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TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZI iGIN GORUNTU ANALIZi
Alev KAKAC MESE
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitlis(i

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dal

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in deoksiribonukleik
asit (DNA) yapisinin korunmasi son derece 6énemlidir. Ancak, hicrenin normal
metabolik sureglerinde ya da fiziksel veya kimyasal etkilerle DNA'da hasar
olusabilmektedir. Yasam bilimlerinin ¢esitli alanlarinda ve bazi patofizyolojilerin
klinik tanisinda DNA hasarinin tespiti oldukga énemlidir. Tek hicre jel elektroforezi
(THJE) veya diger adiyla Comet analizi fiziksel ve kimyasal etkilerin canlilar
uzerinde yol acgtigi genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi olan DNA hasar
seviyelerinin olciimesinde kullanilan gluvenilir ve kolay uygulanabilir bir yontemdir.
Yoéntem genel olarak, canli dokulardan izole edilen ¢ekirdek igindeki DNA’nin, ince
bir agaroz jel icine yerlestirilip elektroforetik ortamda yuruttilmesini temel alir. Comet
protokolu ile elde edilen DNA goruntuleri gozle degerlendirilebilecegi gibi
gunumuzde cesitli yazilimlar kullanilarak da analiz edilmektedir. Bu tir yazilimlar
sayesinde kisa surede ve arastirmacinin deneyimine bagli kalinmayarak objektif
sonuglar elde edilebilmektedir. Literatlirde bulunan mevcut ¢alismalar, Comet analiz
sistemlerinin yar otomatik ve otomatik olarak ikiye ayrildigini gostermektedir. Yari
otomatik yazilimlar gcogunlukla kullanicidan bir esik degeri, DNA’y1 segme ve Comet
goruntisunan bas kismini segmelerini ister. Otomatik yazilimlar ise kullanici
tarafindan secilen veya goérinti boyunca yer alan Comet analiz goérintilerini
otomatik olarak analiz edip 6lglim sonuglarini sunar. Bu ¢alismada, HepG2 (ATCC
HB-8065) hepatosellller karsinom karaciger kanser hucrelerinden elde edilen
Comet analiz goruntualeri kullaniimigtir. Kullanici tarafindan segilen bu géruntilerde,
Olcum sonuglarinin hesaplanmasi ve kullaniciya parametrik veriler sunulmasi

amaclanmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Comet Analizi, DNA Hasari, Gorinti Analizi, Otsu
Metodu
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ABSTRACT
Alev KAKAC MESE
Baskent University Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

Preservation of the structure of dioxyribonucleic acid (DNA) is crucial so that genetic
information can be transmitted in a healthy way from generation to generation.
However, DNA could be damaged by metabolic processes of a cell or by chemical
or phsycial activity. Detection of DNA damage is very crucial in various areas of life
sciences and in the clinical diagnosis of some pathophysiologies. Single cell gel
electrophoresis, also called Comet Assay, is a reliable and easily applicable method
to measure/detect level of DNA damage which is an indicator of an genotoxic and
cytotoxic effect on living organisms caused by chemical and phsyical activity. The
method is generally based on the fact that the DNA in the nucleus isolated from
living tissues is placed in a thin agarose gel and run on an electrophoretic medium.
DNA images obtained with the Comet protocol can be evaluated visually as well as
can be analyzed using various software today. With such software, objective results
can be obtained in a short period of time and without adhering to the researcher's
experience. Current studies in the literature show that Comet analysis systems are
categorized into two as semi-automatic and automatically. Semi-automated
software often requires the user to select a threshold value, the DNA, and the head
of the Comet image. The automatic software automatically analyzes the Comet
analysis images selected by the user or located throughout the image and presents
the measurement results. In this study, Comet analysis images obtained from
HepG2 (ATCC HB-8065) hepatocellular carcinoma liver cancer cells were used.
Calculation of measurement results of these user-selected images and presenting

parametric data to the user are intended.
KEYWORDS: Comet Assay, DNA Damage, Image Analysis, Otsu Method
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1. GIRIiS
1.1. Galismanin Konusu

DNA (deoksiribonlkleik asit) hiicrede kalitsal materyali tasiyan ve nesilden nesile
aktariimasini saglayan, deoksiribonukleotid alt birimlerinin kovalent baglarla

birbirine eklenmesinden olusmus bir makromolekuldur [1].

DNA arastirmalarinin en 6nemli alanlari genetik ve tibbi arastirmalardir. Genetik
bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi igin DNA yapisinin korunmasi
son derece 6nemlidir. Ancak DNA’'nin zarar gorebilen bir molekil olmasi, Gzerinde
hasarlarin olugsmasina sebep olmaktadir. DNA hasari, normal DNA metabolizmasi
sirasinda kendiliginden olusabilecegi gibi fiziksel veya kimyasal etkilerle de

olusabilmektedir [2].

DNA her gun binlerce zarar verici dis ve metabolik i¢ etkilere maruz kalmaktadir. Bu
sekilde olusan DNA lezyonlari genom replikasyonunu ve transkripsiyonunu bloke
edebilir. Onarilmayan DNA hasari, mutasyonlara veya hucre veya organizmanin
sagkalimini tehdit eden 6lumcul mutasyonlara ya da genis Olgekli genom hatalarina
yol agabilir. DNA hasari analizleri, hastalik patafizyolojisi ile ilgili bilgilere ek olarak,
mesleki olarak zararl kimyasallara maruz kalmanin erken biyolojik etkilerine yonelik
onemli bilgiler de sunar [3]. Bununla birlikte biyog6zlem uygulamalari, molekuler

epidemiyoloji ve genotoksikoloji alanlarinda da DNA hasar tespiti kullanilmaktadir.

Comet analizi ya da tek hcre jel elektroforezi de denilen yontem, ince agaroz jel
katmanlari igerisine yerlestirilen DNA’nin elektroforetik ortamda yUratiimesi esasina
dayanir. Hasarinin derecesine gore, DNA pargalari molekuler agirligina bagh olarak
farkh hizlarda hareket eder. Bu da kuyruklu kayan yildiza benzer formda goérintiler
olugsmasina sebep olur [2;4;5]. Comet analizi goruntuleri DNA hasar seviyelerine
gore 0'dan 4’ e kadar derecelendirilir ve Comet analizi programlari ile 6lgim

parametreleri hesaplanir.



1.2. Galismanin Amaci ve Onemi

Comet analizi, DNA hasarinin dusUk seviyelerini tespit etmedeki hassasiyeti,
her ornek icin gerekli hicre miktarinin az olmasi, dusuk maliyeti, kolay
uygulanabilirligi ve kisa surede ¢alismanin sonlandirilabilir olmasi nedeniyle

genotoksik arastirmalarda tercih edilen bir yontemdir [3].

Elde edilen goérintilerin analizinde ginimuzde gesitli yontemler kullaniimaktadir.
Bu yontemlerden bir tanesi gorsel skorlama teknigidir. Gorsel skorlamanin kullanici
bagimh ve analiz suresinin uzun olmasi sebebiyle Comet veri analizine yonelik

analiz programlari kullaniimaktadir.

Son yillarda, litertalirde yari otomatik ve otomatik olarak ¢esitli analiz programlari
yer almaktadir. Yari otomatik olarak adlandirilan analiz programlari, kullanicidan
analiz 6ncesinde esik degeri belirleme, Comet analiz géruntisini ve bas kismini
secme gibi ek bilgiler istemekte, bu nedenle arastirmacinin konu hakkindaki
tecrubesine bagli olarak sonu¢ vermekte ve analiz suresini bagil olarak
uzatmaktadir [6-8]. Otomatik analiz programlari ise elde edilen Comet analiz
goruntuleri Uzerinde, kullanicidan bagimsiz olarak literatirde verilen olguim
parametrelerini arastirmaciya sunmakta ve/veya DNA hasar derecesine gore
goruntlleri otomatik olarak siniflandirmaktadir [3;8-15]. Ancak, otomatik analiz

programlari olarak adlandirilan ticari yazilimlar olduk¢a pahahdir.

Bu tez calismasinin amaci, Comet calismasi sonucunda elde edilen mikroskobik
goruntulerin, otomatik olarak belirlenen esik degeri ile analiz edilen goruntilerin

literatUrde yer alan olgim parametrelerinin hesaplanmasini saglamaktir.

Elde edilen verilerle, gesitli derecelerde DNA hasari bulunan goruntulere yonelik

arastirmaciya parametrik veriler sunulmasi hedeflenmektedir.
1.3. Literatiir Ozeti

Comet mikrografileri gorsel skorlama ydntemi veya gorintl isleme yazilhimlari

kullanilarak analiz edilebilirler. Gérsel skorlama ydntemi kolay olmasina ragmen

arastirmaci gorsel skorlama sonuglarini goéreli birimler olarak ifade etmektedir.

Ayrica, skorlamalar yapilirken arastirmacilarin mesleki deneyimleri sonuglari

etkileyebilmektedir. Bu nedenle, Comet analizi goéruntulerinde yapilan gorsel
2



skorlama c¢alismalari subjektif sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir [6].
Goruntu igleme teknikleri kullanilarak geligtirilen yazilimlar ise kullaniciya niceliksel

ve tekrarlanabilir dlgimler sunar.

Literaturde yapilan calismalarda, DNA hasar tespitinde siklikla kullanilan Comet
Olgim parametrelerinin, Comet uzunlugu, kuyruk uzunlugu, bas uzunlugu, bas
kismindaki DNA yuzdesi, kuyruk kismindaki DNA yuzdesi, “Tail Moment” ve “Olive
Tail Moment” (OTM) oldugu goérulmektedir [10; 15- 17].

Literaturde vyapilan c¢alismalar dogrultusunda geligtirilen gorintu analiz
algoritmalarini yari otomatik ve otomatik olarak ayirmak mumkuindur. Yari otomatik
analiz programlari genellikle kullanicidan bir deger ya da giris bilgisi (esik degeri,
Comet DNA’nin tim{ ve bas kismini segcme vb.) ister [7; 10]. Ornegin, kullanici
tarafindan esik dederi secildiginde, bu esik degeri Uzerinden yapilan hesaplamalarla
Comet analizi goéruntisunun bas ve kuyruk kisimlari belirlenir ve Comet
parametreleri hesaplanir. Konca ve ark. tarafindan National Institute of Health (NIH)
Image programi kullanilarak olusturulan program bunlardan biridir [8]. Yurtcu ve
Kiziltan tarafindan Borland Delphi 6.0 kullanilarak gelistirilen gorintli analiz
algoritmasinda ise, kullanicidan bir esik degeri belirlenmesi istenir ve metrik
kalibrasyon, acgisal rezolusyon ayarlamalari ile bas ve kuyruk sinirlarinin gizilmesi

saglanir [6].

Otomatik goérunti analiz programlarinda ise, kullanicidan bir deger istemeksizin
Comet analiz goruntlsu tespit edilmektedir. Bu sayede analiz sonuglari, gorsel
skorlama ydntemine ve yari otomatik degerlendirmelere kiyasla ¢ok daha hizl ve
objektif olarak elde edilir [10]. Otomatik goruntu analiz programlarinda, esik degeri
program tarafindan belirlenir. Esik degeri belirlenirken, deneysel slire¢ kaynakh
goruntu artefaktlarinin analizi etkilememesi igin gesitli gérintu isleme teknikleri ile
on islemler uygulanir. Yapilan bir ¢alismada, gortuntudeki artefaktlari temizlemek
icin morfolojik islemler ve golge dizeltme igslemleri uygulanmis, iki asamali olarak
esik degeri belirlenmesi ile goruntu sinirlari belirlenerek hesaplamalar yapilmistir
[9]. Gyori ve ark. tarafindan sunulan OpenComet isimli otomatik analiz programinda
ise esik degeri otomatik olarak segilip Comet dlgim parametrelerinin sonuglari
kullaniciya verilmektedir [10]. Baska bir ¢alismada, morfolojik islemler sonrasinda

‘watershed’ algoritmasi kullanilarak goruntu sinirlari belirlenmis ve Comet Olgim
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parametreleri hesaplanmistir [11]. Ek olarak, bu galismada, yari otomatik gorinti
analiz algoritmalarinda esik degerinin kullanici tarafindan segilmesinin, teknik
zorluklari tartisilmistir. Helma ve ark. da Konca ve ark. ile ayni programlama dilini
kullanarak program tarafindan otomatik olarak esik degerinin belirlenmesini

saglamiglar ve Comet dlgum parametrelerini hesaplatmiglardir [12].

Comet analizi goruntusinun tespiti ve parametrelerin olgumine ek olarak,
goruntlleri 0-4 skalasinda skorlatmak da mUmkundur. Yapilan gesitli filtrelemeler ile
Comet analiz goéruntlleri 6n islemlerden gegiriimis ve bu goruntilerin O'dan 4
dereceye kadar otomatik olarak skorlanmasi saglanmistir [7; 13; 14]. Sreelatha ve
ark. yapilan diger calismalardan farkli olarak, gimus boyama teknigi ile elde edilen
Comet analizi géruntulerinde ¢calismiglardir. Bu yontem, gortntilerin floresan temelli
etidyum bromlr boyama teknigine goére, daha artefaktli olmasina, dolayisiyla

analizin zorlagsmasina sebep olmaktadir.

Ayrica bir diger ¢alismada, gumus boyama teknigi ve florasan temelli boyama ile
elde edilen Comet analizi gérunttlerinin hem Comet analiz parametrelerini otomatik
olarak hesaplanmasi hem de goruntilerin hasar seviyelerine gore siniflandiriimasi

saglanmistir [15].
1.4. Genel Bakig

Tez calismasi genel hatlariyla alti bolumden olugsmaktadir. Tezin birinci bolumunde
¢alismanin konusu, amaci ve dnemi yer almaktadir. Ayrica, tez kapsaminda tek
hucreli jel elektroforezi ile elde edilen goruntilerinin analizine yonelik bugune dek

yapilan galismalara da yer verilmigtir.

Tezin ikinci béluminde, DNA’'nin yapisi, DNA hasari ve Comet analizi ile hasar

tespitinin kuramsal temelleri ve nasil uygulandigi ile ilgili bilgiler verilmistir.

Uglincii bélimde, tez galismasinda kullanilan matematiksel yontemler agiklanmis

ve egitlikler verilmigtir.

Doérduncu bolumde, Uguncu bdlimde verilen materyal ve yontem kapsaminda

yapilan uygulamalardan elde edilen goruntu analizi sonuglari yer almaktadir.
Besinci bolumde, elde edilen tum sonuglarin degerlendirmesi bulunmaktadir.
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Altinci bélimde ise galismaya ait oneriler kismi bulunmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Deoksiribontkleik asit (DNA), genetik materyal olarak da isimlendirilen kalitim
molekuludur. DNA ipliginin omurgasini fosfodiester baglari ile birbirine baglanmis (5
karbonlu deoksiriboz) seker ve negatif yukli fosfat gruplarinin (POa4) tekran
olusturmaktadir. Fosfodiester bag, seker grubunun 3. karbonu ile diger seker
grubunun 5. karbonundaki fosfat grubu arasinda kurulur. Her bir sekerin 1.
karbonuna baz olarak adlandirilan purin ya da primidin halkali dort tip molekilden
(Adenin, Timin, Guanin, Sitozin) biri baghdir. DNA molekullu fizyolojik kosullarda
hicre igerisinde ¢ift iplik sarmali seklinde bulunur. Sarmal yapi, iki iplikte bulunan
purin ve primidinler arasinda kurulan hidrojen baglari ile stabilize edilir. Bir ipligin
sonundaki serbest 5’ ucun kargisina serbest 3’ ucun karsilik gelmesi nedeniyle ikKi
ipligin antiparalel konumlanmasi s6z konusudur [18]. DNA'nin yapisina ait sematik

gOsterim Sekil 2.1°de verilmistir.

(b)

Bir tam

doniis
4A

Seker-fosfat
omurgasi

Major
Ovuk
(22 A)

Ana Eksen

Sekil 2.1 (a) DNA’nin ikili sarmal yapisi. (b) Cift ikili sarmalin, seker, fosfat gruplari ve
hidrojen baglari (c) Zincirlerin antiparalel dizeninin ve bazlarin yatay
gosterilmesi [19].



2.1.1. DNA hasari

Genetik materyalin yapisal ve dizilim butinliginde i¢ veya dis faktorlerin etkisiyle
meydana gelen degisiklikler DNA hasari olarak adlandirilir. DNA, yapisal ve dizilim
hasarina neden olan sayisiz farkl etkene maruz kalir. DNA’da olusan lezyonlarin
enzimatik onarimi mumkundur. Hicrelerde, DNA’da olusan hasarin tespiti, onarimi
ve hasarli hicrenin programli 6limua (apoptoz) icin molekuller slregler mevcuttur.
DNA hasarina verilen hucresel cevaplar, lezyonlarin yagamsal etkilerine, onarimina
ve sagkalim/apoptoz yolaklarina bagl olarak degisir. DNA hasari kaynaklari ve

DNA’da gelisen olaylar Sekil 2.2°de verilmigtir.

DNA hasarina neden olan faktorlerin basinda iyonize radyasyon (X ve gama isinlari,
nétron ve elektronlar, alfa parcaciklarl)) gelmektedir. Radyasyon enerjisinin
dogrudan etkisi ile DNA zincir kiriklari olusurken, radyasyonla agiga ¢ikan enerjiyle
uyarilan molekullerin (reaktif oksijen turleri) DNA ile etkilesimi hem DNA zincir

kiriklarina hem de oksidatif baz modifikasyonlarina neden olmaktadir [20].

Oksidatif baz hasari, normal metabolizma sirasinda olusabilecedi gibi iyonize
radyasyon ve cesitli kimyasallar gibi dig faktorler tarafindan da meydana
getiriimektedir. Reaktif oksijen tarleri (ROS) ve nitrojen radikalleri, dig
yorungelerinde bulunan cifttenmemis elektronlar nedeniyle reaktif molekdllerdir.
DNA ile kolayca etkileserek oksidatif baz modifikasyonu ve DNA zincir kiriklari
meydana getirebilir. DNA zincir kiriklari tek ve/veya ¢ift sarmal DNA zincir kiriklaridir
ve bir ROS olan hidroksil radikalinin DNA ile etkilesimi sonucu olusabilmektedir [2].

Sekil 2.3’te de reaktif oksijen turlerinin hiicredeki etkileri gosterilmigtir.

DNA Hasarina neden olan diger bir faktdr ise UV (ultraviyole) isinlaridir. Glunes’ten
yayilan UV radyasyonun DNA tarafindan absorbe edilmesi, DNA’nin bir ipliginde yer
alan bazlar arasinda pirimidin dimerlerinin olugsmasina neden olur [20]. Bununla

birlikte gapraz baglanmalara ve zincir kiriklarina yol agmaktadir [2].



iyonize UV Isinlan  Kimyasal Ajanlar  Hiicresel Replikasyon Hatalar

Radyasyon Metabolizma
Deaminasyon Primidin Dimer ~ Zncirferarast o

Capraz Baglanma

Apurinik Bolge Yanhs Eslesme Cift Zincir interkalasyon Ajani  Tek Zincir
Kingi Kingi

Sekil 2.2 DNA hasari kaynaklari ve DNA'da gelisen olaylar [21]

Abiyotik ya
da biyotik
foktbrie Lipitler & o
— Membranla\ 3
—— Proteinler — Ara lrdnler i
DMA hasan
Baz haszar|
:::;E::Ilizma AntioksidanSipirme 'I'e.:zl_n:l.r :m:llarl
mekanizmas: Cift zincir kinklan
DMA-DMNA capraz baglanmalan
DMA-protein capraz
baglanmalan

Sekil 2.3 Serbest Oksijen Radikallerinin hticredeki etkileri [22]



2.1.2. DNA onarimi eksiklikleri ve hatalarinin sonuglari

DNA onarimindaki eksiklikler ve hatalar genetik kararsizliga neden olur. DNA
onarim mekanizmalarindan sorumlu olan gen ve proteinlerdeki degisikliklerin
kanser, yaslanma ve bazi genetik hastaliklarla iligkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin,
kalitsal non-polipozal (polip olusumu gbézlenmeyen) kolerektal kanser, yanlis
eslesmenin  onarimindaki bozukluktan kaynaklanirken, nukleotid eksizyon
onarimindaki bozukluklar UV kaynakli cilt kanseri riskinde artiga sebep olmaktadir.
Meme kanseri ise c¢esitli c¢alismalarda iyonize radyasyona maruz kalma ile

iligkilendirilmigtir [18].
2.2. Tek Hucre Jel Elektroforezi (Comet Analizi) Nedir?

Elektroforez, yukli molekillerin yari kati bir ortamda elektrik akimi ile hareketi
esasina dayanan bir yontemdir. Omurgasinda bulunan negatif yukla fosfat gruplar
nedeniyle DNA toplamda negatif yukli bir makromolekuldir ve elektroforetik
yontemlerle incelenebilmektedir. DNA hasari, ilk kez Rydberg ve Johnson
tarafindan tek hicre elektroforezi ile 1978 yilinda niceliksel olarak tespit edilmistir
[23]. Cift boya kullanilarak uygulanan bu mikroskopik goériuntileme yontemi, 1984
yilinda Ostling ve Johanson tarafindan mikrojel elektroforez protokolii ve DNA'ya
baglanan floresan boya kullanimi ile tespit hassasiyeti arttirilarak gelistirilmistir.
Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen protokol, nétral kosullarda
yurutaldagunden DNA superkoil yapinin agilmasina neden olan tek zincir kiriklari
tespit edilmekteydi [24]. Daha sonra, Singh ve ark. (1988) tarafindan modifiye edilen
protokol, kuvvetli alkali ortamda (pH >13) uygulanmakta ve hem tek zincir hem de

cift sarmal kiriklarinin nicel tespitine olanak saglamaktadir [25].

Comet analizinin temel prensibi, tek hiicre ve gekirdekten elde edilen DNA’nin
incelenmesi esasina dayanir. Boylelikle, kimyasal ve fiziksel faktorlerin canh
hicreler Uzerindeki genotoksik etkileri belirlenebilmektedir. Genel olarak, canh
hicre patlatilarak ¢gekirdek veya DNA izole edilir ve lam Uzerinde ince agaroz jel
tabaka katmanlari igerisine gomuluar. Agaroz jel tabakalar icerisindeki DNA'nin
elektrik akimi ile elektroforetik ortamda hareketi saglanir. Alkali ortamda kromatin
yapisinin agillmasi ve DNA'nin kismen denatlre olmasi saglanir. Genotoksik

faktorlerin etkisiyle DNA'nin tek ve/veya cift zincirindeki kirilmalar nedeniyle farkl



molekul agirliginda DNA pargalari olugur. Farkli molekuler agirliktaki DNA pargalari
elektroforetik ortamda farkh hizda hareket eder. Elektroforezin ardindan jel
icerisindeki DNA, etidyum bromur gibi DNA’'ya 6zgll bir boya ile isaretlenir ve
floresan mikroskop altinda incelenir. Hasar gérmemis intakt stiperkoil DNA ¢ekirdek
yapida ¢ok yavas hareket eder ve mikroskop altinda dairesel formda gézukur. Tek
velveya cift zincir kiriklari, ¢apraz baglanmalar ve baz hasari gibi lezyonlar
nedeniyle stperkoil yapisi blyuk olgide acgilan ve/veya farkli boyutlara pargalanan
DNA, parcalarin molekiler agirhgina bagh olarak farkli hizlarda hareket eder.
Hasarin derecesine yani farkl boyutlardaki DNA pargalarina ve/veya superkoil
yapidaki gevsemelere gore dairesel formda bir “bas” ve daginik “kuyruk” gorantisu
meydana gelir. Kuyruklu kayan yildiza benzer forma gortintiler nedeniyle yonteme
ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamina gelen “Comet” adi verilmistir [2:4;5;25]. Sekil

2.4’te Comet analizi ile elde edilen 6rnek mikrografi gorintlsu verilmigtir.

Sekil 2.4 Comet Analizi ile elde edilen 6érnek mikrografi
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2.2.1. THJE basamaklari

THJE yontemi DNA'ya sahip tum canli hucrelere uygulanabilir bir yontemdir.
Yoéntemin farkli hicre tiplerine ve amaca gore degisken basamaklari ve siralamasi
olmakla birlikte, protokoliin genel basamaklari agagida verilmektedir [25-27]. Verilen
bu basamaklara ait sematik gosterim Sekil 2.5'te bulunmaktadir.

1. Hducrelerin hazirlanmasi
Lamlarin hazirlanmasi
Hucre patlatma
Alkali ortamda DNA yapisinin agiimasi
Elektroforez
Notralizasyon

DNA boyama ve Comet goérintileme

© N o g A~ Wb

Comet degerlendirme

2.2.1.1. Hucrelerin hazirlanmasi

Saglikli bir analiz igin érnek materyale uygun olarak hazirlama basamagi kullanilir.
Tam kan (polimorf I6kositler, monontikleer hicre fraksiyonlari), ¢esitli bitki dokulart,
pirimer doku kultari ve hucre dizisi ornekleri, sperm hucreleri gibi ¢ok farkh
materyallerden 6rnek hazirligi yapilabilir. Hlcre tipine gore uygun doku parcalama

ve hicre hazirlama protokolleri uygulanir [2; 5; 26; 27].

2.2.1.2. Lamlarin hazirlanmasi

Mikroskop altinda inceleme sirasinda net ve temiz bir géruntu elde edebilmek icin
tum iglemler bitinceye kadar lam Uzerindeki jel katmanlarinin bozulmadan
kalabilmesi gerekmektedir. Hicre tipine gére katman sayisi farklihk goésterebilir.
Lamlarin Uzerine oncelikle 6n kaplama denilen normal erime dereceli agaroz jel
yayilir. On kaplama yapilan lamlar kuruduktan sonra, disik erime dereceli agaroz
jel icerisinde suspansiye edilmis hicreler 6n kaplama yapilmig olan lamlarin Gzerine
tabakalandirilir. Bu tabaka agaroz jel katilastiktan sonra, Gglncu kat disuk erime
dereceli agaroz jel lamlarin Uzerine yayilir. Boylelikle, iki jel tabakasi arasinda
gOmuld hacreleri igeren bir jel sistemi olusturulur [2; 22; 26; 27].
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Sekil 2.5 Comet analizi basamaklari [22]
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2.2.1.3. Hucre patlatma

Agaroz jel tabakalari donduktan sonra, jel sistemi yuksek konsantrasyonda tuz ve
deterjan igceren ve hucre tipine 6zgul belirlenen ¢ozeltide, 4°C’da karanlik ortamda
iki saat bekletilir. Bu islemin amaci, DNA’'nin agaroz jel icerisinde serbest kalmasini
saglamaktir. Hucre Patlatma islemi sirasinda biyolojik zarlar pargalanir ve hucre
icerigi cekirdekten ya da DNA’dan uzaklastiriir. DNA kuguk bir miktar nonhiston
proteinlerle birlikte yluksek stperkoil yapisinda kalir. Lamlar birka¢ defa uygun bir
tampon ile yikanarak, hicresel artiklar ile kalan deterjan ve tuzlar uzaklastirilr [2;
26; 27] .

2.2.1.4. Alkali ortamda DNA yapisinin acilmasi

Hazirlanan lamlar, c¢ift sarmal DNA vyapisinin aciimasi (denatlirasyon) igin
elektroforez dncesinde yuksek alkali (pH>13) elektroforez tamponunda bekletilir.
Alkali tampon icerisinde ¢ekirdekteki ¢ift sarmal DNA, zincir kiriklarinin bulundugu

noktalardan agilmaya baslar [2; 26; 27] .
2.2.1.5. Elektroforez

DNA sarmalinin agilmasindan sonra, jel icinde olugan tek zincir DNA alkali
kosullarda 24 V (300 mA) 20 dk. suresince karanlik ve soguk ortamda elektroforeze

tabi tutularak Comet olusumu saglanir [2; 26; 27] .

2.2.1.6. Notralizasyon

Elektroforez islemi tamamlaninca alkali tampon ¢ozeltisinin uzaklastirilmasi igin
lamlar uygun nétral (pH 7-7.5) bir tamponla (0.4 M Tris) en az 3 kez yikanir [2; 26;
27].

2.2.1.7. DNA boyama ve comet goriintiileme

DNA’nin goruntulenebilmesi i¢cin DNA’nin 6zgul bir boya ile boyanmasi yani
isaretlenmesi gerekmektedir. Yaygin olarak, floresan 6zellikli etidyum bromur
kullanilsa da gumus nitrat (AgNOs) boyama teknigi de goéruntilemede
kullaniimaktadir [2; 26; 27].
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2.2.1.8. Comet degerlendirme

Comet mikrografilerinde 5 farkli kategoride goruntu elde edilir. Gorsel skorlama
dikkate alindiginda, 0 dereceli goérintlinin bas kismi net bir sekilde goérintp kuyruk
kismi olusmazken, Comet derecesi arttikga, goérintideki kuyruk uzunlugu artip bas
Kisminin gorunurligu azalmaktadir. Comet analiz goruntilerinin  siniflandirihp
degerlendiriimesinde gorsel skorlama teknigi ya da goruntu igleme yazilimlari
kullaniimaktadir. Cizelge1’de 5 farkl kategoride gorsel olarak skorlanan Comet
analiz goruntuleri verilmistir. 400X buyutme faktérini, AU ise (arbitrary units) goreli

birimleri gostermektedir.

Cizelge1. Comet siniflandirmalar [22]

Comet Skoru 400X AU
0 Oxh[]cre#O
1+ Oxhl'.'lcre#1
24 Oxhuore#2
3+ Oxhucre#3
4+ Oxhucre#4

14



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Comet Analiz Goriintlilerinin Elde Edilmesi

Tez calismasinda kullanilan Comet analiz goruntileri HepG2 (ATCC HB-8065)
hepatoselliler karsinom karaciger kanser hiicrelerinden elde edilmistir. Ornekler,
Bolum 2.2.1.'de anlatilan Comet analizi basamaklarina goére hazirlanmistir. Sekil
3.1.de floresan mikroskobu (Nikon, Eclipse E600) ve florasan mikroskobundan elde
edilen gérantinin analizi igin kullanilan sistem verilmistir. Gértntiler 400x blayutme

faktord kullanilarak gérantilenmigtir.

(@) (b)
Sekil 3.1 (a) Floresan mikroskobu (b) Gorlintl analiz sistemi
3.2. Analiz Yontemine Genel Bakig

EtBr ile boyanip floresan mikroskobuyla goérintilenen HepG2 (ATCC HB-8065)
hacreleri MATLAB programi ile gelistirilen algoritma ile analiz edilmistir. Algoritma,
On islemler, Géruintiiniin Secilmesi, Ara islemler, DNA Konturlarinin Belirlenmesi
ve Comet Olgiim Parametrelerinin  Hesaplanmasini iceren dért kisimdan

olusmaktadir. Algoritmanin blok diyagrami Sekil 3.2’de gorulmektedir.

15



e DNA Konturlarinin
On Islemler Goruntunun  Ara Islemler Belirlenmesi ve Comet
Secilmesi Olgiim

Parametrelerinin
Hesaplanmasi

Sekil 3.2 Algoritmanin blok diyagrami

3.3. Goriuntliniin Sayisallagtiriimasi

Sayisal gorunti analog sinyalin dijital sinyale ¢evrilmesi ile elde edilir. Dijital sinyale
cevrilen sinyal ise gorunti olusturulmak Uzere matris elemanlari olarak dizilir.
Matrise dizilen her bir elemente piksel denir. Her pikselin uzaysal koordinatlari ise
f (xy) olarak ifade edilir. Esitlik 3.1°de verilen M situn sayisini, N satir sayisini
gOstermektedir. £ (x,y) olarak ifade edilen koordinat gifti, 8 bit gériintu icin ayrica

0 < f(x,y) < 255 olacak sekilde parlaklik bilgisini de icermektedir [28].

£(0,0) fo1n - f(ON-1) ]
f(M-10 f(Mm-11) - f(M—1,N-1)

3.4. Renkli Gorlintliniin Gri Skala Gorlintliye Cevrilmesi

THJE yonteminde DNA’'nin goruntulenebilmesi icin DNA’nin 6zgul bir boya ile
isaretlenmesi gerekmektedir. Bu sebeple elde edilen goruntuler gri skala yerine 3
ana rengin farkli oranlarda temsil edildigi RGB (Red Green Blue) duzleminde
olmaktadir. Bu galigsmada islem kolayligi olmasi agisindan RGB dizleminde elde
edilen Comet analiz goruntileri RGB bilesenlerini igeren esitlik 3.2 ile gri skala
goruntlye c¢evrilmis ve sonraki islemler gri skalaya gevrilmis goruntiler Uzerinde

uygulanmigtir [29].

X=0.2989 * R + 0.5870 * G + 0.1140 * B (3.2)
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3.5. Goriintii lyilestirme Yontemleri

Goruntu iyilestirme, dijital goruntulerin daha iyi gorsellestiriimesi ve ileri goruntu
isleme analizleri igin dizenlenmesi islemleridir. Goruntu iyilestirme islemlerinden
beklenen, goruntideki gurultilerin ortadan kaldirilmasi, sinirlarin, parlakliklarin,
belirlenen Ozelliklerin ortaya c¢ikarilmasi veya gizlenmesidir. Comet analizinde
belirlenen parametreleri hesaplamadan 6nce goéruntulerin analiz edilebilir hale
getirilmesi icin bir takim islemlerden geciriimesi gerekmektedir. Sekil 3.3'te

tasarlanan algoritmaya ait akis diyagrami verilmistir.

Goruntu I

I

Sinir Yapilari |

Temizleme

Gorunta
Secme

KSUHE I

0

Gauss Filtresi

I

Uyarlamali Esikleme I

! !

Comet Olgiim
Parametrelerini
Hesaplama

Kenar Belirleme

Sekil 3.3 Algoritmanin akis diyagrami
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3.5.1. Gri seviyeli morfolojik gericatma

Morfoloji (bicimbilim), goruntudeki sinirlar, iskeletler ve digsbukey zarf gibi bolgesel
sekillerin tanim ve temsilinde goruntu bilesenlerini elde edebilmek igin
kullanilabilecek teknik ya da teknikleri niteler. S6z konusu morfolojik teknikler,
budama, inceltme, genigletme ve morfolojik suzgec¢leme gibi 6n veya son islemlerde
kullanilabilir. Morfolojik geri gatma islemi, bir yapisal eleman ve iki goruntuyu ihtiva

eden bir morfolojik déntsimdur [28].

Morfolojik gericatma islemleri, isaretli yapilarin ortaya c¢ikarilmasinda, koyu renkli
piksellerle gevrili agik renkli piksellerin bulunmasi, géruntu kenarlarindaki yapilarin
tespiti veya ortadan kaldiriimasi, goruntu bosluklarinin doldurulmasi veya tespit

edilmesi gibi birgcok islemde kullaniimaktadir [28].

3.5.1.1. Kesel (Geodesik) genisletme

Kesel (Geodesik) Genigletme, morfolojik gerigatma islemlerinde kullanilan
tekniklerden biridir. Fisaretci gorintl, ¢ maske goruntisl, B ise yapisal elemani
temsil eder. Esitlik 3.3’te 1 buyuklugundeki isaretgi goruntinun genigletiimesi ifadesi
bulunmaktadir. Bu esitlikte @ islemi geodesik genisletme, A ise genigletme
hesaplamasindan sonra her (x, y) noktasinda & ve sonug arasindaki en kiguk

degerin segilmesi islemini gostermektedir [28].
DP(F) = (F ®B)AG (3.3)
Byapisal elemanti ile F’nin geodesik genisletmesi esitlik 3.4’te verilmigtir.

[F®B](xy) = (glt%{F (x—s,y—1)} (3.4)

Bir Figaretci gorintua ile bir ¢ gri seviye goruntisinin genisleme ile morfolojik geri
catmasi Fnin Gye goOre geodesik geniglemesidir. Bu igslem kararli durum elde
edilinceye kadar devam eder.

ikili géruntiler icin B yapisal elemani Sekil 3.4’teki gibi temsil edilebilir.
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Sekil 3.4 Yapisal eleman

3.5.1.2. iki boyutlu goriintiide piksel komsuluklari

Goruntude piksel komsulugu, bir pikselin baglantili oldugu diger pikselleri tanimlar.
4’lG piksel komsulugu bir pikselin yatay ve dikey yonde iligkili oldugu pikselleri, 8’li
piksel komsulugu bir pikselin yatay, dikey ve diyagonal yonde iligkili oldugu pikselleri
ifade eder. Sekil 3.5’te 4’10 piksel komsulugu ve 8'li piksel komsulugu gosterilmistir
[28].

f(xy+1) f(x-1y+1) | f(xy+l) |f(x+ly+1)
f(x-1y) | f(xy) | f(x+ly) f(x-1,y) f (X y) f (x+1,y)
f (x,y-1) f(x-1y-1) | f(xy1) | f(x+ly-1)
(a) (b)

Sekil 3.5 f (x, y) Pikselinin komsuluklari a) 4’lu piksel komsulugu b) 8'li piksel
komsulugu

3.5.1.3. Goriuintiiniin sinir yapilarinin temizlenmesi

Goruntindn  sinir yapilarinin temizlenmesi iglemi, eger goruntu kenarinda ve
gOruntlnin gevresinde bulunan noktalar, gérintiden daha dusik parlaklikta ise bu
noktalarin filtrelenmesi prensibine dayanmaktadir [28]. Bu islem Sekil 3.5’te verilen
4-10 piksel komsulugu veya 8'li piksel komsuluguna gore uygulanan geodesik
genisletme iglemi ile gergeklestirilir. Bu uygulamada, maske olarak /orijinal goruntd,

Fisaretgi gorintu olarak esitlik 3.5’de verilmistir.
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I (x,v), (x,y) I'min svur bolgeleri lizerinde ise

0, diger (3-5)

F(x,y) = {
Sinir temizleme algoritmasinda morfolojik gericatma islemlerinden olan geodesik
genisletme iglemi yapilir ve daha sonra esitlik 3.6’da verilen /orijinal gériintistinden
geodesik genigletme ile morfolojik geri catma iglemi uygulanmis gorintu gikarilarak
sinira herhangi bir nesnenin dokunmadigi X gorintusu elde edilir. Sekil 3.6’da sinir
temizleme islemine ait ornek bir uygulama verilmistir. Bu ¢caligmada sinir temizleme
islemi Comet analiz goruntlleri ¢cevresinde bulunan boyama ya da goéruntileme

tekniklerinden kaynaklanan artefaktlari ortadan kaldirmak amaciyla kullaniimistir.

X =1—RP(F) (3.6)

(b)

Sekil 3.6 Sinir temizleme islemi (a) Orijinal gérintid (b) Sinir temizleme iglemi
sonrasinda goruntu [28]

3.5.2. Kontrast sinirli uyarlamali histogram esitleme (KSUHE)

Histogram, goruntindn piksel parlaklik degerlerine karsi, bu degerlerin goruntu
icerisindeki dagihmini ifade eden grafiktir. Kontrast sinirli uyarlamali histogram
esitleme, goruntunun belirli pargalara ayrilarak her bir bolgede uyarlamali histogram

esitlemenin sinirlandiriimasi yontemidir [30].

KSUHE uygulamasinda gorunta, birbiri ile értismeyen esit boyutlarda pargalara
ayrilir. Ornegin, 512x512 piksel boyutlu bir gérintl, Sekil 3.7’de goérildiga gibi her
bir kenari 8 piksel olan 64 esit parga olacak sekilde ayrilir Gg farkli gruba ayrilir. Bu
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parcalar CR (Corner Region), BR (Boarder Region) ve IR (Inner Region) olarak
adlandirihr [31].

Sekil 3.7 Goruntunun es bolgelere ayrilmasi [31]

Bu uygulamada, oncelikle ayrilan her bir par¢anin esitlik 3.7 ile (probability density
function, PDF) olasilik yogunluk fonksiyonu hesaplanir. Pdf ile her bir parganin
histogrami hesaplanmis olur. Pdfye ait denklem esitlik 3.7°de verilmistir. Bu esitlikte
m bit sayisi olmak Uzere, verilen k, parlaklik seviyesini, p; , k& parlaklik seviyesinin

goéruntu icerisinde kag adet oldugu, p ise toplam piksel sayisini gostermektedir.

pdf(k)z%k, 0<k<2m-1 (3.7)

Ardindan esitlik 3.8 ile her (Gj) bolgesinin gri skala haritalamasi hesaplanir. Bu

esitlikte verilen N, her bolge i¢in (n=0,1,2,..., N-1) igin gri seviye sayisi, h; ;(k) girig
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gorintasuy, f; ;(n) ¢ikis gorlntusidir. Bu islem histogram denklestirme olarak ifade

edilir.

(N-1) <
HOEE .kZOhi,,-ao (3.8)

Histogram denklestirme islemi ile maksimum kontrastlik elde edilir. Kontrasthgi
istenen seviyeye c¢ekmek icin esitik 3.9'da verilen maksimum egimin
sinirlandirilmasi gerekir [31]. Maksimum egimin sinirlandiriimasi ise histogram
yuksekliginin kirpilmasi demektir [30]. Maksimum egimi sinirlandirmak igin esitlik
3.9'da verilen B kirpma limiti kullanihir. Esitlik 3.9’da verilen N gri seviye sayisi, M
toplam piksel sayisi a kirpma faktorl, s,,,, maksimum egimdir. Bdylelikle her

bdlgenin histogramina gore kirpma sinir degeri elde edilir.

M a
AT (1 + W (Smax - 1)) (3-9)

B=%

0<a<100
1 < Sypax < 100

Kirpma sinir de@eri belirlenen histogram bolgelerinde, bu limiti agsmayacak sekilde
esitlik 3.8 ile histogramlar tekrar olusturulur. Sekil 3.8’de KSUHE uygulamasina ait
grafiksel gosterim bulunmaktadir. Ardindan, bilineer enterpolasyon yontemi

kullanilarak yeni goruntu elde edilir [31].

Sekil 3.8 KSUHE esigi ve esik Uzeri bolgelerin dagitiimasi
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Bilineer enterpolasyon yontemine gore Sekil 3.7'de verilen her bolge dort geyrek
parca olarak dusunallr. Sekil 3.9'da goruldagu gibi, verilen IR grubundaki her

bolgenin her geyregi dort komguya sahiptir.

IR grubuna ait bolgelerdeki p pikselinin yeni degeri egitlik 3.10 ile hesaplanir. Egitlik
3.10°da verilen p degeri hesaplanan piksel, r, s, x ve y de@erleri ise p pikselinin en
yakin dort bolge ile olan mesafeleri temsil etmektedir. Bu mesafelere ait gdsterim

Sekil 3.9°'da verilmigtir.

pyeni= — (Lfi—l,j—l(peski) + Lfi,j—l(peski) ) + — (Lfi—l,j(peski) +

r+s \x+y x+y r+s \x+y
ﬁfl} (peski) ) (3'10)
! ; ' i—-1,7-1 i,j-1
: : ! . —
ettt :‘
i 1,2 i r ?_y_)
Ittt ;
J+1-- et +--1- M 4;
KD L N e
i—1 F) i+1 I_'-]:.} L}
(@) (b)

Sekil 3.9 (a) IR bolgesi ve komsulari (b) (i,j) bolgesinin 1.¢ceyregi ve ona en yakin
dort bolge ile iligkileri [31]

BR grubuna ait bdlgelerde Sekil 3.10 (a)da goéruldigu gibi 1. ve 3. geyrekteki
piksellerin komsuluk yapilari IR grubundaki bolgeler ile aynidir. Ancak 2. ve 4.

ceyrekteki p pikselinin yeni degeri esitlik 3.11 ile hesaplanir.

Esitlik 3.11’de verilen p degeri hesaplanan pikseli, r ve s degerleri ise p pikselinin

en yakin iki bolge ile olan mesafeleri temsil etmektedir.

S r
Pyeni= m fi,j—l(peski) + mfi,j(peski) (3-11)
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A
() (b)

Sekil 3.10 (a) BR bdlgesi ve komsulari (b) (i,j) bdlgesinin 2.ceyregi ve ona en yakin
iki bolge ile iligkisi [31]

CR grubuna ait bolgelerde Sekil 3.11 ’de goruldugu gibi 4. ¢eyrekteki piksellerin

komsuluk yapilari IR grubundaki bolgeler ile 2. ve 3. ¢eyrekteki p pikselinin yeni

degeri ise BR grubundaki bolgeler ile aynidir. 1. c¢eyregin diger bodlgeler ile

komsulugu bulunmamaktadir. Bu nedenle, esgitlik 3.12°de goéruldugu gibi 1.

ceyrekteki piksellerin degeri degismez. Esitlik 3.12’de p piksel degeri

gosterilmektedir.

pyeni: fl] (peski) (3-12)
. 12 |
Jobot et
3 '4 !

F e e R
i
_|_

Sekil 3.11 CR bolgesi ve komsulari [31]

KSUHE uygulamasi ile Comet analiz gorunttlerindeki bas ve kuyruk kisimlarinin

kontrasthginin artirilmasi hedeflenmistir.
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3.5.3. Filtreleme iglemleri

Filtreleme iglemleri, bir goruntuyu iyilegtirmek veya degistirmek amaciyla kullanilan
tekniklerdir. Ornegin, istenmeyen &zelliklerin gérintli Uzerinden kaldiriimasi
islemlerinde, goruntlyu keskinlestirme, yumusatma ve kenar belirginlestirme igin
sikhikla kullanihir [32].

Bu calismada kontrast sinirli uyarlamali histogram esitleme isleminden sonra,
Comet analizi goruntulerindeki sinirlari yumusatmak amaciyla goéruntu yumusatma
filtrelerinden olan Gaussian algak gegiren filtre kullanilmistir. Esitlik 3.13 ve 3.14’te

verilen h; gaussian matrisini, h yumusatiimig gorintuyd, o varyansi ifade eder. Bu

tez ¢alismasinda o = 1.5 olarak kullanilmistir.

—(n% +n%)
hg(ny,ny) = e 202 (3.13)
hys(ny,n,)
h(nl,nz) = m (314)

3.5.4. Kenar belirleme

Kenar belirleme iglemleri sayisal goruntllerde kenar tespiti yapmak amaciyla

kullanilan iglemlerdir.

3.5.4.1. Gorintide kenar

Kenar, sayisal bir géruntinun bazi bolgelerinde olan anlamli degisikliklerdir. Bu
degisiklikler renk, parlaklik veya goruntinin dokusundan kaynakli olabilir.
Goruntudeki kenar bilgisi pikselin, komsu pikseller arasindaki iligskisine bakilarak
anlasilir [33]. Bagka bir deyigle, kenar bir pikselden digerine gegisteki piksellerin
genliklerinde meydana gelen ani sigramalardir. Kenar tespiti ise birinci ve ikinci

derece turev islemleri uygulanarak tespit edilebilir.

3.5.4.2. Kenar tipleri

Adim Kenar: Goruntl yogunlugu bir degerden baska bir degere aniden degisir.
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Rampa Kenar: Parlaklik degisiminin aniden olmadigi ancak sonlu bir mesafeye

kadar oldugu kenar tipidir.

Cizgi Kenar: Goruntd yogunlugunun aniden degistigi ancak baslangi¢ degerine de

kisa mesafe icinde dondugu kenar tipidir.

Cati Kenar: Parlaklik degisimi aniden olmaz ancak sonlu bir mesafede gorinu
yogunlugu baslangi¢ degerine geri doner. (Genellikle ylzeylerin kesisimi tarafindan

aretilir) [33]. Sekil 3.12’de kenar tiplerine ait sekiller verilmistir.

7

(@) (b)
() (d)

Sekil 3.12 Kenar tipleri (a) adim (b) rampa (c) cizgi (d) cati [33]

Goruntulerde ideal olarak meydana gelen kenar tipleri yukarida belirtildigi gibi olsa
da gergekte goruntlu kenarlari bu kadar net bir sekilde ortaya g¢ikmayabilir. Bu
durumun sebeplerinden biri goéruntilere eklenen guraltd bilesenleridir. Guraltu
kaynaklarina elektronik/enstrimantasyon, hareket, yanlis 1sik ve lens kaynakh
gurdltiler geometrik bozulmalara érnek gdsterilebilir. Gurtlti binmis kenar tiplerine

Sekil 3.13’te érnekler verilmistir.

/W\A/WJMJL

() (b)
Sekil 3.13 Gurdltd binmis kenar tipleri (a) adim veya rampa (b) ¢izgi veya ¢ati
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3.5.4.3. Sobel operatorii

Sobel operatdrt kenar belirleme isleminde kullanilan fonksiyonlardan biridir. Bunun

igin birinci dereceden turev islemi uygulanir. Birinci dereceden turev igleminden

sonra piksellerin gradyan buyukligu hesaplanir. Birinci dereceden turev isleminin

gosterilmesi ve gradyan buyuklagunin hesaplamasina ait denklemler esitlik 3.15 ve

3.16'da verilmistir. Esitlik 3.17 ve 3.18’de verilen denklemleri, Sekil 3.14’te gorilen

3x3 boyutlarinda Gx ve Gy matrislerinin katsayilarini kullanarak, x ve y eksenlerinde

maske altinda kalan goruntu piksel degerlerinin gradyan buyuklugu hesaplanir. Gx

matrisi dikey, Gy matrisi yatay yondeki maksimum gradienti verir. Gy matrisi Gx

matrisinin 90° cevrilmis halidir [28].

-1 0 1 1 2 1 z1 | z2 | z3

-2 0 2 0 0 0 z4 | z5 | z6

-1 0 1 1 -2 ] 1 z7 | z8 | 29
Gx Gy Goruntu Pikselleri
(a) (b) (c)

Sekil 3.14 (a) (b) Sobel operatorleri ve (c) Maske altinda kalan goruntu pikselleri

5_f
vf = grad () = [47] = F_f

8y

M(x,y) = mag (Vf) = \/gx* + gy*

x =g—£=(Z7+228+Zg)—(21+222+23)
of
9y =5=(Z3+226+29)—(Zl+224+z7)
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Bu ¢calismada, Comet analiz goruntilerinde bas ve kuyruk sinirlari uyarlamali ¢oklu
esik belirleme islemi ile belirlendikten sonra Sobel operatort kullanilarak da bas ve

kuyruk sinirlari gizdirilmigtir.
3.6. Capraz ilinti Fonksiyonu ve Esikleme

Capraz ilinti ve esikleme iglemleri, analizi yapilacak goruntinin belirlenmesi ve
hatlarinin ortaya ¢ikartilmasi amaciyla gergeklestirilen bir yaklagimdir. Korelasyon
goruntusu, secilen uygun bir maske goruntusu ile orijinal géruntunun c¢apraz ilinti
fonksiyonunun bulunmasi ile elde edilmektedir. iki boyutlu korelasyon isleminde,
uygun maske goruntusu orijinal goruntlu Uzerinde birer piksel kadar kaydirilarak

carpim islemi uygulanir. Bu ¢arpim iglemi esitlik 3.19’a gore yapilmaktadir. Esitlik

3.19'da verilen X orijinal goérintiyl, H maskeyi ve C korelasyon goriintiisiinii

gOstermektedir.

S

-1

=

X(m,n)H(m —k,n—1) (3.19)
0

Ck, 1)

3
I
o
3
I

—~(P-1)<k<M-1
Q-1 <I<N-1

Carpim isleminin sonucunda yeni bir goruntl elde edilir ve bu goéruntinin her
seferinde en blyuk degeri secilerek yeni bir matrise yerlestirilir. Sonucunda elde
edilen goruntu bilgisi ile yeni ve hucreleri daha belirgin bir gorantu olusturulur. Elde

edilen goruntuden sinirlarin ¢ikartilmasi igin ikili esikleme iglemi uygulanmistir.
3.7. Goruntl Esikleme

Basit bolutleme yontemlerinden bir tanesi goriintinun sadece parlaklik bilgisinin g6z
Oonune alinarak bolutleme isleminin gergeklestirildigi esikleme islemidir. Esikleme
islemi araciligiyla gériintiiniin dogasina bagli olarak, gorintu iki ya da daha fazla gri
seviye grubuna ayrilabilir. Sirasiyla bu islemler ikili esikleme ve ¢oklu esikleme

olarak adlandirilirlar [34].
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3.7.1. ikili egikleme

Ikili esikleme, verilen gri seviyeli bir gériintlyl arka plan ve nesne olarak iki farkli gri
seviye grubuna ayirma iglemi olarak tanimlanabilir. Bu islem neticesinde
goruntinin gobsterimi  ¢ok seviyeli gosterimden ki seviyeli gosterime
indirgenmektedir. Iki seviyeli gésterime denklemler esitlik 3.20’de verilmektedir.

Sekil 3.15°de de ikili esikleme islemine ait bir 6rnek verilmistir [34].

0, f,y)<T

glx,y) = {255, Floy) =T (3.20)

S ‘5}\'5'

1.# (o
» '16',
ﬂ -‘F .’
L Yo

Ikili Esikleme

\ J

T 255
Sekil 3.15 Ornek goruntli histogrami ve ikili esikleme islevine iligkin giris ve ¢ikis

gOruntisu [34]

3.7.2. Coklu esikleme

Coklu esikleme, verilen gri seviyeli bir gérintlyu ikiden fazla gri seviye grubuna
ayirma islemi olarak tanimlanabilir. Coklu esikleme iglemi yardimiyla gorintu belirli
sayida gri seviye ile gosterilir hale gelmektedir. Sekil 3.16’da ¢oklu esikleme

islemine ait bir 6rnek verilmistir.

Birgok uygulamada, butin bir goruntude tek bir esik kullanmak uygun bir yaklagim
olsa bile genellikle goruntiler arasinda gozlenebilir farkhliklar vardir. Bu nedenle

daha iyi sonuglar elde edebilmek amaciyla her bir gorintl i¢in esik seviyesini
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otomatik olarak kestirebilen bir algoritmaya ihtiyag duyulmustur [28]. Bu ¢alismada

uyarlamal ¢oklu esik belirleme yontemlerinden olan Otsu esik belirleme yontemi

kullanilmistir.

20 L BN
- : - - i'.. '.,
.' .‘ _ » "‘ '1h.,.

L Coklu Esikleme ﬁ 5 B .’

| b an
}?" {‘; : » Wy
" LFVINEL Y

T1 T2 T3 255

Sekil 3.16 Coklu esikleme islevine iligskin giris ve ¢ikis goruntu érnekleri [34]
3.7.3. Otsu esik belirleme yontemi

Otsu metodu, gri seviye gorintiler Gzerinde uygulanabilen bir esik tespit yontemidir.
Yontem, sinif arasi degisintiyi (varyans) maksimum yapma temeline dayanir. Temel
fikir, iyi esiklenmis siniflarin kendi gruplarina ait piksellerin parlaklik degerlerinin
digerlerinden ayrik olabilecekleridir. Bu mantikla, siniflar arasindaki parlaklk

degerleri icin en iyi ayrimi veren esik en uygun esik degeridir [28].

MxN piksel boyutlu sayisal bir gérunttde L farkl parlaklik seviyesini {0,1,2....., L-1}
n; de i parlaklik seviyesine sahip piksel sayisini gdostermektedir. Goéruntideki MN
toplam piksel sayisi, MN =n, + n; + n, + ---n;_; olarak hesaplanir. Esiklik 3.21'de
p; hormalize histogrami gostermektedir. Esitlik 3.21°den esitlik 3.22 elde edilir.

p =1L (3.21)

pi=1p; =0 (3.22)
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T (k) =k, 0 <k <L —1gibi bir esik seviyesi belirlenir ve giris gorinttisini C; ve
C, olarak adlandirilan iki sinifa esiklemek igin kullanilir. Burada C;, géruntude [0, k]
arahgindaki parlaklik degerlerine sahip pikselleri, C, de [k + 1,L — 1] arasindaki
parlaklik seviyeli piksel degerlerini icerir. Bu esik seviyesini kullanarak, bir pikselin
C; sinifina atanma olasiligi esitlik 3.23’deki P; (k) ile ifade edilen kiimulatif toplam ile

elde edilir.
k
Pi(k) = z Pi (3.23)
i=0

Diger bir deyigle esitlik 3.23'den elde edilen sonu¢ C; sinifi igin olugsan olasilktir.

Benzer sekilde C, sinifi igin olusan olasilik esitlik 3.24’te verilmigtir.

P = D pi=1-P® (3.24)

i=k+1

C; sinifina atanan piksellerin ortalama parlaklik degerleri esitlik 3.25'te verilmistir.

k k k

1
my (k) = ) iP(i/C) = ) iPC/DPWD/PC) =5 - Yip (325
1 i=0

i=0 =0

Burada m,(k) ortalama parlaklik degeri, P(i/C;) terimi C; sinifindan gelen i
degerinin olasiligidir. Esitlik 3.25°deki ikinci esitligin sag tarafi ise esitlik 3.26'da

verilen Bayes esitliginden gelmektedir.
P(A/B) = P(B/A)/P(A)/P(B) (3.26)

Benzer sekilde C, sinifina atanan piksellerin ortalama parlaklik degeri de esitlik 3.27

ile bulunur.

L-1 L-1
1
my (k) = z iP(/C) = s Z ip; (3.27)
i=k+1 i=k+1
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k seviyesine kadar olan kiimulatif ortalama, m(k) olarak ifade edilen esitlik 3.28 ile

hesaplanir.

k

m(k) = z ip; (3.28)

i=0
Batun goruntinun ortalama parlaklik degeri ise egitlik 3.29’da verilen m; ifadesidir.

L-1

Mg = Z ip; (3.29)

i=0

k seviyesindeki esigin dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla esitlik 3.30°'da
verildigi gibi normalize ve boyutsuz metrik (n) kullanilir. Bu esitlikte o2 global
varyans, o? ise sinif arasi varyansi verir. 2 ve o2 degerlerine ait denklemler esitlik

3.31 ve esitlik 3.32’de verilmistir. k yeniden olusturularak esitlik 3.33 elde edilir.

n=->3 (3.30)
G
0t = ) (i—me)p (3.31)
i=0
o5 = Py(my — mg)? + P(my — mg)? (3.32)
A(k
n(k) = %25 (3.33)

En uygun esik, esitlik 3.34'te verildigi gibi o7 (k) ‘y1 maksimum yapan k* degeridir.

k* y1 bulmak i¢in k’'nin tim tamsayi degerleri igin esitlik 3.34 degerlendirilir.

o2 (k*) = ,nax o 2(k) (3.34)

k* elde edildiginde esitlik 3.35’e gore esikleme islemi gerceklestirilir.

32



1, f(xy)=k”

glxy) = {0’ Floy) < k' (3.35)

Boylelikle elde ediken bir adet k* degeri ile uyarlamali olarak ikili esiklenmis goruntu

elde edilir.

3.7.3.1. Otsu metodu ile coklu esikleme

Otsu metodu ile ikili esikleme yonteminde elde edilen bir adet k degeri ile L kadar
goruntu piksellerinin 8 bit goruntu igin 0 ve 255 olarak ikili esiklenmesi s6z konusu
iken ¢oklu esik belirlemede sinif arasi varyans degerini en buydk yapan n tane k
degeri ile gérinti n+1 kadar esiklenmis olur. Ornegin, 1 < k; <k, <L esik
degerleriigin, C;=[1,...,k4], Co=[k; + 1,...,k;], C3=[k, + 1,...,L] siniflari tanimlanir. k,
ve k, degiskenleri olan iki degiskenli o3 , optimal esik degerleri olan k," ve k," , 63
degerini esitlik 3.36’da gosterildigi gibi maksimum yapan degerler segilir. Boylelikle
coklu esikleme igslemi gergeklestirilmis olur [35].

o5(ky" k") = 15121313(24 o5 (ki ky) (3.36)
Bu calismada Otsu metodu ile uyarlamali olarak iki esik degeri belirlenerek Comet
analiz gorUntulerine ait bas ve kuyruk kisimlari belirlenmistir. Belirlenen esik
degerlerinden yararlanarak Comet Olgim parametrelerinin  hesaplanmasi

saglanmistir.
3.8. Comet Olgiim Parametreleri

Literatir taramasi sonucunda Comet analizi sonucunda DNA hasarinin
belirlenmesinde siklikla kullanilan élgim parametrelerinin, Comet uzunlugu, kuyruk
uzunlugu, bas uzunlugu, bas kismindaki DNA yuzdesi, kuyruk kismindaki DNA
yuzdesi, Tail Moment ve Olive Tail Moment (OTM) oldugu gorulmustir [6;8-
10;12;16]. Ancak, bu parametreler disinda; Comet alani, Comet kismindaki DNA,
Comet’in ortalama yogunlugu, bas alani, bas kisminin ortalama yogunlugu, bas
kisimdaki DNA, kuyruk alani, kuyruk ortalama yogunlugu ve kuyruk kismindaki DNA

literatUrde yer alan 6lgim parametreleridir [10].
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Comet Olgim parametrelerinin hesaplanmasi igin Otsu metodu kullanilarak elde
edilen egik degerleri ve literatirde bulunan goruntu analiz yontemlerinde belirtildigi
gibi goéruntlnun piksel parlaklik degerleri kullanilmigtir [8; 9; 12; 15; 17; 36]. Comet
analizine ait DNA’nin piksellerden olusan goéruntusu, parlaklik degerleri ve DNA

yogunlugu ile gri skala arasindaki iligki Sekil 3.17°de verilmistir.

Gri Skala

DNA Yogunlugu

Sekil 3.17 (A) Comet analizine ait DNA'nin piksellerden olusan goéruntusu. (B) Her
pikselin parlaklik degeri gosterimi. (C) DNA yogunlugu ile gri skala
degerleri arasindaki iligki [36].

3.8.1. Comet olgiim parametrelerinin hesaplanmasi

Bu calismada, DNA hasarini belirlemede kullanilan bazi olgum parametreleri
hesaplanmigtir. Bu parametreler; Comet uzunlugu, kuyruk uzunlugu, bas uzunlugu,
Comet kismindaki DNA, kuyruk kismindaki DNA, bas kisimdaki DNA, bas kisimdaki
DNA yuzdesi ve kuyruk kismindaki DNA yluzdesidir. Hesaplanan bu parametreler ile
kullaniciya DNA hasar seviyesini tespit etmek icin niceliksel verilerin sunulmasi

hedeflenmigtir. Hesaplanan bu parametrelerin tanimlari Cizelge 2.’de verilmigtir.

Comet o6lgim parametrelerinden kuyruk uzunlugu literatirde iki farkh sekilde
tanimlanmistir. Bu tanimlardan birincisi, bas kisminin bittigi noktadan Comet
gériintlistiniin bittigi noktadir [10; 25]. ikinci tanim ise bas kisminin merkezinden
Comet goruntisunun bittigi noktadir [17]. Bu ¢alismada, kuyruk uzunlugu birinci
tanim kullanilarak hesaplanmistir. Sekil 3.18'de yapilan kuyruk uzunlugu

tanimlamalari gosterilmektedir.
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Cizelge 2. Hesaplanan Comet dlgim parametreleri ve tanimlari

PARAMETRE

TANIM

Comet Uzunlugu

Comet alaninin piksel cinsinden uzunlugu

Bas Uzunlugu

Bas kisminin piksel cinsinden uzunlugu

Kuyruk Uzunlugu

Kuyruk kisminin piksel cinsinden uzunlugu

Bas Kisimdaki DNA

Bas kisimdaki piksel parlaklik degerlerinin toplami

Kuyruk Kismindaki DNA

Kuyruk kismindaki piksel parlakhk degerlerinin

toplami

Comet Kismindaki DNA

Comet alaninin piksel parlaklik degerlerinin toplami

Bas Kisimdaki % DNA

Bas kisimdaki piksel parlaklik degerlerinin Comet

kismindaki DNA degerine orani

Kuyruk Kismindaki % DNA

Kuyruk kismindaki piksel parlakhk degerlerinin

Comet kismindaki DNA degerine orani

Hesaplanan
Kuyruk Uzunlugu

Literatiirde Gegen Diger
Kuyruk Uzunlugu

Sekil 3.18 Farkli kuyruk uzunluklar
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Comet olcum parametrelerinin hesaplanmasinda, Otsu metodu ile elde edilen esik
degerlerinden yararlaniimistir. Elde edilen iki adet esik degerinden birincisi
goruntuye ait kuyruk kisminin sinirlarini, ikincisi ise bag kisminin sinirlarini
belirlemektedir. Bu bilgilerden hareketle; bas uzunlugu igin, ikinci esik degerleri
icerisinde kalan boélgenin x dizlemi boyunca uzunlugu ve kuyruk uzunlugu igin bas
kisminin x dizleminde bitig noktasi ile birinci esik degerinin x ekseninde tespit edilen
en uzak piksel degeri arasindaki mesafe hesaplanmistir. Comet uzunlugu bas ve

kuyruk uzunluklarinin toplanmasi ile elde edilmistir.

Cizelge 2'de verilen Comet olcim parametrelerinden Comet kismindaki DNA, bas
kisimdaki DNA ve kuyruk kismindaki DNA parametreleri hesaplanirken de Otsu
metodu ile elde edilen esik degerleri kullaniimigtir. X duzleminde hesaplanan
uzunluk parametrelerinin hesaplanmasina benzer olarak, Comet kismindaki DNA
hesaplamasi icin birinci esik degeri Uzerinde kalan piksel parlakhk degerlerinin
toplami, bas kismindaki DNA hesaplamasi igin ikinci esik degeri Uzerinde kalan
piksel parlaklik degerlerinin toplami hesaplanmistir. Kuyruk kismindaki DNA ise
Comet kismindaki DNA degerinden, bas kismindaki DNA dederi c¢ikarilarak
bulunmustur. Hesaplanan bazi Comet 06lgim parametrelerinin  goruntlideki

karsiliklari Sekil 3.19’da gorulmektedir.

Bas Uzunlugu Kuyruk Uzunlugu

Comet Uzunlugu

Sekil 3.19 Hesaplanan bazi Comet dlgim parametrelerinin gosterimi
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Diger Comet olgum parametrelerinden olan bas kisimdaki % DNA ve kuyruk

kismindaki % DNA parametreleri sirasiyla esitlik 3.37 ve 3.38 ile hesaplanmistir.

Bas Kistimdaki DNAX100
Comet Kismindaki DNA

Bas Kisimdaki % DNA = (3.37)

Kuyruk Kistimdaki DNAX100
Comet Kismundaki DNA

Kuyruk Kisumdaki % DNA = (3.38)

Comet uzunlugu, bas uzunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri piksel cinsinden
hesaplanirken Tail Moment ve OTM degerleri um cinsinden hesaplanir. Bu nedenle
Mm cinsinden hesaplama icin 1 piksel degerinin kagc um’ye karsilik geldigi
hesaplanmalidir [36]. Ancak tez calismasinda kullanilan Comet analizi
gOruntulerinin elde edildigi lamlarin gergek Olguleri bilinmedigi igin 1 piksel degerinin
kag um’ye karsilik geldigi hesaplanamamigtir. Bu nedenle Tail Moment ve OTM

degerleri verilememistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada elde edilen arastirma bulgulari, THJE ile elde edilen farkli hasar

derecelerinde DNA géruntilerinin her biri igin sunulmustur.
4.1. ikili Esik Belirleme Ydnteminin Uygulanmasi

ikili esik belileme yonteminde, bas ve kuyruk kisimlar igin esik degerlerini
belirleyebilmek igin oncelikle, goruntunin piksel parlaklik degerlerine karsi, bu
degerlerin gorintl igerisindeki dagilimi ifade eden histogram grafikleri incelenmistir.
Sekil 4.1 ve 4.3’te bulunan goéruntilerin Sekil 4.2 ve 4.4’te verilen histogram grafikleri
incelendiginde farkli seviyelerdeki Comet analiz gorUntulerine ait histogram

grafiklerinde piksel parlaklik dagiliminin da farkli oldugu gorilmustar.

Orijinal Goriintu

Sekil 4.1 ‘0’ Derece goruntu

Goriintiiniin histogrami
1800 F T T T T T T

1600 - b

1400 7

1200 b

1000 i

800 b

600

400 i

200 7

0 50 100 150 200 250
Sekil 4.2 ‘0’ Derece goruntlye ait histogram grafigi
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Orijinal Goriintii

Sekil 4.3 ‘4’ Derece gorunti

Goriintiiniin histogrami

0 50 100 150 200 250

2000

1500

1000

500

Sekil 4.4 ‘4’ Derece goruntlye ait histogram grafigi
4.1.1. ‘Bas’ kismi igin ikili esik belirleme yontemi

Bas kismini belirlemek icin THJE yontemi ile elde edilen ve 0’dan 4’e kadar
skorlanan DNA goéruntulerinin lokal histogramlarina bakilmig ve 8 bit ¢cozunurlukte
esik degeri 55 olarak secilmigtir. Sekil 4.5’de verilen gorunti Uzerinde bas igin ikili
esikleme vyapilarak sonuclar 0'dan 4’e kadar skorlanan goruntiler igin
karsilastiriimigtir. ikili esik belirleme yéntemi uygulamasinin sonucunda ise Sekil 4.6

gOruntusu elde edilmigtir.
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Gri Skala Goriintii

Sekil 4.5 Farkli hasar derecelerinde DNA goruntuleri

Bas igin ikili Esikleme

Sekil 4.6 55 Esik degeri ile esiklenmis goruntu

Bas kismi igin yapilan ikili esikleme islemi sonrasinda farkli hasar seviyelerinde olan
DNA goruntulerinin her birinde bas kisimlarinin piksel parlaklik degerleri farkh
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oldugundan 0, 1, 2 ve 3 derece DNA’larda iyi bir esikleme yapildigi gorulurken 4
derece Comet DNA'da insan gozinun algilayabildigi bag kisminin tespit edilemedigi

sonucuna varimistir.

4.1.2. ‘Kuyruk’ kismi igin ikili esik belirleme yontemi

Kuyruk kismini belirlemek icin THJE yontemi ile elde edilen ve 0'dan 4’e kadar
skorlanan DNA goruntulerinin lokal histogramlarina bakiimig ve 55 esik degeri
secilmistir. Sekil 4.5’de verilen gorinttde kuyruk icin ikili esikleme islemi yapilarak
Sekil 4.7°de verilen goruntu elde edilmistir. Sonuglar 0'dan 4’e kadar skorlanan

goruntaler igin karsilastiriimistir.

Kuyruk icin Esik Belirleme

Sekil 4.7 25 Esik degeri ile esiklenmis gorintu

Kuyruk kismi i¢in yapilan ikili esikleme islemi sonrasinda farkli hasar seviyelerindeki
DNA goruntilerinde, segilen esik seviyesinden dolay! gurulti piksellerinin ortaya
ciktigi, goruntu sinirlarinin birbiri icerisine gegcmeye basladigi ve 0, 1, 2 ve 3 hasar
seviyesindeki DNA goruntulerinin, insan gozunun algilayabildiginden daha fazla

alanda tespit edildigi gézlemlenmistir.
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4.2. Gapraz ilinti Fonksiyonu

Capraz ilinti fonksiyonu igleminin gergeklestiriimesi igin gorintd ile isleme sokulacak

23x23 boyutlarinda maske olusturulmustur.

4.2.1. ‘Kuyruk’ kismi igin gapraz ilinti fonksiyonu

Kuyruk kismini belirlemek igin ¢apraz ilinti fonksiyonundan sonra ikili esik belirleme
yonteminde kuyruk icgin belirlenmis olan 25 esik degeri secilmistir. Sekil 4.5’de
verilen goruntude kuyruk capraz ilinti fonksiyonu uygulanarak, Sekil 4.8’deki goruntu

elde edilmis ve sonuglar 0’dan 4’e kadar skorlanan goruntuler i¢in karsilagtiriimigtir.

Kuyruk igin Gapraz ilinti

Sekil 4.8 Kuyruk igin gapraz ilinti uygulamasi sonuglari

Kuyruk kismi i¢in uygulanan ¢apraz ilinti fonksiyonu sonugclarina gore, ikili esikleme
ile ortaya ¢ikan gurultd sorununa ¢ézum bulunabilmistir. Ancak 3 ve 4 derece Comet
DNA goruntulerinde kuyruk sinirlarinin belirlenirken, 0,1 ve 2 derece goruntulerin
insan goézunun tespit edebildigi alandan daha fazla bir alanda yer aldigi ve birbirine

yakin olan goruntulerin sinirlarinin birbiri igerisine gegtigi goruimustar.

Calismada, bolum 4.1. ve 4.2. de uygulanan yontemlerle 5 farkh derecede skorlanan
gOruntulerin, bas ve kuyruk kisimlarinin esik degerlerinin degisiklik gosterdigi gorsel
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olarak da gorulmustur. Uygulanan yontemlerin THJE yontemi ile elde edilen farkli
hasar seviyelerindeki goruntulerin analizi igin uygun olmadigi tespit edildiginden ve
Olcim parametrelerini hesaplarken de zorluklarla karsilasilacagi icin Sekil 3.3'te

akig diyagrami verilen goruntu analiz algoritmasi tasarlanmistir.

4.3. Sinir Yapilarinin Temizlenmesi

Sinir yapilarinin temizlenmesi islemi Sekil 3.2°de verilen algoritmanin blok
diyagramina goére uygulanan 6n islemlerden biridir. Sekil 4.9'da verilen gri skalaya
gevrilmis goruntinun sinir yapilarinin temizlenmesi islemi ile goéruntiude bulunan
gurdltd probleminin ortadan kaldirimasi hedeflenmigtir. Uygulamaya ait goruntu
Sekil 4.10°da verilmigtir.

Gri Skala Goriinti

Sekil 4.9 Gri skala gorunti
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Sinir Yapilarinin Temizlenmesi

Sekil 4.10 Sinir yapilarinin temizlenmesi iglemi

4.4. Comet Analiz Goruntulerinde Se¢im

Comet analiz goruntilerinde, dncelikle arastirmacinin analiz etmek istedigi DNA

goruntusunun secilmesi saglanmaktadir. Bunun igin sinir yapilarinin temizlenmesi
isleminden sonra goriinti Gzerindeki mouse’un + isaretine dondiigl gorulir. Mouse

ile istenen goruntu segilir. Secilen goruntu bolgesinin buyuklugu ve yeri ayarlanabilir.

Ardindan ¢ift tiklanir ve se¢im iglemi tamamlanir.

Farkli derecelere sahip her bir gorintide hesaplanan olgim parametrelerinin
sonuglari farklilik gosterecektir. Bu sebeple arastirmaciya analiz etmek istedigi DNA
goruntusunun seg¢imi yaptirilarak, ilgilenilen goéruntinun 6lgim sonuglarinin segilen
goruntl Uzerinde yapilan iglemler ile hesaplanmasi saglanmigtir. Bu isleme ait
goruntt Sekil 4.11’de verilmis olup, Sekil 4.12’de de secgilen DNA goruntisu

bulunmaktadir.
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Sekil 4.11 DNA se¢gme goruntusu

Secgilen Gorinti

Sekil 4.12 Segilen goruntu
4.5. Kontrast Sinirli Uyarlamal Histogram Esitleme

Comet analiz goruntulerinde seg¢im igsleminden sonra S$ekil 3.2’de verilen
algoritmanin blok diyagraminda ara iglemler basamagindan olan KSUHE
uygulanmistir. Bu islem ile farkli skorlarda bulunan hasarli DNA gorintilerindeki
bas ve kuyruk kisimlarinin kontrastinin artiriimasi, 06zellikle kuyruk kisminin
tespitinin  yapilabilmesi amaclanmigtir. Sekil 4.12'de verilen, segilen DNA

goruntisune KSUHE uygulanarak Sekil 4.13’de verilen gorunti elde edilmistir.
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KSUHE Uygulamasi

Sekil 4.13 KSUHE uygulanmig gorunti

4.6. Gauss Filtreleme

KSUHE uygulamasindan sonra, Sekil 3.2’de verilen algoritmanin blok diyagraminda
ara islemlerden olan gaussian filtre uygulanmistir. Elde edilen goérintinin sinirlarini
yumusatmak amaciyla bu islem gergeklestiriimistir. KSUHE isleminden sonra
uygulanan Otsu metodu ile uyarlamali ¢oklu esikleme sonrasinda, goruntu
kenarlarinda c¢ok fazla girinti-cikinti olmasindan kaynakl olarak c¢oklu esikleme

islemi dncesinde Gauss filtre uygulamasina ihtiyag duyulmustur.

Gauss Filtre Uygulamasi

Sekil 4.14 Gauss filtre uygulanmis goéruntu
4.7. Otsu Metodu ile Uyarlamali Coklu Esikleme

Bolum 3.7.2.de belirtildigi gibi, Comet analiz goruntulerinde sabit bir esik degerinin
kullanilmasinin yetersizligi ve ortaya c¢ikardidi sorunlar nedeniyle yapilan 6n
islemlerden sonra uyarlamali olarak ¢oklu esik degerinin tespit edildigi Otsu metodu

kullaniimistir.
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Bu bolimde Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17°de 0'dan 4’e kadar skorlanan her gri skala
Comet analiz goruntusu icin ayri ayri Otsu metodu ile uyarlamali ¢oklu esikleme
uygulamasinin sonuglari verilmistir. Sekil 4.15’de verilen ‘0’ ve ‘1’ derece Comet
analiz goéruntuleri incelendiginde, ‘1’ derece goruntlide kuyruk kismi icin DNA’dan
bir miktar kopmalarin basladigi ve Otsu metodu uygulamasi géruntulerinin de buna

paralel olarak ciktigi gérulmektedir.

Gri Skala Goruntu Otsu Metodu Uygulamasi
(a) (b)

Gri Skala Goriintii Otsu Metodu Uygulamasi

() (d)

Sekil 4.15 (a) ve (b) ‘0O’ Derece Analiz Goruntusune ait sirasiyla gri skala gorunti
ve Otsu metodu ile esiklenmis gorunti (c) ve (d) 1’ Derece Analiz
GoruntUsune ait sirasiyla gri skala gorintt ve Otsu metodu ile esiklenmis

gorunta
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Sekil 4.16’da verilen 2° ve ‘3’ derece Comet analiz goruntileri incelendiginde,
kuyruk kisimlari arasinda anlamh farkhliklar olustugu ve Otsu metodu
uygulamasinda da bas ve kuyruk kisimlarinin tespitinde skorlamaya uygun sekilde
goruntulerinin ortaya ¢iktigi gorulmektedir.

Gri Skala Goriintu

Otsu Metodu Uygulamasi

(a) (b)

Gri Skala Gorlint Otsu Metodu Uygulamasi

(©) (d)

Sekil 4.16 (a) ve (b) ‘2’ Derece analiz goruntlsune ait sirasiyla gri skala gértnta ve
otsu metodu ile esiklenmis goéruntt (c) ve (d) ‘3’ Derece analiz
gOruntUsune ait sirasiyla gri skala goruntt ve otsu metodu ile esiklenmis
goruntu
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Sekil 4.17°de verilen ‘4’ derece Comet analiz goéruntileri incelendiginde, bas
Kisminin gorunurligundn azalarak kuyruk kisminin uzadi§i goériimektedir. Otsu
metodu uygulamasinda da bas ve kuyruk kisimlarinin tespitinde skorlamaya uygun

sekilde goruntunun ortaya ¢iktigi gorulmektedir.

Gri Skala Goriinti

(@)

Otsu Metodu Uygulamasi

(b)

Sekil 4.17 “4” Derece analiz goruntileri (a) gri skala gortntisi (b)otsu metodu
uygulanmig goruntu

4.8. Kenar Belirleme

Bu tez ¢alismasinda, Otsu Metodu ile elde edilen sinirlar Gzerinde Sobel operatoru

kullanilarak bas ve kuyruk kisimlarinin sinirlar gizdirilmigtir. Boylelikle gri skala
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goruntu Uzerinde kullanicinin analiz goruntulerine ait bas ve kuyruk sinirlarinin
ortaya cikartiimasi saglanmistir. Sobel operatéri uygulamasina ait goruntaler Sekil

4.18'de verilmigtir.

Sinirlari ¢gizilmis goriinti Sinirlari gizilmig goriintu

(b)

Sinirlan gizilmig goriintu Sinirlan ¢izilmis goriinti

(©) (d)

Sinirlarn gizilmig goruintu

Sekil 4.18 Sobel operatérl uygulanmis goérunttler (a) ‘0’ derece (b) ‘1’ derece (c)
‘2’ derece (d) ‘3’ derece (e) ‘4’ derece
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4.9. Hesaplanan Comet Olgiim Parametreleri Sonuglari

Cizelge 3’de verilmis olan, hesaplanan comet dlgim parametreleri sonuglari bolim
4.7’de verilen Comet analiz gorintilerine aittir. Hesaplanan Comet uzunlugu, bas
uzunlugu ve kuyruk uzunlugu parametreleri piksel cinsindendir. “0” derece
goruntuye ait 6lgum sonuglari Sekil 4.15 (a)’dan , “1” derece goruntlye ait dlgim
sonuglari Sekil 4.15 (c)'den, “2” derece goruntlye ait dlgim sonuglar Sekil 4.16
(a)'dan, “3” derece goruntuye ait dlgim sonuglari Sekil 4.16 (c)'den ve “4” derece

gOruntlye ait 6lcim sonuglari Sekil 4.17 (a)’dan elde edilmis sonuglardir.

Cizelge 3. Hesaplanan Comet dlgim parametreleri sonuglari

PARAMETRE ‘0’ ‘1’ oY Y T
Comet 49 58 147 198 246
Uzunlugu
Bas Uzunlugu 39 34 63 53 82
Kuyruk 10 24 84 145 164
Uzunlugu
Bas Kisimdaki | 179744 151871 313925 217761 138445
DNA
Kuyruk
Kismindaki 75980 95956 301131 350485 444626
DNA
Comet
Kismindaki 255724 247827 615056 568246 583071
DNA
Bas Kisimdaki | 70,2882 61,2810 | 51,0400 | 38,3216 23,7441
% DNA
Kuyruk
Kismindaki 29,7118 | 38,7189 | 48,9599 | 61,6784 | 76,2558
%DNA

o1




5. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma kapsaminda, THJE yontem ile elde edilen gesitli derecelerde hasar
seviyesine sahip DNA goruntiulerinin analizi igin goruntl analiz algoritmasi
tasarlanmistir. Oncelikle uygulanan yontemlerden olan ikili esik belirleme ve ¢apraz
ilinti fonksiyonunun O’dan 4’e kadar skorlanan Comet analiz goruntulerinin her
derecesinde ayni sonuglari vermedigi gorulmustir. Bu fikirden hareketle, farkl
piksel parlaklik derecelerine sahip goruntllerde ikili esik belirleme ve ¢apraz ilinti
fonksiyonu uygulamalarinin istenen sonuglari vermeyebilecegi anlasiimistir. Bu
sebeple, Comet analiz goruntileri igin Sekil 3.3'te verilen sinir yapilarin
temizlenmesi, kontrast sinirli uyarlamal histogram esikleme ve Gauss filtre 6n ve
ara islemleri uygulanmistir. Ayrica her goruntiyu ayri analiz edebilmek ve Comet
Olcim parametrelerini ayri hesaplayabilmek icin kullanici tarafindan bir gérintu
secim igslemi gercgeklestiriimektedir. Gauss filtre uygulamasindan sonra bas ve
kuyruk belirleme iglemleri, uyarlamali ¢oklu esik belirleme algoritmalarindan Otsu
Metodu kullanilarak yapilmaktadir. Otsu metodu ile elde edilen esik degerlerine gére
Bolim 3.8.1.’de belirtilen Comet 6lcim parametreleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglar, literatirde verilen Olgim parametreleri de@erleri ile karsilastiriimistir.

Hesaplanan parametre sonuglarinin literaturle uyumlu oldugu gérulmustur.

Comet analizi sirasinda goruntu Gzerinde kalan agaroz jel kaynakli kalintilar ve
katlanmalar, gelistirilen algoritma ile ortadan kaldirilamayan bazi artefaktlar veya
goruntu parlakliginin homojen dagiimasi gibi sebeplerden dolayl analiz edilmek
istenen bazi ‘4’ dereceye sahip goruntllerde dogru olmayan sonuglar ortaya
cikabildigi gorulmuagstur. Bu sebeple uyarlamali goklu esikleme uygulamasindan
sonra kullanicinin manuel olarak bag ve kuyruk uzunluklarini 6lgmesi saglanmigtir.
Sekil 5.1°de bu uygulamaya ait gérintu parlakliginin homojen dagildigi bir ‘4’ derece
gOruntinin Uzerinde yapilan manuel élguimler, Sekil 5.2°de de ayni goruntlye ait
esikleme goruntust bulunmaktadir. Ayrica, Uzerinde agaroz jel kalintisinin oldugu
bir gérintindn Gzerinde yapilan manuel olgimler Sekil 5.3’'te ve bu gorintiye ait
esikleme gorintisu Sekil 5.4’te verilmigtir. Manuel dlgimlerin bulundugu sekillerde
piksel degerlerinin tamsayi olarak gérinmemesinin nedeni, MATLAB programinda

yapilan hesaplama ile ilgilidir. Kullanicinin baslangig ve bitig noktalarini ayni satirda
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secmemesi durumunda mesafe tamsayi olarak hesaplanamamaktadir. Bu duruma

manuel 6lgum yapacak kullanicinin dikkat etmesi gerekmektedir.

(b)
Sekil 5.1 Manuel dl¢im. (a) Bas uzunlugu (b) Kuyruk uzunlugu

Sekil 5.2 Tasarlanan algoritmanin esikleme goruntusu
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Agaroz Jel Kalintisi

(b)

Sekil 5.3 Manuel élgim. (a) Bas uzunlugu (b) Kuyruk uzunlugu

Sekil 5.4 Tasarlanan algoritmanin esikleme goéruntisu
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6. ONERILER

Literatlrde yapilan ¢alismalarda, Comet analiz gérintilerinin degerlendiriimesinde
Comet dlgim parametrelerinin hesaplandidi ve gorunttlerin 0’dan 4 dereceye kadar
skorlandigi gorulmustar. Bu nedenle ileri calismalarda Comet analiz goruntilerinin
skorlanmasi Uzerine galigilabilir. Ayrica, bu ¢alismada Otsu metodu ile uyarlamali
¢coklu esikleme uygulamasi skorlanan tim gérunttlerde uygulanmistir. Ancak ‘0’
derece goruntunun kuyruk kismi olugsmadigindan, skorlanan goéruntuler Uzerinde
tekli veya c¢oklu uyarlamal esikleme uygulamasi, yapilacak calismalar arasinda

bulunabilir.

Elde edilen egikleme goruntulerinde, 6zellikle homojen dagilimli gérintulerde dogru
olmayan sonuglarin ortaya c¢ikabildigi gortlmuastir. Bu nedenle daha efektif
esikleme yapilabilmesi igin ¢esitli yontemlerin uygulanmasi ve deneysel siregler
kaynakli artefaktlarin temizlenmesi konulari ileride yapilacak ¢aligmalar arasinda

sayilabilir.
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