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Ozetce —Hiicrelerin morfolojisi, polaritesi ve hareketlerinin
analizi kanser hiicrelerinin metastatik ve invaziv oézellikleri, yara
iyilesmesi, embriyonik gelisim gibi hiicre biyolojisi arastirmalari
icin 6nemlidir. Hiicrelerin canl ortamlarinda isaretlemesiz (label-
free) goriintiilenmelerine olanak saglayan faz-kontrast optik
mikroskopi goriintii serileri kullanilarak bu analizlerin otomatik
hale getirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu hedefle cahismamizda hiicre
hareketliligi deneyine ait bir goriintii serisi elle isaretlenmis,
isaretlenmis veri kullamlarak hiicrelerin hakeret ve sekil anal-
izlerini gerceklestiren bir otomasyon algoritmasi gelistirilmistir.
Ayrica, goriintii serilerinden hiicrelerin otomatik bdéliitlenmesi
icin, isaretli veri sayisinin az olmasi nedeniyle, U-Net temelli bir
¢oziim kurgulanmis ve performansi ol¢iilmiistiir.

Anahtar Kelimeler—hiicre hareketliligi, faz-kontrast optik
mikroskopi, goriintii isleme, derin ogrenme.

Abstract—Analyses of morphology, polarity, and motility of
cells is important for cell biology research such as metastatic
and invasive capacity of cells, wound healing, and embryonic
development. Automation of such analyses using image series
of phase-contrast optical microscopy, which allows label-free
imaging of live cells in their living environment, is a need.
With this purpose, in this study image series of a cell motility
experiment is manually annotated, and an automation algorithm
realizing motion and shape analyses of cells using the annotated
data is developed. In addition, due to the low number of annotated
data at hand, a U-Net based solution is devised for automated
segmentation of the cells and its performance is evaluated.

Keywords—cell motility, phase-contrast optical microscopy, im-
age processing, deep learning.

978-1-7281-8073-1/20/ $31.00 (©2020 IEEE

Sevgi Onal
Biyoteknoloji
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Izmir, Tiirkiye
sevgionall @ gmail.com

Devrim P. Okvur ve Ozden Y. Ozuysal
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Izmir, Tiirkiye
{devrimpesen, ozdenyalcin} @iyte.edu.tr

Devrim Unay
Elektrik-Elektronik Miih.

Izmir Demokrasi Universitesi

Izmir, Tiirkiye
unaydevrim @gmail.com

I. GIRIS

Hiicre biyolojisi arastirmacilari embriyonik gelisim, yara
kapanmasi, kanser hiicrelerinin metastatik ve invaziv ozel-
likleri gibi bilimsel sorulara cevap arayiglarinda hiicrelerin
morfolojisi, polaritesi ve hareketine dair bilgilere ihtiyac duy-
maktadirlar. Bu amagla canli hiicrelerin incelenmesine olanak
saglayan floresan ve faz-konrast gibi mikroskopik goriintiileme
yontemlerine bagvurmaktadirlar.

Belirli bir siire boyunca belirli zaman araliklariyla
mikroskopik goriintiileme yoluyla elde edilen goriintii seri-
lerinin analizi - hiicre sinirlarinin her cergevede elle isaretlen-
mesi - uzmanlarin ihtiya¢ duydugu ancak zaman alan ve
yorucu bir iglemdir. Goriintii isleme yontemleri bu islemin
hem otomatik hale getirilmesini ve hizlandirilmasini hem de
elde edilecek sonuglarin giivenilirliginin artirilmasini saglaya-
bilir. Bu konuda literatiirdeki goriintii igleme temelli ¢oziimler
faz kontrast optik mikroskopi goriintii serilerinde hiicrelerin
tespiti [1], sayilmasi [2], boliitlenmesi [3]-[6], siniflanmasi [7]
ve takibi [8] gibi farkli problemlere odaklanmuistir.

Biz bu calismada in-vitro modelde hiicre hareketliligi
deneyine ait faz-kontrast optik mikroskopi goriintii serilerinin
analizine yogunlagsmaktayiz. Bu amacgla bir in-vitro hiicre
hareketliligi deneyine ait goriintii serisi iki farkli uzman
tarafindan elle isaretlenmis, isaretlenmis veri lizerinde analizler
gergeklestirilmis ve isaretlemenin otomatik hale getirilmesi
icin derin 6grenme temelli bir ¢6ziim Onerilmigtir. Analiz asa-
masinda hiicrelerin konum, dairesellik, ylizey alan1 ve hizlari
gibi biyolojik olarak anlamli niceliklerinin sayisallagtirilmasi
hedeflenmistir.

Hiicrelerin otomatik bdliitlenmesi (isaretleme) konusunda
literatiirde histogram [9], sinir/bolge (edge/region) [10], mor-
foloji [11], aktif cevrit (active contour) [11], [12], cizge
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ilk Cerceve

Diger Cercevelerde Yakinlastinlmis Balgeler

Sekil 1: Uzman elle isaretlemelerinin orijinal resimlere bindirilmis hali. Solda ilk cerceve ve yakinlagtirilmig bolge sinir1, sagda
ise farkli cercevelere ait yakinlastirilmig bolge gorselleri sunulmustur.

ayirma (graph partitioning) [13], [14], seyrek matris ayrigtirma
(sparse matrix decomposition) [4], klasik makine 6grenmesi ile
siniflandirma [3] ve derin 6grenme [5], [6] temelli ¢oziimler
mevcuttur.

Bu calismada oOnerilen derin 68renme yonteminin farki
klasik U-Net mimarisindeki evrigsim katmanlarinin yerine
ayrilabilir evrigsim (separable convolution) katmanlarinin kul-
lanilmas1 ve bdylece boliitleme basarimindan 6diin vermeden
hesaplama hizinin artirilmasidir.

Bildiri metni sirasiyla yontem, deneysel sonuglar ve
vargilar seklinde organize edilmistir.

II. YONTEM
A. Veri seti

Bu calismada Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiitii Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimil tarafindan saglanan bir faz-
kontrast optik mikroskopi zaman serisi kullanilmigtir.
Mezenkimal morfolojiye sahip invaziv meme kanseri hiicreleri
(MDA-MB-231 hiicre hatt1) Olympus IX71 mikroskop ile
siticr tabla iizerinde 37°C’de 40X objektif ile 15 dakikada
bir goriintiilenmis ve 2568 <1912 piksel (1 piksel = 0.117pm)
boyutlu goriintiiler elde edilmisgtir.

B. Verilerin elle isaretlenmesi

Hiicrelerin analizi ve model egitiminde kullanilmak iizere,
verinin ardisik olmayan 14 zaman noktasina ait goriintiisiinde
iki farkli uzman Supervisely web tabanli isaretleme aracini
kullanarak elle isaretleme yapmustir. Hiicre sekilleri kapali for-
mda (closed-form) oldugu icin isaretlemede poligon secenegi
tercih edilmistir. Isaretlemeler oncelikle uzmanlar tarafindan
birbirinden bagimsiz olarak gerceklestirilmig, gorsel ve ni-
cel kargsilagtirmanin ardindan tutarsizlik iceren igaretlemeler
miizakere yoluyla revize edilmis ve son haline getirilmigtir.
Sekil 1 ornek bir elle isaretlemeyi farkli ¢ercevelerin iizerine
bindirilmis halde gorsellestirmektedir.

C. Isaretli verilerin nicel analizi

Calismamizda oncelikle isaretlenmis veriler kullanilarak
hiicre hareketliligini sayisallastirmak amaciyla ¢esitli analizler

yapilmistir. Bu hedefle isaretli hiicrelerin alanlari, dairesellik
degerleri, konumlar1 ve toplam katettikleri mesafeler hesaplan-
mis ve zamana bagli olarak gorsellestirilmigtir. Hiicrenin bir
zaman noktasindaki daireselligi hiicrenin alani (A) ve cevresi
(P) cinsinden agagidaki gibi belirlenmistir.

4T A

Dairesellik = Pz (1)

Konum ve Kkatedilen mesafe hesaplamalari hiicrelerin
geometrik merkezleri referans alinarak gergeklestirilmistir.
Hiicrenin toplam katettigi mesafe (]Az|) son zaman noktasin-
daki geometrik merkezi (Zson, Yson) ile ilk zaman noktasin-
daki geometrik merkezinin (x;x, yi) arasimndaki uzakliktan
faydalanarak agsagidaki gibi belirlenmistir.

|le - \/(xson - xilk)2 + (yson - yilk)2 (2)

D. Otomatik hiicre tespiti

Bu calismada faz-kontrast optik mikroskopi zaman serisi
goriintiilerinde hiicrelerin otomatik boliitlenmesi igin, liter-
atiirdeki [5], [6] caligmalarina benzer sekilde, az sayida isaretli
veri ile Ogrenebilen U-Net [15] derin ogrenme modeli ter-
cih edilmigtir. Calismamizdaki modelin digerlerinden farki
klasik evrisim katmanlar1 yerine ayrilabilir evrigsim (separable
convolution) katmanlarindan olugsmasi ve boylece hesaplama
karmagikliginin azaltilmasidir.

Model, her biri 3 x 3 boyutlu ¢ekirdege sahip sirasiyla 32,
64, 128 ve 256 siizgecten olugmaktadir. Aktivasyon fonksiy-
onu olarak son katmanda sigmoid, digerlerinde ReLu tercih
edilmigtir. Modelin egitimi i¢in RMSprop eniyilestirici (op-
timizer), seyrek kategorik capraz entropi (sparse categorical
cross entropy) hata fonksiyonu, 0.001 baglangi¢ 6grenme hizi
ve 50 maksimum devir (epoch) sayist kullamlmigtir.

Egitim asamasinda herhangi bir veri ¢ogaltma yonteminden
faydalanilmamigstir. Modelin boliitleme performasinin tarafsi-
zligin saglamak amaciyla 14 adet elle isaretlenmis cerceve
rastgele 7 alt-kiimeye ayrilarak capraz-dogrulama (cross-
validation) uygulanmustir.
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iKi UZMANIN ISARETLEMELERININ JACCARD OLCUTU KULLANILARAK KARSILASTIRILMASI
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Sekil 2: Uzman isaretlemelerinin kargilagtirilmasi. Yatay eksen gergeve numarasini, diisey eksen hiicre etiketini, resimdeki noktalar
ise ilgili hiicreye ait isaretlemelerin o ¢ergevede Jaccard oOlciitii cinsinden Ortiisme miktarini renk kodlu olarak sunmaktadir.
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Sekil 3: Isaretli hiicrelerin alan (sol)
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ve dairesellik degerlerinin degisimi.
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Sekil 4: Tsaretli hiicrelerin zamana bagli konumlar1 (sol) ve toplam Katettikleri mesafe.

E. Performans degerlendirme ol¢iitii

Hiicre boliitleme yontemlerinin bagarimlar Dice ve Jaccard
benzerlik katsayilar1 kullanilarak olctilmistiir.

Dice(X,Y) =

Jaccard(X,Y) =

2XNY]|
[X[+[Y]
|XNY]|
IXuY|

3

“

Bu denklemlerde X uzmanin elle isaretledigi Y ise yon-
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temin tespit ettigi ikili boliitleme sonuclarini gosterir. Her iki
katsayr [0,1] arahiginda deger alir ve iki sonu¢ arasindaki
benzerlik (Ortiigme) arttikga 1’e yaklagir.

III. DENEYSEL SONUCLAR

A. Isaretlenmis veri iizerinde gerceklestirilen analiz sonuclar

Calismamizda ilk olarak elle isaretlenmis veri lizerinde
hiicre hareketliligi analizine yonelik cesitli Olciimler gercek-
lestirilmigtir. Bu hedefle 6ncelikle uzman isaretlemelerinin
tutarliligr incelenmistir. Sekil 2, iki uzmanin isaretlemelerinin
benzerliklerini cerceve numarasi ve hiicre seviyesinde renk



kodlu olarak sunar. Gozlendigi tizere benzerlikler genel olarak
0.85’in iizerindedir, dolayisiyla uzman isaretlemelerinin bir-
biriyle tutarli oldugu anlagilmigtir. Bu gorsellestirme, goriintii
alanina girip ¢ikan (6rnegin Cell 1, Cell 9, Cell 10 ve Cell
11) ve mitoz boliinen (Cell 7) hiicrelerin fark edilmesini de
kolaylastirmaktadir.

Uzmanlarin igaretlemelerinin birbiriyle tutarli oldugu go-
zleminden yola cikarak, takip eden analizlerde sadece bir
uzmanin isaretlemeleri kullanilmistir. Sekil 3, hiicrelerin alan
ve dairesellik degerlerindeki degisimi gorsellestirmektedir.
Grafiklerin karmagikligin1 azaltmak amaciyla goriintiileme
alanina girip c¢ikan hiicreler ile mitoz boliinen hiicrenin
boliinme sonrasi kismi hesaba katilmamuigtir. Hiicre alanlarinda
ilk anlarda artig goriilmekle birlikte 100. gerceveden itibaren
sabit kalma, azalma ya da dalgalanma gibi farkli davraniglar
goriilmektedir. Dairesellik degerleri ise genel olarak logar-
itmik azalma gozlenmekle birlikte 200. ¢erceveden itibaren
dalgalanma artmaktadir.

Sekil 4, isaretli hiicrelerin zamanla degisen konumlarini
ve katettikleri toplam mesafeyi gorsellestirmektedir. Hiicreler
hareketlerini ilk konumlarina yakin bir alanda tamamlamak-
tadir. Toplam Kkatettikleri mesafe ise degiskendir. Tiim deney
boyunca goriinen ama kisa mesafe kateden hiicreler oldugu
gibi (6rnegin Cell 3), sadece son cercevelerde belirip gorece
¢ok yol alan hiicreler de mevcuttur (6rnegin Cell 11).

B. Otomatik hiicre boliitleme yonteminin sonuglart

Hiicrelerin otomatik béliitlenmesi icin 6nerilen U-Net mod-
elinin igaretlenmis verideki basarimi c¢apraz dogrulama al-
tkiimesine gore renklendirilmis sekilde Dice katsayisi cinsin-
den sunulmustur (Sekil 5). Cerceve bagina boliitleme basarim-
larmin 0.85’in {izerinde oldugu gozlenmektedir. Egitim aga-
masinda kullanilacak isaretli veri sayisinin artmasi halinde
boliitleme basariminin daha da yiikselecegi diisiiniilmektedir.

U-NET TEMELLI HUCRE BOLUTLEME YONTEMININ BASARIMI
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Sekil 5: U-Net temelli derin 6grenme modelinin ¢erceve basina
hiicre boliitleme bagarimi.

IV. VARGILAR

Bu c¢alismada bir in-vitro hiicre hareketliligi deneyine ait
faz-kontrast optik mikroskopi goriintii serisi iki uzman tarafin-
dan elle isaretlenmis ve bu isaretli veri kullanilarak uzman-
larin isaretlemeleri arasindaki uyum incelenmis ve hiicrelerin
hareket ve sekil analizlerini otomatik gergeklestiren bir yon-
tem gelistirilmigtir. Bunlara ek olarak goriintii serilerinden

hiicrelerin otomatik boliitlenmesi i¢in U-Net temelli bir yontem
onerilmis ve performans analizi sunulmusgtur.

Gelecek caligmalarda sunulan yontemlerin
performanslarinin  farkli goriintli serilerinde Olciilmesi ve
yontemlerin iyilestirilmesi planlanmaktadir.
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