan
¢ikan dalgalarin bir kismu diizlemdeki nesne tarafindan dagitilarak obje dalgasini (O ), dagitilmayan
kisim ise referans dalgay1 (R ) dalgasini olusturur. Bu iki dalganin, nesnenin daha ileri biz diizleminde
etkilesime girerek, sensor tarafindan kaydedilmesi kirinim desenlerini meydana getirmektedir.
Hologram diizleminde, obje dalgas1 ve referans dalga iki-boyutlu yogunluk dagilimina sahip bir girisim

deseni iiretir (|| (X, y)|2):
I1(x,y)|" =|R+O[ =|R[ +|O] +R'0+OR @)

Burada, R?1sik kaynagindan ¢ikan referans dalga, O objenin sifir derece terimi olup ihmal edilebilir

derecede kiigiiktiir. RO gergek imge ve O'R ikiz imge olup, R"ve O ifadeleri dalgalarin karmagsik
esleniklerini gostermektedir.

Hologramlarin yeniden yapilandirma siiregleri igin ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir [18]. Bu
calismada yakalanan hologramlar1 yeniden elde etmek amaciyla acisal spektrum yontemi kullanilmastir.
Sensor diizleminde elde edilen kirinim desenleri Fourier domenine aktarilmis ve ardindan denklem 2’de
verilen transfer fonksiyonu ile ¢arpilmistir.

.27 2 2 2 9
H(f,. f,,2)= eXp['zj'\/l‘(“x) -(2f,) }(/’«fx) +(2£,)" <, -

0 , diger

H(f,, f,,2) Fourier diizleminde transfer fonksiyonu, Z yayilim mesafesi, A 151k kaynaginin dalga

boyu, (f,, f,) ifadeleri ise Fourier uzaymnda koordinatlardir. Olusturulan transfer fonksiyonunun,

Fourier uzayina ¢evrilen hologram verisi ile ¢arpilir, ardindan tekrar zaman uzayina doniistiiriiliir.
1(x,y,2,) =3 {S{1(x Y. 0} H(f,, f,,2,)} ®3)

Burada, 1(X,Y,z,) geriyayilim alaninda elde edilen goriintii, 1(X, y,0) sensor diizlemindeki hologram
verisi, H(f,, f,,z,)ifadesi obje diizlemindeki transfer fonksiyonunu ifade etmektedir. Denklemde 3

ve 3" ifadeleri iki boyutlu Fourier ve tersini ifade etmektedir. Elde edilen geri yayilan alan formu, faz
ve genlik bilgisini icermektedir. Caligma kapsaminda sadece genlik bilgisi ile ilgilenilmistir.

2.2 Goriintileme Sistemi

Hiicrelere ait hologramlari yakalamak i¢in LED aydinlatmali dijital eksen-iistii holografik mikroskopi
diizenegi tasarlanmustir. Ornek diizlemi, LED 1sik kayna@i tarafindan aydinlatilmis ve &rnek
diizleminden kaynakl girisim desenleri CMOS sensor tarafindan kaydedilmistir. LED kaynaklar kolay
kullanim ve maliyetleri dolayisiyla lenssiz goriintiileme sistemlerinde yaygin olarak tercih edilmektedir.
Calismada kullanilan LED kaynak 405 nm dalga boyundadir. Girisim desenlerini elde etmek i¢in 151k
kaynaginin uzamsal tutarhiligi gereklidir. Bu amag¢ i¢in LED 1s1k kaynagint 300 pm pinhole
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odaklandirilmigtir. CMOS gériintiileme sensoriiniin pozlama zamani, ISO ve beyaz dengesi gibi
parametreler mikro bilgisayar yardimiyla manuel olarak ayarlanmistir. CMOS goriintiileme sensorii
BAYER filtreye sahip olmasindan 6tiirii, yakalanan hologramlar RGB goriintii olup, kaydedilme
stireclerinde sadece yesil kanal kullanilmistir. Kaydedilmis holografik imgeler yeniden yapilandirma ve
simiflandirma amaciyla bilgisayara aktarilmistir.

2.3 Veri Hazirlama

Bu caligmada fraktal 6zelliklerin canlilik testlerinde kullanilabilirligini géstermek amaciyla literatiirde
siklikla kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmigtir. MCF-7 hiicre hatt1 %10 serum ve %]1 penisilin ile

desteklenmistir. 37 C° ve %5 CO, sartlarinda inkiibe edilmistir. Canli ve 6lii hiicrelere ait gériintiileri

toplayabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri oda sicakligina birakilmis ve dogal olarak oOlmeleri
saglanmistir. Canlilik analizleri i¢in tripan mavisi yontemiyle hiicreler boyanmustir.

Elde edilen holografik verilere agisal spektrum yontemi uygulanarak yeniden catilmistir. Sekil 1’ de
elde edilen goriintii ve holografik yeniden ¢atma sonucu elde edilmis goriintiiler verilmistir.

Sekil 1. a) Tripan mavisi ile boyanmis hiicrelerden elde edilen hologram gériintiisii, b) holografik
goriintiilerin yeniden yapilandirilmasi, ¢) a’da verilen ilgili hedef bdlgenin ham hologram gériintiisi,
d) c’de verilen ayn1 hedef bolgenin yeniden yapilandirilmis goriintiisii

2.4  Goriintii On-isleme

Her bir bireysel hiicreye ait fraktal boyutun hesaplanmasi ve siniflandirilmasi amaciyla goriintiilerden
hiicreler boliitlenerek alt imgeler seklinde kaydedilmistir. Tiim slayt goriintiilerine dncelikle gri seviye
dontisiimii uygulanmustir. Gri seviye olarak elde edilen imgelere Otsu metoduyla adaptif olarak ikili
imgeye cevrilmistir, ikili imgelere dairesel doldurma islemi uygulanmistir [19]. Doldurma uygulanan
ikili goriintiilerde kanser hiicrelerinin merkezlerin bulmak amaciyla morfolojik asindirma iglemi
uygulanmistir. Bu islem sonucu olarak elde edilen ikili goriintiilerin morfolojik yapilarina gore
merkezleri belirlenmistir. Merkezleri belirlenen kanser hiicrelerinin konumlar1 orijinal imgelerin
konumlariyla ortiistiiriilmiis ve orijinal imgelerden bu merkezler orta noktaya gelecek sekilde 64x64
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piksel biiyiikliigiinde alt imgeler kesilmistir. Sekil 2.’de 6nisleme adimlar1 verilmistir.

Merkezlerden
—» Merkez Belirle f—»{ 64x64 RGB
Imgeler Cikar

Orijinal RGB [, Gri Seviye

Adaptif Dairesel N Morfolojik
Imgeler Déniistiirme Esikleme

Doldurma Asindirma

Sekil 2. On-isleme adimlari
2.5 Fraktal Kutu Sayma Metodu

Kutu sayma metodu 6zellikle goriintiilerde siklikla kullanilan bir fraktal boyut hesaplamam yontemidir.
Calismada hiicre goriintiileri Prewitt, Sobel, Log ve Zero-cross yontemleri kullanilarak kenar 6zellikleri
ayr1 ayri ¢gikarilmis ve kaydedilmistir. Fraktal boyut hesabi igin kenar 6zelliklerini igeren 64x64 imgeler
aralikli boliimlerle iterasyona alinmig ve her iterasyonda kutu igine kenar denk gelmisse bir
arttirmaktadir [20]-[22]. Bu ¢alisma igerisinde 10 iterasyona kadar kutu sayim islemi yapilmig ve tim
hiicrelere uygulanmistir. En son sayilan kutu adedi nihai sonug olarak kabul edilmis ve denklem 4’de
verildigi iizere fraktal boyut hesaplanmustir.

Llog(Nit1)—(Ny)
Divii = L pain)-a1) (4)

2.6 Makine Ogrenmesi Yontemleri

Simiflandirma problemlerinin ¢6ziilmesi amaciyla bircok yontem literatiirde siklikla kullanilmaktadir.
Calisma kapsaminda Karar Agaglari, K-En yakin komsuluk, Bayes aglari, Destek Vektér Makinalari,
Lojistik Regresyon ve dogrusal diskriminant yontemleri elde edilen fraktal veri setine uygulanmigtir.
Kullanilan tiim yontemlere sirastyla egitim ve test verileri uygulanmigtir. Tiim yontemlerin basar
kiyaslamasi dogruluk performans metrigi lizerinden yapilmis olup, en basarili sonuglara Bayes Aglari
ile ulagilmistir. Bayes siniflayicilar olasiliksal teoremler kullanilarak siniflandirma islemini
gergeklestirilir. Tiim veri setinde bulunan 6zniteliklerin hangi sinifa hangi olasilik oraniyla ait oldugunu
bulur. Bayes aglar1 yonlii doniissiiz aglardir ve her diigiim ayr bir degiskeni ifade eder. Ayrica bu
degiskenler arasindaki siralama da Bayes Aglari ile gosterilebilir.

3 Sonuclar

Simiflandirma yontemi sonucu olarak iiretilen tahmin siiflar ile veride bulunan gergek siniflar ayr1 ayri
kiimelerde ifade edilir. Bu kiimeler ile siniflandirma sonucunun cesitli parametreleri hakkinda bilgi
sahibi olunabilmektedir. Tahmin edilen pozitif deger ile gergek pozitif degerin kesisimi dogru pozitif
(TP), tahmin edilen pozitif deger ile gercek negatif degerin kesisimi yanlis pozitif (FP), tahmin edilen
negatif deger ile gercek pozitif degerin kesisim kiimesi yanlis negatif (FN) ve tahmin edilen negatif
deger ile gercek negatif degerin kesisim kiimesi dogru negatif (TN) olarak isimlendirilir. Calisma
kapsaminda siniflandirma basarisin1 gostermek amactyla dogruluk performans 6lgiitii kullanilmistir.

Onceki boliimlerde bahsedilen yéntemler her bir hiicre goriintiisiine uygulanmistir. Ornek bir gdsterim
Sekil 3’te verilmistir.
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Olii

20 40 60 20 40 60

Canli-Binarize-Fraktal = 1.0252 Olii-Binarize-Fraktal Boyut =1.2636

Sekil 3. Ornek hesaplama sonucu

Gorlntiilerin ikili goriintii haline getirilmesi amaciyla farkli denemeler ve farkli ydntemlerden
faydalanilmistir. Kenar bulma i¢in ise Sobel, Log, Zero-cross ve Prewitt yontemleriyle denemeler
yapilmigtir. Cesitli yontemlerin farkli siniflandiricilar ile elde edilmis dogruluk degerleri Tablo 1’de
verilmistir.

Tablo 1. Farkli yontemlerin fraktal boyutu simiflandirma basarisi

Siniflandirma Dogruluk Performansi (%)
Kenar Karar | KNN | Bayes Destek Lojistik Dogrusal
bulma | Agaclar Vektor | Regresyon | Diskriminant
yontemi Makinalari
Prewitt 75,60 | 78,90 | 84,10 75,70 76,50 76,90
Sobel 73,30 | 72,30 | 73,70 73,30 74,50 74,10
Log 61,80 | 63,70 | 63,70 63,30 63,30 63,70
Zero- 64,10 | 60,20 | 63,70 52,60 63,70 62,50
cross

Tablo 1’de elde edilen sonuglar incelendiginde, sitotoksisite analizlerinde hiicrelerin kenar tabanl
fraktal boyutlarin kullanilmasi siiflandirma islemlerinde basarili oldugu goriilmiistiir. Bayes aglari
ve Prewitt kenar bulma algoritmasi kullanilarak elde edilen siniflandirma basarist %84,10 ile diger
yontemlere kiyasla daha basarili sonuglar tiretmistir. Ayrica denenmis olan veri madenciligi yontemleri
gomiilil sistemlerde 6n egitim sonrasinda hizli bir sekilde calisilabilmektedir.
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4  Beyanname
4.1 Cahisma Smirlamalar

Yazar(lar), bu caligmada arastirma sonucunu dnemli dlgiide etkileyebilecek herhangi bir sinirlama ile
karsilasmadigini beyan eder.

4.2 Tesekkiir

BIYOTAM ve ArelMED-I iiyelerine teknik destekleri, tavsiyeleri ve geri bildirimleri igin tesekkiir
ederiz.

4.3 Finansman Kayna@

Bu calisma Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii
2020-01-01-011 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. Sorumlu yazar Muhammed Ali PALA,
BIDEB 2211-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurti¢i Doktora Burs Programi kapsaminda tez ¢alismasi
desteklenmis olup, destekleyen TUBITAK ’a katkilarindan dolay: tesekkiir ederiz.

4.4  Cikar Catismasi

Bu ¢alisma ¢ikar catismasi yoktur.

5 Insan ve Hayvanlarla ilgili Calisma

Bu tiir bir ¢aligma igin resmi onay gerekli degildir.

5.1 Etik Onay

Bu tiir bir ¢alisma i¢in resmi onay gerekli degildir.

5.2  Bilgilendirilmis Onay

Bu ¢aligma igin katilime1 onay1 gerekli degildir.

5.3  Yazar Katkilarn

Muhammed Ali PALA: Makale igin fikir gelistirme, sonuglara ulasma yontemlerini planlama,
sonuclarin agiklanmasi ve sunumu ig¢in sorumluluk alma, literatiir taramasi sorumlulugunu alma,
makalenin tamaminin olusturulmasinda katki saglama.

Murat Erhan CIMEN: Makale icin fikir gelistirme, sonuglara ulasma yontemlerini planlama,
sonuclarin agiklanmasi ve sunumu igin sorumluluk alma, literatiir taramasi sorumlulugunu alma,
makalenin tamaminin olusturulmasinda katki saglama.

Mustafa Zahid YILDIZ: Makale igin fikir gelistirme, sonuglara ulagsma yontemlerini planlama,
sonuclarin agiklanmasi ve sunumu ig¢in sorumluluk alma, literatiir taramasi sorumlulugunu alma,
makalenin tamaminin olusturulmasinda katki saglama.

Gamze Giiney ESKILER: Makale igin fikir gelistirme, sonuglara ulasma yontemlerini planlama,

sonuclarin agiklanmasi ve sunumu igin sorumluluk alma, literatiir taramast sorumlulugunu alma,
makalenin tamaminin olusturulmasinda katki saglama.
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Asuman Deveci OZKAN: Makale icin fikir gelistirme, sonuglara ulasma yontemlerini planlama,
sonuglarin agiklanmasi ve sunumu ic¢in sorumluluk alma, literatiir taramast sorumlulugunu alma,
makalenin tamaminin olusturulmasinda katki saglama.
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