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Elektroforez islemi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiilerinin analizini el ile yapmak
zahmetli ve hata egilimi yiiksek olan islemlerdir. Bu ¢aligmada, elektroforez sistemini
yiiriiten gomiilii sistem i¢in bir yazilim ve arayliz tasarlanarak bu goriintiilerinin
analizinin otomatik olarak yapilmasi gergeklestirilmistir. Bu tasarim sayesinde uzun
stiren Ol¢limler ve hesaplamalar sonucu yapilan analizler gomiilii sistem ile saniyeler
icerisinde yapilabilmektedir. Boylelikle yiiriitme islemi biter bitmez agaroz jel
gorlintiisiinlin incelenmesine imkan taninmakta ve sonuglara daha hizli ulasilmasi

saglanmaktadir.

Bu sistem ile UV altinda goriilen jel goriintiilerinin analizi, tasarlanan arayiiz yazilimi

ile gerceklestirilmistir. Gorlintiiler kamera araciligi ile tasarlanan arayiiz yazilimina



aktarilip OpenCV Kkiitiiphanesiyle goriintii isleme teknikleri Raspberry pi 3 B+

kullanan mini jel elektroforez sisteminin igine entegre edilmistir.

Elektroforez goriintii isleme arayiizii ve yaziliminin gomiilii sistem ile kullanilmasiyla
sistem, standart elektroforez goriintiilleme sistemleri ve analiz i¢in kullanilan
bilgisayarlara gore daha kompakt bir yapiya doniismiistiir. Yapilan karsilagtirmalar
neticesinde bantlarin bulunma basaris1 morfolojik geri catma ve K-means yontemleri
kullanilarak artirtlmistir. Kullanicilara kolaylik saglamasi agisindan bu parametreleri
bir arayiiz sayesinde goriintiiye gore ayarlamak miimkiin kilinmigtir. Tasarlanan
sistem klasik sistemlere gore daha hizli, daha verimli ve daha dogru sonuglar

almaktadir. Sistem emsallerinden daha diisiikk maliyete sahiptir.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

ELECTROPHORESIS IMAGE PROCESSING INTERFACE AND
SOFTWARE DEVELOPMENT

Kerim OZKARA

Karabiik University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biomedical Engineering

Asist. Prof. Dr. Ahmet Resit KAVSAOGLU
June 2019, 77 pages

The analysis of agarose gel images obtained by electrophoresis process is laborious
and has high error tendency. In this study by designing a software and interface for the
embedded system that runs the electrophoresis system, it is performed to analyze these
images automatically. Via this design, the analyzes made as a result of long lasting
measurements and calculations can be performed in seconds with the embedded
system. Thus, as soon as the execution is completed, the agarose gel image can be

examined and results are obtained more quickly.

With this system, the analysis of gel images under UV was performed with the
designed interface software. The images are transferred to the interface software via
the camera and the image processing techniques are integrated into the mini gel

electrophoresis system using Raspberry pi 3 B + with OpenCYV library.

vii



By using the electrophoresis image processing interface and software with the
embedded system, the system has become more compact compared to standard
electrophoresis imaging systems and computers used for analysis. As a result of the
comparisons, the presence of the bands was increased by morphological reconstruction
and K-means methods. For the convenience of users, it is possible to adjust these
parameters according to the image by means of an interface. The designed system is
faster, more efficient and more accurate than conventional systems. The system has

lower cost than its peers.

This thesis is supported by the project code KBUBAP-17-YL-473 within the scope of

scientific research projects (BAP).
Key Words : Electrophoresis, image processing, embedded systems, computer

interface software
Sciece Code :925.1.021
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BOLUM 1

GIRIS

Elektroforez, bir yerden diger bir yere hareket etme anlamina gelen “phoresis”
kelimesinden tiiretilmistir. Elektroforez bir elektrik alanin etkisi altinda yikli
parcaciklarin gé¢ etmesi esasina dayanir. Bu yiiklii pargaciklar bakteriler, viriisler,
protein molekiilleri, niikleik asitler veya sentetik pargaciklar olabilir. Elektroforez
yontemi etkin ayirma giicii, uygulama kolayligi ve ucuzlugu nedenleri ile tercih edilen,

ayni zamanda stirekli gelistirilen bir elektrokinetik yontemdir [1].

DNA jel elektroforezi, farkli boyutlarda DNA pargalarini ayiran molekiiler biyoloji
teknigidir. DNA jel elektroforezinin uygulamalari arasinda DNA parmak izi (genetik
tan1), DNA'nin boyut tahmini i¢cin DNA ayrimi1 yer alir. DNA bantlama kaliplarinin
elektroforetik goriintiilerden dogru sekilde yorumlanmasi zahmetli olabilir ve elle

sorgulanan ¢ok sayida bant oldugundan hata egilimli olabilmektedir [2].

DNA ve protein elektroforez jellerinin analizi, tiir ¢esitliliginin belirlenmesi igin
gittikce dnem kazanmaktadir. Farkli molekiiler agirliklarin DNA fraksiyonlar1 veya
proteinleri, molekiiler agirlhiga karsilik gelen pozisyonlara sahip bir dizi bantlara
elektroforez kullanarak ayrilir. Jellerin goriintii analizi, bant pozisyonunun ve
numuneler arasindaki yogunlugun manuel olarak karsilastirilmasimin 6znelliginin
cogunu ortadan kaldirir. Bu iglemleri bir algoritma ile gomiilii sistemde kompakt bir
halde yaptirilarak bilgisayarin kapladigi alan ve harcadigi enerji miktarindan tasarruf
etmek miimkiindiir. Islemde ilk adim, goriintiiye baz filtreler uygulanarak goriintiideki

parazitlerden kurtulmak gerekliligidir.



Arka plan sisi, tahmin edilerek resimden ¢ikarilir. Bantlar daha sonra tespit edilir ve
her bandin konumlari ve yogunluklari belirlenir. Seritlerin birinde (Ladder DNA olan
serit) bilinen molekiiler agirliklarin bir dizi protein veya niikleotidini dahil ederek, her
numunedeki bantlarin bilinmeyen molekiiler agirliklari, konumlarina dayanarak
tahmin edilebilir. Bu uygulamada goriintii analiz tekniklerinin kullanimi Grnekler

arasindaki farkliliklari nispeten objektif olarak tanimlamanin hizli ve ucuz yontemidir

3].

Bu tez kapsaminda Gomiilii Sistem tabanli Mini Jel Elektroforez [4] sisteminde
yiritilmiis, SyBr safe green ile renklendirilmis DNA’nin goriintlisiniin, gomiilii
sistemde analizinin en hizli ve en hassas sekilde, hangi yontemler kullanarak, en az
hata ile tespit edilecegi arastirilip, bu minvalde bir arayiiz ve yazilim tasarlanmistir.

Sekil 1.1.°de sistemin blok semasi1 gosterilmektedir.

|
=
|

Sekil 1.1. Sistemin blok semasi.

UV transilliminator altinda elde edilen Agaroz jel goriintiileri gomiili sisteme bir
kamera vasitast ile kaliteli bir sekilde aktarilmaktadir. Goriintii alma yontemi yaygin
olarak etidyum bromide ile renklendirilmis DNA’ nin UV 151k altinda bir dijital kamera
ile goriintiisiiniin alinmasindan olugmaktadir. Sonra bu goriintii bilgisayar ortamina
aktarilip agisal bozuklugu varsa diizeltilip, goriintii analizi yaptirilmak iizere bir 6l¢iim
programina aktarilmaktadir. Bu programda bantlarin yiirtidiikleri mesafeleri belli bir
referans baz alan sanal bir cetvel ile 6l¢iilebilmektedir. Bu yontemde kamera agisin
sabitleyerek bozulma onlense de 151k yansimalari ya da gonderilen 15181in yiizeyde ya
da ortamda patlamasiyla olusan kontrast bozunmalarin1 6nlemek pek miimkiin

olmamaktadir.

Sekil 1.2.de bu calismada gergeklestirilen arayliz yazilimimin akis semasi

verilmektedir. Yiikleme isleminden sonra goriintiilerdeki giiriiltiiniin azaltilmasi i¢in
2



morfolojik geri catma (BG Clear=Background Clear), histogram esitleme (HE),
kontrast limitli adaptif histogram esitleme (CLAHE), Gabor filtresi, K-means gibi
cesitli filtre ve yontemler uygulandiktan sonra, seritlerin ve bantlarin goriintii isleme

algoritmasiyla tespitleri hizli bir sekilde ve kolaylikla saglanmaktadir.

Jel Garintisind ; ) - . Baz Cifti Sayilarini
Yiikle M Filtre Uygula H Serit ve Banttan Bul M Fonksiyonu Hesapla H Tahmin Et

Sekil 1.2. Arayiiz yaziliminin akis semas.

Agaroz jel goriintiisiiniin gomiilii sistem iginde calisabilen, kullanici tarafindan
goriintli ayarlarinin yapilabildigi bir arayiize sahip bir uygulama yazarak goriintiiniin
analizini saglayan bir sistemin mevcut olmasi islem kolayligi saglamistir. Gomiilii
sistem ile goriintii almada olusabilecek agisal olarak diizgiin olmama, istenmeyen 151k
yansimalari, 151gin dagilmasi ya da patlamasi gibi goriintii bozukluklarini giderecek

bir yazilim ve arayiiz tasarlanmistir. Sistemin goriinimii Sekil 1.3’de verilmistir.

Sekil 1.3. Sistemin goriiniimii.

Bu tezin yaziminda su asamalar izlenmistir. Boliim 1’de konunun tanimi ve tarihgesi
verildikten sonra literatiir incelemesi yapilmistir. Boliim 2°de Gomiilii sistemin tanimi

ve kullanilan gomiilii sistem kart1 hakkinda detayl: bilgiler verilmistir.
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Boliim 3°de goriintii islemenin tanimi ve kullanim alanlarindan bahsedilmistir. Hangi
programlama dilinin ve hangi kiitiiphanenin kullanilacagina dair bilgiler verilmistir.
Boliim 4°te goriintii islemede kullanilacak yontem ve tekniklere deginilmis, uygulanan
filtreler hakkinda bilgiler verilmis ve bu filtrelerin jel goriintiileri {izerinde etkileri

gosterilmistir.

Boliim 5’te Elektroforez goriintiilerinin analizi hakkinda bilgiler verilmis 6lgiim
programi ile yapilan analizler ile algoritma ile yapilan analizler karsilastirilmistir.
Bolim 6’da tez calismasi kapsaminda tasarlanan program arayliziiniin kullanimina

dair agiklamalara yer verilmistir.

Boliim 7°de ise elde edilen bilgilerle uygulamalarin sonuglar1 degerlendirilmektedir.

Ayrica ileride yapilabilecek calismalar hakkinda 6nerilerde bulunulmaktadir.

1.1. KONUNUN TANIMI VE TARIHCESI

Smith vd. gore elektroforez makro molekiilleri biiyiikliik, elektrik yiikii ve diger
fiziksel 6zellikler temelinde ayiran bir yontemdir. Elektroforez (electrophoresis) terimi
yiiklii partikiillerin elektrik akimi etkisi altinda hareketini agiklamaktadir. Elektro
(electro) elektrige karsilik gelir, forez (phoresis) ise anlami tagimak/karsiya gegirmek
olan yunanca kokenli bir kelimedir. Kagit, seliilloz asetat, nisasta jeli ve polikrilamid
jeli olmak tizere sivi destegi olarak bir dizi farkli ortam kullanilmistir. Net bir pozitif
yiik tastyan iyonlar veya pargaciklar, elektrik alaninin negatif kutbuna dogru hareket
etme egilimindedir, tersi de dogrudur. Yiik-kiitle oranina bagli olarak, belirli bir iyon
veya pargacik tiiriiniin hareket hiz1 olarak da tanimlanabilir. Bu fenomen, proteinlerin,
niikleik asitlerin ve analitik diger yiiklii molekiiler tiirlerin ayrilmasinda ve ayrica
dagimik hiicrelerin veya diger makroskobik parcaciklarin heterojen popiilasyonlarinin
analitik veya fraksiyonlanmasinda yaygin olarak uygulanmistir. Bir diger tanimi ise
iyonlarin veya yiiklii pargaciklarin go¢ etmelerine neden olma islemi veya boyle bir
olguya dayanan herhangi bir teknik olarak tanimlanmaktadir. Jel elektroforezi, bir
cesit bolge elektroforezi olan, destekleyici ortam olarak ¢ogunlukla poliakrilamid,

agaroz veya nigasta gibi konsantrasyon kullanilan bir elektroforez teknigidir [5].



Iletken bir ¢ozeltiye gerilim uygulandiginda ¢ozeltide bulunan iyonlar sayesinde bir
akinti olusur. Ayni ¢ozelti kullanilarak koyu kivamli bir jel olusturulur. Bu ylizden jel
de iletken bir yapiya sahiptir. Burada jelin amaci ¢6zelti icindeki iyonlar akip giderken
jelin igindeki iyonlarin daha yogun yapiya sahip bir ortamda olduklarindan dolay1
firlay1p gitmesini 6nlemek i¢in kullanilir. Jel ortam kuyucuklarinda bulunan &rneklerin
yavas ilerlemesini saglayan bir nevi yogun kivamli ¢ozeltidir. Elektroforez igin gerekli
giic, tankin problarina bagl elektrotlara uygulanan voltajdan elde edilmektedir.
Molekiillerin elektrik alan etkisiyle jel ortamdaki hareket etme hizi, molekiillerin

ozelliklerine ve jelin yogunluguna bagli olarak degismektedir.

Elektroforez sirasinda, bir 6rnek DNA elektrik akimina maruz kalir. Pozitif yiikli
iyonlar negatif elektrotlara dogru hareket eder ve negatif yiiklii iyonlar pozitif yiikli
elektrotlara dogru hareket eder. Farkli iyonlar farkli oranlarda gog ettiklerinden,

elektroforez ile etkili bir sekilde ayrilabilirler [5].

Elektroforez ayirma teknigi ilk once 1807 yilinda bilim adamlar1 tarafindan
kullanilmak iizere gelistirilmistir. O zamandan beri arastirmacilar, kimyagerler ve
teknisyenler, farkli yiiklii parcaciklar1 bir elektrik alani kullanarak ayirmak igin
elektroforezi kullanmiglardir. Her ne kadar elektroforez ilk olarak 19. yiizyilin
baglarinda kesfedilse de 1937 yilina kadar bilimsel uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmamigtir. Bu ayirma yontemi Isvegli kimyaci1 Arne Tiselius tarafindan serum
proteinleri {izerinde ¢alisirken gelistirilmis ve bu ¢alismadan dolayr kendisi 1948'de
Nobel Odiilii ile ddiillendirilmistir. Elektroforezin kapillerde gerceklestirilmesinin
avantajlar1  1980’lerin  baslarinda Jorgenson ve Lukas’in c¢alismalar1 ile
belirginlesmistir. 1937°de tamimlanan serbest soliisyon elektroforezi, frontal
elektroforez veya “moving boundary” elektroforezidir. Tiselius bir elektrolit
soliisyonunda ¢6ziinmiis olan proteinleri, protein-elektrolit soliisyonunun bulundugu
“U” seklindeki kuartz bir borunun iginden elektrik akimi gecirerek ayirmustir.
pH 7.6’da albumin, «, ve y olarak isimlendirilen 4 serum protein fraksiyonunu
saptamig ve bu bantlarin sinirlar1 arasindaki absorbans degisikligini optik olarak
Olgmiistiir. Bu teknik giiniimiizde de elektroforetik hareketlilik ve protein-protein
etkilesimi ile ilgili arastirmalarda kullanilmaktadir; fakat klinik laboratuvarlarda rutin

caligmalar icin kullanilmaz, karmasik bir arac¢ gerektirir, teknigi zordur. En yaygin
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elektroforez uygulamalari, serum proteinleri, hemoglobinler ve izoenzimleri

icermektedir [6].

1.2. LITERATUR iINCELEMESI

Tiim elektroforez tiplerinin temeli V =1.R ve P = I?R elektriksel esitliklerine
dayanir. Aralarindaki baslica fark destek ortaminin tipi ve konumudur. Dikey ya da
yatay konumdaki destek ortami; seliiloz, agaroz ya da poliakrilamid vb. jellerden
hazirlanabilir. Seliilloz, amino asitler ve karbonhidratlar gibi diisiik molekiil agirlikli
olan molekiiller i¢cin, poliakrilamid gibi jeller ise daha biiyiik olanlar (protein, niikleik

asitler) i¢in destek ortami olarak kullanilir [7].

Kevin M. Bourzac vd. aktardigina gore Etidyum bromide kanserojen bir boya oldugu
icin bunun yerine daha giivenilir ve gelismis boyama 6zelliklerine sahip SyBr diye

bilinen safe green renklendiricisi kullanilarak jel goriintiisti alinmaktadir [8].

Green ve Sambrook’un arastirmalarina gére DNA'nin ¢ogu rutin elektroforetik analizi
agaroz mini jeller kullanilarak ¢ok hizli bir sekilde gergeklestirilebilir. Mini jeller,
klonlama protokoliinde bir sonraki adimin atilmasindan o6nce hizli bir cevap
gerektiginde 6zellikle faydalidir. Kuyular daha kiigiik ve jeller daha ince oldugundan,
gorsellestirme i¢in normalden daha az DNA gereklidir. Ayrica, jeller dnceden
hazirlanip hizlica cgalistirilabildiginden ve daha az miktarda reaktif gerektirdiginden,
hem zamandan hem de paradan 6nemli miktarda tasarruflar saglamaktadir. Pek ¢ok
arastirmact haftanin basinda bir jel hazirlar ve bir deney boyunca tekrar tekrar kullanir.
Boylece, belirli bir numune seti yiiklenebilir, jelin iizerine dokiiliir ve gorsellestirilir.
Jel daha sonra 6rnekleri jelden tamponun igine sokmak suretiyle "silinebilir". Mini
jellerin 3 kilo bazdan daha kiiciik DNA parcalarinin analizi i¢in en uygun ebatlardir.
Daha biiyiik pargalar, genel olarak kullanilan daha biiyiik voltajlar ve jelin nispeten
kisa olan boyu nedeniyle zayif sekilde ¢oziiliir. Cesitli tiplerde minyatiir elektroforez
tanklar1 ticari olarak iiretilmektedir. Her bir jel yuvasi, jelin kalinligina ve tarak
dislerinin genisligine bagli olarak 3 — 12ulL 6rnek alir. Genellikle, tercih edilen jel
doldurma tamponunda 10 — 100ng DNA bir yuvaya uygulanir. Jele daha sonra 30-
60 dakika boyunca jelin boyutlarina gére cm basia 5 — 20V arasi gerilim uygulanip
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SyBr Safe green uygun mesafeye gecene kadar calistirilir [9]. Buradan
yorumlanabilecegi lizere 5 cm’lik bir agaroz jele 25 — 100V arasi gerilim uygulamak
gerekmektedir. Yiiriitme islemi tamamlandiginda agaroz jelin gorlintisii UV 15181

altinda bir CCD kamera ile yakalanabilmektedir.

Bant buldurma islemini yapan GelAnalyzer [10], Gelj [11], PyElph [12], GELect [2],
GelClust [13] gibi birkag program bulunmaktadir. Bu programlarin karsilastirmasi
Apichart Intarapanich ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu karsilastirma
sonucunda GELect performansinin digerlerinden daha iyi olmasina karsin seritlerdeki
bantlarin sayilarinin az oldugu goriintiilerde serit tespit performansi oldukca zayif
kalmistir [2]. Ancak bu programlar gomiilii sistem i¢in tasarlanmamislardir. Windows

ve MacOS isletim sistemleri ile ¢alismaktadirlar.



BOLUM 2

GOMULU SISTEMLER

2.1. GOMULU SISTEM TANIMI

Gomiili sistem tibbi cihaz, otomobil vb. gibi tiikketici araglari i¢in uygulamaya 6zel
gelistirilen cihazlara gdmiilii bir elektronik alt sistemidir. Gomiilii sistemler, CPU'larda
veya Ozel donanim hizlandiricilarinda ¢alisan yazilimi kullanarak tiim sistem
islevselligini cesitli sekillerde igerebilir. Farkli gdmiilii sistemlerinin programlanmasi
icin farkli elektronik kartlar ve bilgisayar destegi gerekebilir. Boyle durumda bazi
tireticilerin gomiilii sistemlere yazilim yiikleme isini dis saglayicilardan alinan hazir

programlama cihazlari ile yaptiklar goriilmiistiir [14].

2.1.1. Gomiilii Sistem Karti

Raspberry Pi, diinyanin en ¢ok satan ligiincli bilgisayar markasidir. Raspberry P1i,
TV'ye veya ekrana takilabilen kredi karti boyutunda bir bilgisayardir. Kodlamay1
ogrenmek ve elektronik projeler gelistirmek i¢in, e-tablolar, sozciik isleme, internette
gezinme gibi masaiistii bilgisayarinin yaptigi bircok sey icin kullanilabilir. Aym
zamanda projelerin kontrol birimi olarak kullanilabilir. Raspberry Pi, programlama ve
dijitallesmeyi 6grenmek i¢in diinyanin her yerindeki yetigkinler ve ¢ocuklar tarafindan

kullanilmaktadir [15].

2.1.2. Raspberry Pi Ozellikleri

Raspberry pi 3 B+’dan (Sekil 2.1.) 6nceki versiyonlarinda goriintii isleme yapmak,
diisiik islemci hizlarindan ve kiicik RAM miktarindan dolayt ¢ok uzun siireler
alabilmekteydi. Bu modelin 6zellikleri goriintii islemeye daha uygun oldugundan

dolay1 bu gomiilii sistemi tercih edilmistir [16].
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Sekil 2.1. Raspberry Pi 3 B+ [15].

Diger gomiilii sistemlere karsilastirmak gerekirse:

e Diger basit gomiilii sistemlerin aksine kendi igine gdmiilii bir isletim sistemi
mevcuttur.

e Diger bir¢cok gomiilii sistemi bilgisayara baglayip, bilgisayara yiiklii IDE vasitasi
ile i¢ine program yiiklenebiliyorken, Raspberry Pi‘a program yiiklemek i¢in
sadece klavye, fare ve monitore ihtiyaciniz vardir.

e Bazi gomiili sistemlerden ¢ok daha hizli bir islemciye ve isletim sistemine
sahiptir.

e Donanimlar1 basit gomiilii sistemlerdeki gibi kendi {izerinde bulunan pinler
vasitasiyla kontrol etmek daha kolaydir.

e Isletim sistemi ile gelen Python derleyicileri mevcut oldugu gibi internette ok

fazla agik kaynak destegi bulunmaktadir.

Cizelge 2.1°de Raspberry Pi Model karsilastirma ¢izelgesi gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Raspberry Pi Model karsilastirma ¢izelgesi [15].
Model Hiz (MHz) | RAM USB Ports | Ethernet Wi-Fi Bluetooth
A+ 700 512MB 1 No No No
B+ 700 512MB 4 100Base-T No No
2B 900 1GB 4 100Base-T No No
3B 1200 1GB 4 100Base-T 802.11n 4.1
3B+ 1400 1GB 4 1000Base-T | 802.11ac/n 4.2
Zero 1000 512MB 1 No No No
Zero W 1000 512MB 1 No 802.11n 4.1
Zero WH | 1000 512MB 1 No 802.11n 4.1

Raspberry Pi 3 Model B+ Teknik Ozellikleri [17]:

e Broadcom BCM2837B0, Cortex-A53 (ARMvV8) 64-bit SoC @ 1.4GHz
o 1GB LPDDR2 SDRAM

e 24GHz ve 5GHz destekli IEEE 802.11.b/g/n/ac kablosuz ag baglantisi,
Bluetooth 4.2, BLE destekli

e USB 2.0 tlizerinden gigabit Ethernet (maks. hiz 300 Mbps)
e Genisletilmis 40-pin GPIO header baglantisi
o HDMI ¢ikis1 (tam boy)
e 4 adet USB 2.0 portu

o Kamera baglantis1 i¢in CSI portu

o Ekran baglantis1 i¢in DSI portu

e 4-uclu (TRRS) 3.5mm stereo ses ve kompozit video ¢ikist

e Isletim sistemi ve depolama i¢in mikro SD kart yuvasi

e 5V/2.5A DC gii¢ girisi

o Power-over-Ethernet (PoE) destegi (ayr1 olarak satilan PoE HAT gerektirir)

2.2. RASPBIAN KURULUMU
Isletim sisteminin kurulumu i¢in minimum 16 GB kapasiteye sahip SD Kart’a ve

Win32Disklmager
(https://www.raspberrypi.org/downloads/)

programlarna  ihtiyag  duyulmaktadir.  Raspberry  Pi

internet sitesinden Raspbian isletim

sisteminin imaj1 indirilebilmektedir. Indirilen isletim sistemi imaji Win32diskImager
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programi (Sekil 2.2) ile SD karta yiiklenebilmektedir. Programda “Device” kismindan
SD kartin siiriicii harfi seg¢ilip, siteden indirilen imaj, “Image File” bolmesinden segilir
ve “Write” butonuna basilarak imaj SD karta yiiklenebilmektedir. Yiikleme basarili

bir sekilde tamamladiysa karsimiza “Write Successful” yazan mesaj kutusu

gelmektedir.
sk I > IDlll
Image Fie o
| C: /Users/Desktop/20 16-03- 18-raspbian-jessie.img EI Ol ~]
Copy Il_ MDS Hash:
Progress
Version: 0.9.5 | Read | Urite | Exit

Sekil 2.2. Win32DiskImager programi.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra SD kart1 Raspberry Pi gomiilii sistem kartina

takilir ve sisteme enerji verildiginde karsimiza Sekil 2.3’teki boot ekran1 gelmektedir.

i Y Y
-
Z.5572101 [B0S5H3345] | Irg_zuc) from [< 0
€05 . : s - <BO010800> 1 (arch
_ _:ﬂmﬂ [<EB0O1660071 (arch_cpu_idle) from [<BOOSFaZes] (o
SOTROZB] [<BPOSTa?ey 1 lopu_startup_entry) from [<BO015640

JSREEI6] [<BP0156403 ] (zecond. - ) BB
2 SATSTPI IS Sl o G (eeto) (3tac)

2.607184] CFU: 3 PID: O Comm: swapper-3 Hot talnted 4.1.15-u7+ 8830
BCHZP9

Hard; TR &
B >1 fumwind_backtrace) from [CBOD1IBE83] (show_stack:Dx
[BOO1AbEA> 1 (show_stack) From [OBISSZ92c3] (dump_z =
L £92c>) (dump_stack) from [B0015bic>] (hand s

[cB015b1c>] (handle_IFI) from [(G0009408>1 (do_IFI
[<BOOO3468>1 (do_IPI) from [<BOSSEII43] (__

-6 Exception stack{dxbIIISIGE to ExbIA5IHE) ]

- SI60: 87 fede DOO00000 OOOMMO0D OOOGO0E EIIIMO58 BIY Fedde
9

&

SfB0: 16c03874 BOBGEGMA BOBGOG3c BOTdaBtd BOTied?c BUPIOSIbe LTIISILG BIIISILD
1] Sfa0: BOO107c G0O016600 GO000L13 FRTIFEIE
LPO7162] [<BOS58334>] (__Irg_suc) from [<B001680031 (arch_cpu_idle O30 Oudc)
2.717163) [<60016866>) (arch_cpu_idlc) from [BO05a?cr] (cpu_startup_cwiry«Oxlac0=268)
2727948 [<B005Ta7cy] (cpu_startup_entry) from [<B0015640>] (zccondary_start _kernelsclsc Ox 14

&
£
&
2
&
Z
&
£
2

=

2.7MZ120] [<B0015640>] (secondary_start_kerncl) from [<0000Mack] (cdac) A
2 751793] ——[ end Kernel panic - not syncing: UFS: Unable to mount root f3 on unkeows-block(1?

[
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I
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Sekil 2.3. Raspbian isletim sistemi agilig ekrani.

Sekil 2.4’te Raspbian isletim Sisteminin masaistii goriiniimii gériinmektedir.
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@g-*@ 2 @) [38]onzs L

<& Programming >

y Office >

@ Internet >

:U Games >

—d

hr Accessories >

:j Help b4
K po—
g » Appearance Settings
Run... &

& Audio Device Settings

m Shutdown...

§ Main Menu Editor
é Mouse and Keyboard Settings

Raspbd.sy Pi Configuration

Sekil 2.4. Raspbian isletim sistemi.

2.2.1 Kamera Kurulumu

Kamera kurulumu igin ilk olarak “raspi-config” komutuyla Raspberry konfigiirasyon
mentsiinden (Sekil 2.5) kameraya izin verilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.5. Raspi-config meniisii, kamerayi aktiflestirme segenegi.

Izin isleminin tamamlanmasindan sonra kamera siiriiciilerini kurmak icin Sekil

2.6’daki komutlar terminale yazilip ¢alistirilmaktadir.
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sudo apt-get -y install libv4l-dev v4l-utils

Sekil 2.6. Kamera siiriiciilerini yiikkleme komutu.

Yiikledigimiz v41 (video4linux) uygulamasini Sekil 2.7°deki komutla aktiflestirmek

gerekmektedir.

sudo modprobe bcm2835-v4l2

Sekil 2.7. V4l uygulamasini aktiflestirme komutu.

Kamera sisteme bagli ise Sekil 2.8’deki komutu terminale yazarak Sekil 2.9’daki

kamera listesini gortintiilemek miimkiin olmaktadir.

v412-ctl —list-devices

Sekil 2.8. Sisteme bagli kameralarin listesini gésterme komutu.

mmal service 16.1 (platform:bcm2835-v412):
/dev/videoO

Sekil 2.9. Kamera bagli ise terminalde goriilen ¢ikti.
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BOLUM 3

GORUNTU iISLEME ORTAMI

3.1. GORUNTU ISLEME TANIMI

Goriintii Isleme (image processing), goriintiiyii dijital form haline getirmek ve bazi
islemleri gerceklestirmek igin gelistirilmis, 6zellikli goriintii elde etmek veya ondan
bazi yararli bilgiler ¢ikarmak i¢in kullanilan bir yontem olarak tanimlanmaktadir. Bu
yontemin girdisi video goriintiisii (anlik ya da kayit) veya fotograf gibi bir goriintiiden
olugsmaktadir. Ciktis1 ise gorlntiiniin istenilen ya da dikkat edilmesi gereken
ozelliklerine ya da bir goriintiiye karsilik gelmektedir. Genellikle goriintii isleme
sistemi, Onceden belirlenmis sinyal igleme (Signal Processing) yoOntemlerini

uygularken goriintiileri iki boyutlu sinyaller olarak ele almaktadir [18].

Goriintii isleme temel olarak asagidaki li¢ adimu igerir [18]:

e Goriintiiniin optik tarayici ile veya dijital kameralarla alinmasi.

e Veri sikistirma, goriintli iyilestirme ve uydu fotograflart gibi insan gozii ile
yorumlamast zor olan lekelenme kaliplarini igeren goriintiiyii analiz etme.

e (Cikt1, sonuglarin goriintii analizine dayali olarak bir 6zellige ya da goriintiiye

degistirilmis olarak kullanima hazir hale getirme.

Goriintii islemenin amaci 5 gruba ayrilmistir. Bunlar [18]:

o Gorsellestirme — Gorlinmesi zor nesneleri gézlemleme

e Goriintii keskinlestirme ve restorasyon — Giiriiltiilii goriintiileri iyilestirme
e Goriintii alim1 — Ilgi cekici ve yiiksek ¢dziiniirliiklii gériintii arama

e Desen Tanima — Bir goriintiideki ¢esitli nesneleri tanimlama.

e (Goriintii Tanima — Bir goriintiideki nesneleri ayirt etme.
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Gliniimiizde isletmelerin ¢esitli yonleriyle kullandiklar1 goriintii isleme sistemleri hizla
biiyiiyen teknolojiler arasinda yer almaktadir. Goriintii isleme, miihendislik ve

bilgisayar bilimleri disiplinlerinde de temel arastirma alanini olusturmaktadir [18].

Gorilintli isleme alani, insanlarin giinliik yasamlarin1 kolaylastirma ve ham verileri
nitelikli bilgi haline doniistiirme amaciyla lizerine siklikla ¢alisilan bir aragtirma alani
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ozellikle son yillarda, goriintii veri tabanlarinin
bliylimesi ve yayginlasmasi ile bu verilerin siiflandirilmasi {izerine gelistirilen
caligmalarin sayisinin da gittikge arttigt  goriilmektedir. Gilinlimiizde, goriintii

siiflandirma tizerine pek ¢ok farkli yontem kullanilmaktadir [19].

Gomiili sistem teknolojilerindeki gelismeler sayesinde goriintii isleme uygulamalari
giintimiizde bir gdmiili sistem igerisinde ger¢ek zamanli olarak yapilabilmeye imkan
tanimaktadir. Bu imkan sayesinde biiyiik bilgisayarlar yerine daha kompakt gomiilii
sistemler kullanarak, daha az enerji sarfiyati ile goriinti isleme yontemleri
kotarilabilmektedir. Burada piyasadaki goriintii isleme yazilimlarinin parali lisanslar
bulunmasi ve bir gomiili sistemde ¢alisamayacak gereksinimlere (yiiksek
performanslt bilgisayar ihtiyaci) sahip oldugu (sitelerindeki bilgilere bakilarak)
bilinmektedir. Uygulamalarin sadece yalin hallerini satin alarak goriintii isleme
yapmak bile yeterince maliyetli olmaktadir. Yiiksek gereksinimlere sahip olmalari ve
parali olmalar1 sebebiyle bu programlar gémiilii sistemler i¢in hem uygun degildir,
hem de her hangi bir goriintii isleme uygulamasinda gereksiz maliyet artisina neden
olmaktadir. Bu tez kapsaminda Python ve OpenCV Kkiitiiphanesinin birlikte
kullanilmasinin en 6nemli sebeplerinden biri ¢ok diisiik gereksinimlere sahip olmalari
bir digeri ise ticretsiz olmalaridir. Python uygulamasi ve OpenCV Kkiitiiphanesinin agik
kaynak olmalar1 sebebiyle ¢ok fazla orneklerinin bulunmasi da tercih nedeni

olmaktadir.

3.3. PYTHON

Python, Guido Van Rossum adli Hollandali bir programci tarafindan yazilmis bir

programlama dilidir. Ozellikle yazim kurallarmin karistk olmamasi, cabuk
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Ogrenebilme ve az kodla cok is yapilabilmesine olanak sagladigi igin, Python

giinlimiizde ¢okga tercih edilmektedir [20].

Python ile yazilan bir yazilimi, Python kurulu olan herhangi bir isletim sisteminde
kolayca calistirabilmek miimkiindiir. Diger bir¢ok programlama dillerinde yazilan
programlar1 baska isletim sistemlerinde ¢alistirabilmek igin programi o isletim
sisteminde derlemek gerekmektedir. Bu da diger programlama dillerine olan ihtiyaci
en aza indirmektedir. A¢ik kaynak olmasindan dolay1 da herhangi bir ticret 6demeden
bu programa ulagmak miimkiin olmaktadir. Python kodlarinin okunma kolaylig1 ve
modiiler sistemi birden c¢ok yazilimciyla gelistirilen ekip calismalarinda biiyilik

kolaylik saglamaktadir [21].

3.3.1 Python Kurulumu

Python 3.5 siiriimii Raspbian isletim sisteminde yiiklii halde bulunmaktadir. Python
3.7 siirimiinii yiiklemek i¢in ilk olarak Raspbian terminali (Sekil 3.1) acilir ve Sekil

3.2’deki kod ¢aligtirilip isletim sisteminin giincellenmesi gerekmektedir.

iMenu (j)' — - I,’ @ ‘-pi@raspberrypiw |

! ;v:":-a-_v:r_‘_l-;:f_,';_ll_ o4 DDD
File Edit Tabs Help
pi@raspherrypi uname -a

3,18.11+ #781 PREEMPT Tue Apr 21 18;02:18 BST 2015 armv6l GNU/

8:34 4row_arrow.png

spherrypi
dr aspberrypi

Sekil 3.1. Raspbian isletim sistemi terminali.

sudo apt-get update -y

Sekil 3.2. Raspbian igletim sistemini giincelleme komutu.
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Python resmi sitesinden (https://www.python.org/downloads/source/) Python son
stirimii indirilebilmektedir. Sekil 3.3’teki komutlar kullanilarak Python programinin
son siiriimii kurulabilmektedir. Bu komutlar1 indirilen siirime gore giincellemek

gerekmektedir.

wget https://www.python.org/ftp/python/3.7.0/Python-3.7.0.tar .xz
tar xf Python-3.7.0.tar.xz

cd Python-3.7.0

Jconfigure

make -j 4

sudo make altinstall

Sekil 3.3. Python kurulum kodlari.

3.2. OPENCV

OpenCV (Acik Kaynak Bilgisayarlt Gorme Kitapligl) agik kaynakli bir bilgisayarl
gorii (Computer Vision) ve makine Ogrenme (Machine Learning) yazilim
kiitliphanesidir. Goriintli isleme ile ilgili yilizlerce temel ve ileri seviye fonksiyonu,
optimize edilmis halleriyle barindirmaktadir. ilk olarak Intel’in Rusya’daki

laboratuvarlarinda, 1999 yilinda gelistirilmeye baslanmistir [22].

Bilindigi gibi a¢ik kaynak kodlu projeler ¢ok degisik lisanslara sahip olabilmektedir.
Lisansin tiiriine gore kisitlamalar icerebilmektedirler. OpenCV BSD lisans1 altinda
dagitilmaktadir. Bu lisans tiirlinde ticari uygulamalardaki kullanimlara dahi higbir
engel teskil etmemektedir. Baslangigta C ile kodlanmaya baslanmis olmasina ragmen,
2.0 versiyonundan itibaren C++ temelli bir yapiya kavusmustur. OpenCV 3.0 ile daha
modern bir C++ yapisina ge¢mistir. C/C++ disinda pek ¢ok dil (Python, Java,
Matlab/Octave, C#) ile beraber kullanilabilmektedir [22].

OpenCV, programlama dillerinde oldugu gibi platform ve igletim sistemi konusunda

da cok genis bir yelpazede caligma imkani saglamaktadir. Windows, Linux ve
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MacOSx gibi yaygin kullanilan pek ¢ok isletim sistemi {lizerinde galisabilmektedir.
Giiniimiiziin 6ne ¢ikan alanlarindan olan mobil aygitlar (Android, Blackberry, iPhone)
ve embedded gelistirme kartlar1 (Beaglebone, Raspberry Pi), yine OpenCV’nin
kullanilabilecegi platformlardir [22].

OpenCV kiitiiphanesi, hem klasik hem de modern bilgisayarli gorii ve makine 6grenme
algoritmalarinin kapsamli bir setini iceren 2500'den fazla optimize edilmis algoritmaya
sahiptir. Bu algoritmalar, yiizleri algilamak ve tanimak, nesneleri tanimlamak,
videolarda insan hareketlerini siniflandirmak, kamera hareketlerini izlemek, hareketli
nesneleri izlemek, nesnelerin 3B modellerini ¢ikarmak, stereo kameralardan 3B nokta
bulutlar1 iiretmek, bir gorlintli veri tabanindan benzer goriintiiler bulma, flas
kullanilarak ¢ekilen goriintiilerden kirmiz1 gozleri kaldirma, goz hareketlerini izleme,
vb. iglemler i¢in kullanilabilir. OpenCV 47 binden fazla kullanici sayisina sahip bir
topluluktur ve 18 milyondan fazla tahmini indirme sayisina sahiptir. OpenCV
kiitiiphanesi sirketler, arastirma gruplari ve devlet kurumlari tarafindan yaygin olarak

kullanilmaktadir [23].

OpenCV kiitiiphanesini kullanan Google, Yahoo, Microsoft, Intel, IBM, Sony, Honda,
Toyota gibi koklii firmalarin yani sira, OpenCV'yi yaygin olarak kullanan Applied
Minds, VideoSurf ve Zeitera gibi bircok yeni girisim bulunmaktadir. OpenCV'nin
kullanimlari, Israil'deki gdzetim videosunda izinsiz girisleri tespit etmeye, Cin'deki
maden ekipmanlarini izlemeye, robotlarin Willow Garage'daki nesneleri tasimalarina
ve toplamalarina, Avrupa'da yiizme havuzunda bogulma kazalarini tespit etmelerine,
Ingiltere ve Ispanyada interaktif sanat ¢aligmasi yapmaya, Tiirkiye'deki enkaz
pistlerini kontrol etmeye, diinyadaki fabrikalardaki {iriin etiketlerini incelemekten

Japonya'daki hizli yiiz tespiti konusuna kadar genis bir alana uzanmaktadir [23].

C ++, Python, Java ve MATLAB dilleri grafiksel arayiizlere sahiptir ve Windows,
Linux, Android ve Mac OS desteklemektedirler. OpenCV ¢ogunlukla gercek zamanl
goriis uygulamalarina dayanmaktadir. OpenCV, C++ dilinde yazilmistir ve STL

kaplariyla sorunsuz ¢alisan bir arayiizii bulunmaktadir [23].
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3.2.1. OpenCV Kurulumu

Python kurulumu tamamlandiktan sonra OpenCV kiitliphanesini yiiklemek
gerekmektedir. Kurulumun yapilabilmesi i¢in SD kartin tamaminin kullanilabilmesi
icin genisletilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in terminale Raspi-config komutu yazip
Sekil 3.4’teki meniiden “expand rootfs” segenegini segip genisletme islemi

tamamlandiktan sonra sistemi yeniden baslatmak gerekmektedir.

Kurulum biraz karmasik oldugundan dolayr birden fazla kurulum yapildiysa eski
stiriimleri kaldirmak i¢in ilk olarak Sekil 3.5’deki komutlar terminale girilerek eski ya

da hatal1 kurulum dosyalarindan kurtulmak miimkiin olmaktadir.

Eski stiriimleri kaldirma islemi bittikten sonra Sekil 3.6’daki komutlarla sistem
giincellenmesi gerekmektedir. Eger daha 6nce giincelleme yapilmadiysa bu islem uzun

surmektedir.

Sekil 3.4. Raspberry konfigiirasyon ekrana.

sudo apt-get remove libopencv*
sudo apt-get autoremove

Sekil 3.5. OpenCV’nin eski siiriimlerini kaldirmak i¢in kullanilan komutlar.
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sudo apt-get update
sudo apt-get upgrade
sudo rpi-update

sudo reboot

Sekil 3.6. Raspbian igletim sistemi giincelleme komutlart.

Giincelleme islemleri tamamlandiktan sonra reboot islemini yapilmaktadir.
Sonrasinda  gelistirici  araglarin  (developer tools) kurulumunun yapilmasi

gerekmektedir. Bu kurulum igin gerekli komutlar Sekil 3.7’de verilmistir.

sudo apt-get install build-essential cmake cmake-curses-gui pkg-config

Sekil 3.7. Gelistirici araglarin kurulum kodlart.

Gelistirici araglarinin kurulumu bitince OpenCV kullanirken ihtiya¢ duyulacak
kiitliphanelerin kurulumu yapilmasi gerekmektedir. Bu kiitiiphanelerin kurulumu i¢in

gerekli komutlar Sekil 3.8°de verilmistir.

sudo apt-get install |
libjpeg-dev |
libtiff5-dev |
libjasper-dev |
libpng12-dev |
libavcodec-dev |
libavformat-dev |
libswscale-dev |
libeigen3-dev |
libxvidcore-dev |
libx264-dev |
libgtk2.0-dev

Sekil 3.8. Gerekli kiitiiphanelerin kurulmasini saglayan komutlar.
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Hazirlik islemleri tamamlandiktan sonra artik OpenCV kurulumuna gegilebilmektedir.
Bunun i¢in /home/pi klasorii altina opencv adli bir klasor agilmasi gerekmektedir. Bu
klasoriin i¢ine girip Sekil 3.9°daki komutlar ¢alistirilip OpenCV kurulumu i¢in gerekli

dosyalar indirilmektedir.

cd /home/pi/opencv
wget https://github.com/opencv/opencv/archive/3.2.0.zip -O opencv_source.zip

wget https://github.com/opencv/opencv_contrib/archive/3.2.0.zip -O opencv_contrib.zip

Sekil 3.9. OpenCV dosyalarini klasére kaydeden komutlar.

Indirilen (*.zip) uzantili sikistirlmis dosyalar1 agmak icin Sekil 3.10°daki komutlar

kullanilmaktadir.

unzip opencv_source.zip

unzip opencv_contrib.zip

Sekil 3.10. Sikistirilmis dosyalari ¢ikaran komutlar.

OpenCV’yi calistirilabilir hale getirmek icin derleme islemlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Bu iglemler i¢in opencv-3.2.0 klasorii igine girip build klasorii agip bu
klasoriin igine derlenmektedir. Sekil 3.11°de build klasoérii olusturma komutlari

gosterilmektedir.

cd opencv-3.2.0
mkdir build
cd build

Sekil 3.11. Build klasorii olusturma komutlari.

Build klasoriiniin igine derlemeyi yapmadan once Sekil 3.12°deki komutlart

calistirarak derleme i¢in dosyalar1 hazir hale getirmek gerekmektedir.
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cmake -D CMAKE_BUILD_TYPE=RELEASE |
-D CMAKE_INSTALL_PREFIX=/usr/local |
-D BUILD_WITH_DEBUG_INFO=0FF |

-D BUILD_DOCS=0FF |

-D BUILD_EXAMPLES=0FF |

-D BUILD_TESTS=O0FF |

-D BUILD_opencv_ts=OFF |

-D BUILD_PERF_TESTS=OFF |

-D INSTALL_C_EXAMPLES=ON |

-D INSTALL_PYTHON_EXAMPLES=0N |

-D OPENCV_EXTRA_MODULES_PATH=../..Jopencv_contrib-3.2.0/modules |
-D ENABLE_NEON=ON |

-D WITH_LIBVAL=ON | ../

Sekil 3.12. OpenCV derleme igin dosyalar1 hazir hale getirme komutlari.
Biitiin bu iglemler tamamlandiktan sonra kurulum iglemlerinin basarili olup olmadigini
anlamak icin kurulum isleminin son satirlarinda Sekil 3.13’teki mesajlar

goriilmektedir.

-- Configuring done
-- Generating done

-- Build files have been written to: /home/pi/usbmem/opencv/opencv-3.2.0/build

Sekil 3.13. Derleme isleminin basarili olarak tamamlandigini gosteren bildirim
mesajlari.

Derleme islemini baslatmak i¢in Sekil 3.14’teki komut ¢alistirilmaktadir. Bu komutun
sonundaki “—4” parametresi derleme isleminin 4 ¢ekirdekte yapilacagi anlamina
gelmektedir. Boylelikle derleme islemi daha kisa siirede olabilmektedir. Islemcinin

daha rahat ¢alisabilmesi i¢in bu islem sirasinda islemciyi sogutmak faydali olmaktadir.
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make -j4

Sekil 3.14. Derleme islemini baglatma komutu.

Derleme islemi tamamlandiginda ekranda “[100% Built target ...]” ifadesi
goriilmektedir. Kurulumu tamamlamak i¢in son olarak Sekil 3.15’teki komutlar

calistirilmaktadir.

sudo make install

sudo Idconfig

Sekil 3.15. OpenCV kurulumunu baglatma komutlari.

Kurulum islemi bittikten sonra Python 3 IDE’sini agarak Sekil 3.16’daki komutlar
yazilarak OpenCV kurulumunun basarili bir sekilde gerceklesip gergeklesmedigi

anlasilmaktadir.

>>> import cv2
>>> print (cv2.__version__)
3.2.0

Sekil 3.16. Python 3 IDE OpenCV Kkiitiiphanesinin versiyonunu gosteren komutlar.

3.3. THONNY

Raspbian igletim sisteminde yiiklii olarak gelen Thonny (Sekil 3.17) ¢ok basit bir
araylize sahip ve RAM’i ¢ok yormayan bir yapisi bulunan birgok Python IDE’den
(Integrated Development Enviroment, Tiimlesik Gelistirme Ortami) birisidir. Goriintii
isleme uygulamalar1 tizerinde ¢alisilacagi i¢in RAM’1 ¢ok kullanmayan bu gelistirme

ortami tercih edilmektedir.
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T& Thonny - Ci\Users\Kerim\Desktop\tez kaynak\mainprog.py @ 15:1
File Edit View Run Device Tools Help

NS O @

mainprog.py Variables

1 from tkinter import * ~  Name Value

2 import cv2

5 from datetime import datetime

4 import tkinter as tk

5 dmport PIL

5 from PIL import Image,ImageTk,ImageEnhance
7 import pytesseract

import numpy as np

from tkinter import filedialog

import matplotlib.pyplot as plt

from scipy import ndimage, misc Assistant
import peakutils

from scipy.interpolate import *
from scipy.stats import *

15 Filename=““

Shell

>>>

Sekil 3.17. Thonny, Python IDE arayiizii
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BOLUM 4

YONTEM VE TEKNIKLER

Jel elektroforez deneyleri, dijital goriintiiler halinde gosterilebilir, bu nedenle 6nemli
bilgileri ¢ikarmak i¢in molekiiler biyoloji uygulamalarinda yaygin olarak kullanilir
[24]. Seritlerin ve bantlarin konumlarini1 bulmada kullanilan bir¢ok yéntem mevcuttur.
Hemen hemen her yontem goriintiiniin iyilestirmesi ile elde edilen sinyalden bilgi
¢ikarma temeline dayanmaktadir. Goriintii iyilestirmesinde kullanilan birgok yontem
ve teknik mevcuttur. Uygulanan yontemlerin en basitlerinden biri jel goriintiilerindeki
parlaklik degerlerini bir esik degerine gore ayirip arka alan ile bantlar arasindaki ton

farkini agarak bantlar1 tespit etmektir [25].

Bir diger yontem ise goriintiiye bulaniklastirma, kenar buldurma, adaptif esikleme,
histogram esitleme, Gabor filtresi uygulama, morfolojik geri ¢atma gibi bir takim
gorlintli filtreleme ve goriintli iyilestirme islemlerinin birinin ya da birkaginin
uygulanmasindan sonra bantlarin konumlar1 belirginlestirilerek tespit edilmesidir
[26,32].

4.1. FILTRELEME VE GORUNTU IYILESTIRME YONTEMLERI

4.1.1. Esikleme (Thresholding)

Bilindigi tizere gri tonlamali (grayscale) bir goriintii 0 ile 255 aras1 parlaklik degeri
igeren piksellerden olugsmaktadir. 0 degeri en siyah tonu temsil ederken 255 degeri de
en beyaz tonu temsil etmektedir. Jel resimleri siyah-beyaz kontrast igceren resimler
olarak doniistiiriildiigiinde belli bir degerden biiyiik olan degerleri beyaz, kiigiik
degerleri ise siyah olarak tanimlayan bir esik degeri (threshold value) belirlenerek
bantlar1 giiriiltiilii arka fondan ayirmaya ¢aligsarak bantlari belirginlestirmeye yarayan

bir yontemdir [25].
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Esik degeri ile filtreleme ise 0-255 arasi bir esik degeri (threshold value) segilir ve bu
degerin altinda kalan degerler “0” istiinde kalan degerlerde ya oldugu gibi birakilir ya
da “255” degeri verilerek sadece siyah beyaz bir goriintii elde edilebilmektedir.
Ornegin bu degeri 60 olarak alirsak, bu degerin altinda kalan biitiin degerleri 0’a,
istlinde olan biitiin degerleri de oldugu gibi birakarak, goriintiiyii doniistiiriirsek
temelde sadece arka planda kalan giiriiltiisii tamamen silinmis olan bir goriintii elde
edilmektedir. Bu yontem, bir esik degeri altindaki giirtiltiilii verilerden kurtulma igin
kullanilmaktadir [27].

Sekil 4.1 (a)’da mini jel elektroforez sistemiyle ¢ekilmis bir jel gériintiisiiniin orijinal
hali ile Sekil 4.1 (b)’de 60 esik degeri ile esikleme yapilmis hali goriilmektedir.
Esikleme yontemi kontrasti ¢ok genis olan jel goriintiilerinde etkili olarak bantlar1 arka
fondaki giiriiltiiden ayrigtirabilirken, bu yontem kontrast araligt dar olan jel

goriintlilerinde ¢ok etkili olamamaktadir.

Bu ytizden dolayidir ki Sekil 4.1 (b)’deki gibi jel goriintiistindeki ¢ok dagilmis veya
yogunlugu az olan bantlarin esik degerinin altinda kaldigindan kayboldugu
gozlemlenmektedir. Bantlarin kaybolmasi olusturulacak fonksiyonu ve dolayisiyla
analiz sonuglarini etkileyeceginden esikleme yontemi her jel goriintlisii icin iyi

sonuclar vermemektedir.

Orijinal Threshold Value=60

Sekil 4.1. a) Orijinal jel gorlintiisii, b) Esikleme uygulanmis jel goriintiisii.
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4.1.2. Histogram Esitleme (Histogram Equalization)

Histogram bir goriintiideki piksel degerlerinin dagiliminin grafiksel olarak
gosterimidir. X ekseni piksel degerlerini gosterirken Y ekseni de bu piksel degerlerinin
goriintiideki frekansin1 gostermektedir. Jpeg gibi tamsay1 tabanli goriintiilerde piksel
degerleri 0-255 araliginda yayildigi igin X ekseni 256 farkli deger alacaktir [27].
Histogram esitleme, gri tonlamali resimlerde olusan sis (fog) giiriiltiilerini kaldirmada
uygulanan yontemlerden biridir. Bilindigi iizere histogram esitleme resimde bulunan
256 farkli ton frekans dagilimlarini esitlemeye ¢alisarak goriintii iyilestirmesi
yapmaktadir [28]. Histogram esitlemesi tiim goriintiiye uygulanmaktadir.
Histograminda yigilmalar1 olan ve igerisinde ¢ok farkli ton bulunan resimlerde etkili
bir goriintii iyilestirmesi yaptig1 bilinmektedir. Ancak jel goriintiilerinde genis skalada
bir renk ton dagilimi mevcut degildir. Bu yilizden kontrast araligi dar olan resimlerde
histogram esitlemenin giiriiltiiyli azaltmak yerine giiriltiiyli artirdigr Sekil 4.2°de

goriilmektedir.

Orijinal Jel Goriintiisi Histogrami Esitlenmis Jel Gortintiisti
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Sekil 4.2. (a) Orijinal jel goriintiisii, (b) Histogram esitlemesi uygulanan jel goriintiisi,
(c) Orijinal jel goriintiisiiniin histogram grafigi, (d) Histogram esitlemesi
uygulanan jel goriintiisiiniin histogram grafigi.
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Global Histogram esitlemede Sekil 4.2 (b)’de goriildigii tizere beyaz tonlar, beyazin
yogun oldugu bolgelerde yigilmalar olustururken siyah tonlar, siyahlarin yogun
oldugu bolgelerde yigilmalara neden olabilmektedir. Bu durum ise her ne kadar
bantlarin parlakligini arttirip, esikleme yontemi uygulandiginda seritleri bulunmasi
icin piksellerin siitun toplamlarindan elde edilen sinyali diizeltse de birbirine yakin

olan bantlarin tepe noktalarinin kaybolmasina neden olmaktadir.

Sekil 4.3’teki Histogram esitlemesi ve esikleme yontemi uygulanmis jel goriintiileri
islemler sonucu dikey piksellerin toplamlart ile elde edilen goriintii ve ilk seritlerin
yatay piksellerin toplanmasiyla elde edilen sinyallerinin karsilastirilmasi
gosterilmektedir. Grafiklerde ve gorsellerde goriildiigi tizere bu filtre veri kayiplarina

(bantlarin kenar ve tepe noktalarinin kaybolmasina) sebebiyet vermektedir.

Histogram Esitlenmis Jel Goriintiisii Histogram Esitleme + Threshold Value=225
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Sekil 4.3. a) HE uygulanmis jel goriintiisii, b) HE uygulanmis jel goriintiisiine
esikleme uygulanmis goriintii, ¢) Iki goriintiiniin dikey piksellerinin
toplamlarinin karsilastirmasi, d) iki goriintiiniin ilk seritlerinin yatay
piksellerin toplaminin karsilastiriimasi.
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4.1.3. Kontrast Simmirlamali Adaptif Histogram Esitleme (Contrast Limited
Adaptive Histogram Equalization)

CLAHE (kontrast sinirlamali adaptif histogram esitleme) ise goriintiiniin tamamina
uygulamak yerine goriintiiye bolgesel olarak uygulanmaktadir. Her bolgeyi kendi
icinde esitlemeye c¢alisarak, parlak bolgeler ile koyu bolgelerin jel goriintiistiniin
geneline olan etkisini azaltmak i¢in bolgesele indirgeyerek parlak bolgedeki kiigiik ton
farklar1 ile koyu bolgelerdeki kiigiik ton farklari, bulundugu bolgeye gore dagitilarak
daha dengeli esitlemeyi saglamaktadir [27].

Adaptif histogram esitlemesi goriintliyli kiremit adi verilen kiigiik bloklara
bolmektedir. (tileSize, OpenCV’de varsayilan olarak 8x8’lik bir matristir, ihtiyaca
gbre matrisin boyutlar1 degistirilebilir). Daha sonra bu bloklara histogram esitleme
uygulanir. Bu sayede histogram giiriiltii olmadig: siirece kiigiik bir bolge ile sinirh
kalmaktadir. Eger giiriiltii olustuysa engellemek igin kontrast sinirlamasi uygulamak

gerekmektedir (clipLimit, kontrast limitini ayarlamada kullanilan parametre).

Sekil 4.4’de orijinal goriintii ile CLAHE uygulanmis bir jel goriintiisii verilmistir.
Goriintiide goriilecegi iizere siyah alanlar ¢ok fazla beyaz alanlara karismamais, beyazin
yogun oldugu bdlgelerde ise bantlarin arasindaki siyah bdlgeler tamamen
kaybolmamig global histogram esitlemeye gore daha belirgin hatlara sahip bir dagilim

olusturulmustur.
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Sekil 4.4. a) Orijinal jel goriintiisii, b) CLAHE uygulanmus jel goriintiisii, ¢) Orijinal

jel gorintiisii histogram grafigi, d) CLAHE uygulanmis jel goriintiisii
histogram grafigi.

Elde edilen goriintiiniin histogramina bakarak esik degeri 125 olarak alinmis bir

esikleme yontemi uygulanirsa Sekil 4.5 b’deki goriintii elde edilmektedir. Goriintiiden

anlasilacagi lizere bantlar ilk duruma gore daha belirgin goziikkmektedir. Ancak

kuyularin etrafina bakildiginda hala bir miktar giiriiltii barindirdigi goriilmektedir.
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Orijinal Jel Goriintiisi CLAHE+ Threshold Value=125
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Sekil 4.5. a) Orijinal jel goriintiisii, b) CLAHE ve esikleme uygulanmis jel goriintiisi,
c) Orijinal goriintiintin  histogram grafigi, d) CLAHE ve esikleme
uygulanmus jel goriintiisiiniin histogram grafigi.

4.1.4. Morfolojik Geri Catma (Morphological Reconstruction)

Morfoloji (bigimbilim), en genel anlamiyla biyolojide hayvanlar ve bitkilerin bigim ve
yapilar1 ile 1lgili olan bir bilim dalhidir. Ayn1 kelime, matematiksel morfoloji
baglaminda, goriintiideki sinirlar, iskeletler ve digbiikey zarf gibi bolgesel sekillerin
tanim ve temsilinde goriintii bilesenlerini elde edebilmek i¢in kullanilabilecek teknik
ya da teknikleri niteler. S6z konusu morfolojik teknikler, budama (ayiklama) inceltme

ve morfolojik filtreleme gibi 6n veya son islemlerde kullanilabilir [28].

Birgok goriintii isleme ve analiz uygulamasinda verilen bir f goriintiisii ¥ bir operatorii
vasitasiyla bir ¢ gorintiisiine dondstirilir (g = ¥ (f)). ¥ gorintiiniin  6nemli
ozelliklerini korurken goriintiideki giiriiltiiyli silmek gibi 6zel bir gorevi yerine

getirmek i¢in tasarlanmustir [27].
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Bu islem, jel goriintiisiiniin farkli boliimlerindeki arka plan seviyelerini tahmin eder ve
bunlart orijinal goriintiiden ¢ikarir. “Opening” adi verilen uzamsal bir filtreleme
teknigi kullanilmistir. Opening, genisletme (veya dilatasyon) ve asindirma (veya
erozyon) olmak tizere iki temel morfolojik operatorden olusmaktadir.
Genisletme/agindirma iglemi jel gorintiisiindeki her pikseli kendisinin ve en yakin
sekiz komsusununki degerinin maksimum/minimum gri degeri ile degistirmektedir.
Morfolojik operatorlerin ayrintilarina girmeden, genel olarak, bir resmi n kez
genisletmek ve ardindan genisletilmis resmi n kez kiigiiltmek, alanlar1 (2n + 1)
pikselden daha az olan nesneleri, yani, agilis hareketleri gibi etkili bir sekilde algak
gecirgen bir filtre gibi filtrelemektedir. Goriintiiden kaldirilacak nesnelerin boyutu,

goriintiilye uygulanan genisletme ve asindirma islemlerinin sayisi ile belirlenmektedir
[30].

Objeler goriintiiden ¢ikarildiginda, ortaya ¢ikan goriintiide geride birakilanlarin arka
plan diizeyi oldugu kabul edilmektedir. Jeldeki arka plan seviyeleri bélgeden bolgeye
yumusak bir sekilde degistiginden, mevcut uygulama jel goriintiisiindeki koyu renkli
nesneleri ¢ikaracak kadar biliylik ayarlanmistir. N degeri, goriintiideki en biiyiik
karanlik alanin boyutuna bagh olarak (genellikle say1 veya dokunma veya Ortlisen
noktalarin bulundugu alana karsilik gelir) 20 ila 40 piksel arasinda degisir. N degerinin
olmasi gerekenden fazla uygulanmasi, az olmasindan daha iyi oldugu i¢in (az olmasi
goriintiideki orijinal nokta sinyallerinin ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasiyla
sonuglanabilir), bu deger ¢ogu jel goriintii igin genellikle yaklasik 40 piksel olarak
ayarlanmaktadir [30].

“Opening” yontemi erozyon ve genisletme yontemlerinin artarda tekrarlariyla elde
edilmektedir. Bir goriintiiye O6nce erozyon islemi uygulayip ardindan genisletme
yontemi uygulanirsa beyaz alanlar once kii¢iiliir, kii¢iik beyaz alanlar yok olur, sonra
ise kiigiilen beyaz alanlar tekrar genisletilerek eski haline getirilir. Boylelikle kiigiik
parazitlerden yok edilmektedir. Bu islemi 6nce n defa erozyon uygulayip sonra n defa
genisletme uygulayarak goriintiideki beyaz goriintiiniin tamamindan kurtulup sadece
arka alanin bulundugu siyah alanin kalmasi saglanmaktadir. Bu siyah alan goriintiiniin

arkasindaki, sis ya da giiriiltilii alan olarak adlandirilmaktadir [31].

32



Elde ettigimiz arka plani orijinal resimden ¢ikartarak goriintii giiriiltiiden arindirilmis
olmaktadir. Elde edilen verinin goriintiiniin ilk haline gore gercek degerlerine daha
yakin degerler icerdigi soylenebilir. Sekil 4.6’da bir jel goriintiisiiniin 3 boyuta
dontistiiriilmiis goriinlimii mevcuttur. Gorilintiiniin  fonuna baktigimizda bir 151k
dalgasinin var oldugunu goriilmektedir. Bu yontem uygulanarak Sekil 4.7°deki arka
alan giirtiltiisii elde edilmektedir. Orijinal resimden fonu ¢ikardigimiz zaman ise Sekil
4.8’deki goriintiide gorildiigli lizere zemini neredeyse tamamen diiz goriintiiye

ulagsmak miimkiin olmaktadir [31].

300

Sekil 4.6. Bir jel goriintiisiiniin 3D gosterimi.

200 ~
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100 4

0
1200

Sekil 4.7. Morfolojik geri ¢gatma sonucu elde edilmis arka planin 3D gosterimi.
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Sekil 4.8. Arka plan giiriiltiisii ¢ikarilmig goriintiiniin 3D gosterimi.

Sekil 4.9’da mini jel elektroforez ile ¢ekilmis goriintii, Sekil 4.10 bu goriintiiniin
morfolojik geri ¢atma yontemi ile elde edilen arka plan giiriiltiisii ve Sekil 4.11°de
morfolojik geri gatma islemi sonucu elde edilen ve orijinal goriintiiden ¢ikarilmis, arka

plan giiriiltiisiinden arindirtlmis goriintii goriilmektedir.

Sekil 4.9. Mini jel elektroforez sistemi ile ¢ekilmis jel goriintiisii.
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Sekil 4.10. Morfolojik geri catma ile elde edilen arka plan giirtiltiisii.

Sekil 4.11. Arka plan giirtiltiistinden arindirilmig goriinti.

4.1.5. Gabor Filtresi

Adimn1 Dennis Gabor’dan almig bir dogrusal filtredir. Kenar bulma, doku analizi,
ozellik ¢ikarma gibi goriintii isleme uygulamalarinda kullanilmaktadir [32,33].
Gortintiiyii Sekil 4.12°deki filtreler ile tarayip goriintii iizerindeki filtre agilarina

karsilik gelen kenarlar1 bularak goriintiideki nesneleri belirginlestirir.
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Sekil 4.12. Her biri 11.25° ag1 ile yonlendirilmis 16 Gabor filtre bankasi [34].

Gabor filtresinin ¢ekirdegi “cv2.getGaborKernel(ksize, sigma, theta, lambda, gamma,
psi, ktype)” kodundaki parametrelerle sekillenmektedir. Bu parametre degerlerinin

Gabor ¢ekirdegine etkileri sdyle agiklanabilir:

ksize: Gabor ¢ekirdeginin biiytikligidir. Eger ksize = (a, b) ise, 0 zaman Gabor
cekirdegi boyutunda axb piksellere sahip olunmaktadir. Diger bircok evrisim
¢ekirdeginde oldugu gibi, ksize tercihe baglidir ve ¢ekirdek genellikle kare seklinde

olmaktadir.

Sigma: Gabor filtresinde kullanilan Gauss fonksiyonunun standart sapmasidir. Sekil

4.13’de sigma degerlerinin degismesiyle elde edilen Gabor filtreleri goriilmektedir.

Teta: Gabor fonksiyonunun normalin paralel ¢izgisine agisal olarak yonlendirmesidir.
Sekil 4.14°de teta degerinin degismesi ile Gabor filtresinde olusan acisal degisiklikler
gosterilmektedir. Teta haricindeki parametrelerin sabit olmasi kosuluyla ac1 degeri

arttikca Gabor filtresi saat yoniinde donmektedir.

Lambda: Gabor filtresindeki sintizoidal faktoriin dalga boyudur. Sekil 4.15°te lambda
parametresinin degerlerindeki degisimin (diger parametreleri sabit tutmak kaydiyla)
Gabor filtresine etkileri gosterilmektedir. Lambda degeri arttikga Gabor filtresi

kalinlagmaktadir.
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Sigma (o) =10 Sigma () =30 sigma ()= 45

Sekil 4.13. Diger parametreleri degistirmeden (A = 30,6 =0,y = 0.25,%¢ = 0) ve
sigma degerinin Gabor ¢ekirdegine etkisi [34].

I.

Theta(@)=0 Theta (8)=45 Theta (8) =190

Sekil 4.14. Diger parametrelerin degistirmeden (1 = 30,y = 0.25,0 = 10,¥ = 0)
ve teta degerinin Gabor ¢ekirdegine etkisi [34].

Lambda (A) = 30 Lambda {A) = 60 Lambda (A) = 100

Sekil 4.15. Diger parametreleri degistirmeden (6 = 0,y = 0.25,0 = 10,¥ = 0) ve
lambda degerinin Gabor c¢ekirdegine etkisi [34].
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Gama: uzaysal en boy oranidir. Gama parametresinin degerlerindeki degisimlerin
gabor filtresi tlizerindeki etkileri Sekil 4.16°da gosterilmektedir. Diger parametreler
sabit tutulmasi kaydiyla gamma parametresinin degeri azaldikga gabor filtresinin boyu

uzamaktadir.

Gamma (y) = 0.75

Gamma (y)=0.25 Gamma [y) = 0.5

Sekil 4.16. Diger parametreleri degistirmeden (4 = 30,06 = 0°0 = 10,¥ = 0) ve
gama degerinin Gabor ¢ekirdegine etkisi [34].

Psi: Faz kaymasidir.

Ktype: Gabor cekirdegindeki her pikselin alabilecegi degerlerin tiiriinii ve araligini

gosterir [32,34].

Sekil 4.17 (b)’de Gabor ¢ekirdeginde teta = 90° alinarak jel goriintiisiine

uygulanmistir. Ciinkii bantlarin goriintiisii yatay bir deseni andirmaktadir.
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Orijinal Gabor Filtreli Goriintii

Sekil 4.17. a) Orijinal goriintii, b) Gabor filtresi uygulanmig goriintii.

4.1.6. K-Means Kiimeleme (K-means Clustering)

K-means en eski kiimeleme algoritmalarindan biridir. 1967 yilinda J.B. MacQueen
tarafindan  gelistirilmistir. K-means kiimeleme algoritmasi veri madenciligi
diinyasinda en ¢ok kullanilan algoritmalarin basinda yer almaktadir. Kiimeleme
algoritmalar1 ile smiflandirma algoritmalar1 arasinda bir takim farkliliklar
bulunmaktadir. Kiimeleme algoritmalar1 otomatik olarak verileri daha kiiciik kiimelere
ya da alt kiimelere ayirmaya yarayan algoritmalardir. Algoritma istatistiksel olarak
benzer nitelikteki kayitlar1 ayni gruba sokmaktadir. Bir elemanin yalnizca bir kiimeye
ait olmasma izin verilir. Kiime merkezi kiimeyi temsil eden deger olarak

tanimlanmaktadir [35,36].

Algoritmanin isminde yer alan “k” harfi, aslinda kiime sayisin1 belirtir: Algoritma, hata
hesaplamada yaygin olarak kullanilan karesel hata fonksiyonunu en aza indirgeyecek
“k” kiime sayisin1 da aramaktadir. Verilen “n” sayidaki veri seti “k” tane kiimeye bu
hata fonksiyonunu en aza indirgeyecek sekilde yerlestirilmektedir. Bu nedenle kiime
benzerligi kiimedeki degerlerin ortalamaya yakinliklari ile Ol¢iilmektedir. Bu da
kiimenin agirlik merkezi olmaktadir. Kiimenin merkezinde yer alan deger kiimenin

temsilci degeridir ve medoid olarak adlandirilmaktadir [36].

Burada en 6nemli iki amag sudur:
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e Kiime i¢indeki degerler birbirlerine en ¢ok benzemeli,

e Kiimeler birbirine miimkiin oldugunca benzememeli

Bu istekleri gergeklestirmek igin algoritma tarafinda sirasiyla su adimlar

gerceklestirilmelidir:

o Siif merkezlerinin belirlenmesi
e Orneklerin mesafelere gore smiflandiriimasi
¢ Yapilan siniflandirma sonrasinda yeni merkezlerin belirlenmesi

e istenilen hale gelinceye kadar 2. ve 3. adimlarin algoritmik olarak tekrarlanmasi

[35].

K-means’in goriintii islemedeki gorevi ise bir goriintiideki histogram dagilimlarini
belli tonlar arasinda sinirlandirmak boylelikle histogram tonlar1 az bir ton grubuna
indirgenerek istenilen verinin oldugu ton skalasi ile istenmeyen verinin oldugu ton
skalas1 birbirinden daha iyi ayrismaktadir. Sonrasinda istenen veriyi alip, istenmeyen

veriyi de goriintiilden ¢ikarmak kolaylagmaktadir.

Sekil 4.18 (a)’da K-means kiimeleme yontemiyle elde edilmis goriintii ve (b)’de ise bu
goriintliye esikleme yontemi uygulanmig goriintii gosterilmektedir. Gortildiigi iizere
K-means kiimeleme yontemiyle bantlar arka plandan basarili bir sekilde

ayristirilmistir. Bu goriintii ile seritleri ve bantlar1 bulmak daha kolay olmaktadir.
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K-Means Kiimeleme K-Means Kiimeleme Threshold=50

600

(b)

Sekil 4.18. a) K-Means kiimeleme ile elde edilen goriintii, b) Esikleme yontemi

uygulanmis K-Means kiimeleme yapilmis goriintii.

4.2. SONUCLAR VE TARTISMA

Simdiye kadarki yontemlerin uygulanmasindaki amag bantlar1 gézle ayirt edilebilecek

kadar en belirgin hale getirmektir. Yaptigimiz filtrelemeler ve yontemler

karsilastirildiginda:

Esikleme Yontemi: Histograma bakilarak belirlenen bir esik degeri altinda
kalan verileri arka alan olarak belirleyip goriintiiden ¢ikarma isleminin fazla
parlak olmayan bantlarin kaybolmasina neden olabilecegi goriilmektedir.
Histogram Esitleme: Goriintiiye histogram esitleme yontemi uygulandiginda
jel goriintiisiindeki agirlik siyah oldugundan dolay1 goriintiiniin her yerine
beyaz tonlar1 dagitmaktadir. Bu durum beyaz tona en yakin olan yerlerde asir1
parlamalara sebebiyet vermektedir. Bu sonuca esikleme yOntemi
uygulandiginda birbirine yakin olan bantlarin arasindaki bolgelerdeki
beyazlarin artmast sonucu bantlarin birlestigi tepe noktalarinin bozuldugu
gozlemlenmektedir.

CLAHE: Bu yontem uygulanan goriintiide siyah beyaz dagilimmin HE
yontemine gore daha dengeli oldugu goriilmektedir. Her ne kadar dengeli
dagilim gosterse de arka alandaki goriintiide parazitler olusturmakta ve
kuyucuklarin oldugu yerlerde parlamalar olusturmaktadir. Esikleme yontemi

uygulandiginda kuyucuklarin oldugu yerde giirtiltiiler olusturmaktadir.
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e Morfolojik Gericatma: Arkaplan giirtiltiisiinii silmede etkili yontemlerden biri
oldugu goriilmektedir. Bu yontemi kullanip sonrasinda baska yontemler
uygulanarak bantlar daha belirgin hale getirilebilmektedir.

e Gabor Filtresi: Desenleri daha belirgin hale getirebilen bu filtreleme yontemi
ile Gabor ¢ekirdegi iyi ayarlanirsa etkili sonuglar elde edilebilmektedir.

o K-Means: Jel goriintiisiindeki tonlamalar arasinda kiimeleme yaparak 255 adet
olan ton kiime sayisini azaltarak arkaplan ile bantlarin arasindaki renk
farklarini1 ayirmaktadir. Bu yonteme esikleme uygulanan goriintiideki bantlarin
daha belirgin olup kuyucuklarin etrafinda olusan parazitlerin de kayboldugu
diger yontemlere gore parlakligi az olan bantlarin gozle goriilebilen daha

belirgin hatlara sahip oldugu rahatca anlagilabilmektedir.
Etkili sonuclar veren yontemler bu tez ¢aligmasinda gelistirilen arayiiz tasarimina

eklenmistir. Bu sekilde, kullanicilara jel goriintiilerine bu yontemleri uygulayarak

bantlarin bulunmasinda kolaylastirma olanagi saglanmuistir.
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BOLUM 5

ELEKTROFOREZ GORUNTULERININ ANALIZi

5.1. GORUNTULERIN OLCME PROGRAMI ILE ANALIZI

Elektriksel alan etkisiyle gocme sonucu agir baz ciftleri ile hafif baz ciftleri arasinda
mesafe agilmaktadir. Baslangi¢ noktasindan ilerleyen baz giftlerinden agir olanlari
fazla yol alamazlarken hafif olan baz ¢iftleri daha uzak mesafeleri ayn1 siire igerisinde

kat etmektedirler [5].

Ladder DNA’y1 iireten firmadan alinan bilgi sayfasindan DNA oOrneginde hangi
bandinda kag¢ baz ¢ifti bulundugunu 6grenilip, baz ¢ifti sayist ile bantlarin yiirtidigi
mesafe arasinda bir fonksiyon olusturulmaktadir. Olusturulan bu fonksiyon sayesinde
diger DNA Orneklerindeki hareket eden baz ciftlerinin kat ettikleri mesafeler bu

fonksiyon ile hesaplanarak barindirdiklar1 baz ¢ift sayilari tahmin edilmektedir.

Bu islemin dogrulugu o6lgiilen baz ¢ift mesafelerinin gergege yakinligi ve olusturulan
formiiliin belirtme katsayis1 (R?) degeriyle aciklanabilmektedir. Belirtme katsayisi
olarak bilinen R? degeri, degiskenleri bagimli-bagimsiz degisken olarak
diistiniildiigtinde bagimli degiskendeki toplam degisimin yiizde kaginin bagimsiz
degisken tarafindan agiklanabildigini belirtir. R* degeri O ile 1 arasinda degismektedir.
R2degerinin 1’e yaklagsmasi, bagiml degiskendeki degisimin biiyiik bir boliimiiniin
bagimsiz degisken tarafindan agiklandigini gostermektedir [37]. Bu deger 1’e ne kadar
yakin ise formiil gercek degerlere o kadar yakin degerleri tahmin ettigi

sOylenebilmektedir.

Bunun i¢in ise formiilii hesaplamadan once yapilan OGlgiimlerin hassasiyeti ve

dogrulugu ¢ok 6nemlidir. Bir goriintii iizerinde cetvel ile yapilan 6l¢iim ile elde edilen
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deger milimetre hassasiyetinde olabilirken, bir program ile yapilan Ol¢limlerde

mikrometre ve nanometre seviyelerine kadar inilebilmektedir.

Sekil 5.1’de MiCam aldi1 6l¢tim programu ile bir agaroz jel dlglimii gosterilmistir.
Klasik yontemde cetvel ile yapilan dl¢iimler milimetre hassasiyetinde olmaktadir. Bu
program ile mikrometre seviyesinde bantlarin yiiriidiigi mesafelerin Ol¢iimii
yapilmistir. Olciim hassasiyetinden dolayr bu program, cetvel ile yapilan &lgme
isleminden daha dogru sonuglar elde ettigi ve daha az ugrastirict oldugu
sOylenebilmektedir. Bu tez kapsamindaki amag is yiikiinii azaltmak oldugu i¢in cetvel
ile 6l¢me isleminin kiyaslanmasina gerek duyulmamustir.
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Sekil 5.1. MiCam 2.4 6l¢iim programi [38].

MiCam programiyla 6l¢gme, cetvelle 6lgme isleminden daha hassas olmasina ragmen
yine de baz1 hatalarla karsilasilabilmektedir. Sekil 5.2°de Ol¢lim sirasinda
yapilabilecek bazi hatalar gosterilmektedir. Bu hatalar, 6l¢im yapanin goziiyle
secilemeyecek boyutlardaki goriintiiniin olmasi, fareyi iyi kontrol edememesi,
gorintiilerdeki bulaniklik, bandin tepe noktasinin tam olarak goriilememesi, tepe
noktasi tam olarak goriilse bile; fare tiirli, resmin piksel boyutlar1 vb. bircok etkenden

dolayi tepe noktasinin segilememesi gibi farkliliklardan kaynaklanabilmektedir.
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Sekil 5.2°de referans ¢izgilerinin baslangi¢ noktalarinin ayni seviyede alinamadigi ve
bitis noktalariin da tam olarak her bant i¢in bandin ayni noktasindan alinamadigi
goriilmektedir. Ol¢iim hatalarindan diger biri de yine Sekil 5.2°de gériilecegi iizere
fare kullanarak dogrusal 6lgme yapmanin da o kadar kolay olmamasidir. Tiim bu
hatalar toplaninca yapilan Olgmelerin ger¢ek degerlerinden gittikge uzaklastigi

cikarimi yapilabilmektedir.

Sekil 5.2. Olgiim esnasinda yapilan hatalar.

Sekil 5.3’de iiretici firmadan alinan Ladder DNA bilgileri gosterilmektedir. Bu bilgiler
ile MiCam programu ile yapilan 6lgmeler, Cizelge 5.1°de gosterilmektedir. Yapilan
Olgtimlere gore 3000 baz ¢ifti bulunan 1. bant uygulanan gerilim neticesinde agaroz jel
icerisinde 7777 mikrometre, 100 baz ¢ifti bulunan 13. bant ise 48639 mikrometre

mesafe ytiriitilmustiir.
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Sekil 5.3. Yiritilmis Ladder DNA &rnegi [39].

Cizelge 5.1. Olgiim islemi sonucunda baz ciftlerinin aldig1 mesafeler (um)

Band No Mesafe (num) Baz Cift Sayilar
1 77T 3000
2 9827 2000
3 12299 1500
4 16760 1000
5 18086 900
6 19593 800
7 21402 700
8 23693 600
9 26526 500
10 29782 400
11 34243 300
12 40331 200
13 48639 100

Sekil 5.4°de yiiriinen yola bagli baz ¢ifti miktarini excel programinda grafik kisminda
egri uydurma yontemi ile olusturulmus 0,968 R? degerine sahip iis fonksiyon Esitlik

5.1 gosterilmistir.

y = 10.10°. x 1702 (5.1)
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y = 1E+10x° 1702
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Sekil 5 4. Baz ¢ifti- mesafe grafigi ve uydurulan egrinin R? degeri.

Cizelge 5.2°de goriildiigli lizere bu fonksiyona ladder DNA’daki baz ¢iftlerinin
yiirtidiigii mesafeler girilip hesaplandiginda gergege en yakin bulunan degerin 100 baz
¢iftinin bulundugu bant olan 13. bandin 105 baz ¢ifti bulundurdugunu
gozlemlenmistir. Diger bantlarin mesafeleri fonksiyona girildiginde hesaplanan
degerler gercek degerlerine, 13. Bandin gercek degerine yaklastigindan daha fazla
yaklasamamigstir. Baz ¢iftlerinin konumlar1 formiile uygulandiginda tahmin edilen

degerler ile gercek degerleri arasindaki farklar Cizelge 5.2 gosterilmistir.

Cizelge 5.2’ye bakildiginda gergek degerler ile hesaplanan degerler arasindaki farklar
%5-%40 arasinda degisken degerler aldigi goriilmektedir. Ayrica uydurulan bu
fonksiyon ile yliriidiigi mesafeye gore hesaplanan baz ¢ifti sayisinin bant basina

ortalama %30 hata ile tahmin edilebilecegi soylenebilmektedir.
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Cizelge 5.2. Fonksiyon ile tahmin edilen degerlerin, gergcek degerler ile
karsilastirilmasi.
Gercek BP Tahmin Edilen BP Fark Hata %

3000 2537 463 15,43

2000 1603 397 19,85

1500 1094 406 27,07

1000 646 354 35,4

900 568 332 36,89

800 495 305 38,13

700 426 274 39,14

600 358 242 40,33

500 296 204 40,8

400 243 157 39,25

300 191 109 36,33

200 145 55 27,5

100 105 -5 5

Ortalama Hata %= 30,9

5.2. GORUNTULERIN YAZILIM iLE ANALIiZi

5.2.1. Serit ve Bantlarin Bulunmasi

Goriintiiniin arka alaninda 1s1ktaki patlamalardan ve yansimalardan kaynakli parazitler
ve dalgalanmalar oldugu i¢in ilk 6nce arka plan giiriiltiileri, morfolojik erozyon ve
morfolojik genisletme komutlar: ile 10 defa erozyon, 10 defa genisletme yaparak elde
edilmektedir. Lokal histogram esitleme yaparak ¢ok belirgin olmayan bantlar belirgin
hale getirilip bir esik degerin altindaki degerler sifirlanarak arka alandaki siyah zemin
temizlenmektedir. Yapilan filtreleme islemlerinden sonra goriintii iizerindeki bantlarin
tespiti i¢in yazilim ile gorlintliyli sinyale gevirip analiz etmek daha kolay hale
gelmektedir.

Goriintiide bantlarin konumlarini tespit edebilmek i¢in ilk 6nce seritlerin yerlerini
tespit etmek gerekmektedir. Ardindan goriintii seritlere ayrilip her seride ait bantlarin
konumlar1 teker teker bulunup yiiridiikleri piksel mesafeleri ile bir fonksiyon
olusturulmaktadir. Bu fonksiyon sayesinde DNA 6rneklerinin ytirtidiikleri mesafelere

gore en yakin baz ¢ifti sayilari tespit edilmektedir.
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Sekil 5.5’deki akis diyagraminda goriildiigii tizere once pikseller dikey olarak toplanar.
Ardindan Sekil 5.6’teki akis diyagrami gosterilen findLane() fonksiyonu ile sinyalin

baseline’1 diizeltilir ve seritlerin kenarlari tespit edilir.

Sekil 5.7°de gosterilen findBands() fonksiyonu ile goriintiide seritlerin bulundugu
bolgelerdeki pikseller yatay olarak toplanarak elde edilen sinyalden bantlarin
bulundugu tepe noktalarinin indisleri kat edilen piksel mesafesi olarak ‘“bands”

dizisine aktarilir.

Bu dizideki degerler ile Ladder DNA’daki baz ciftleri arasinda bir fonksiyon
olusturmak icin calculateBP() fonksiyonu c¢agirilir. Bu fonksiyona girilen piksel
degerleri ile baz ¢ifti sayilar1 tahmin edilen fonksiyon olusturulup bu degerlerin

bulunmasinda kullanilir. Bu fonksiyonun akis diyagrami ise Sekil 5.8’de verilmistir.
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Gorintiyd yikle
img=cv2.imread(™

h

Filtreleri uygula
colsum=np_sum{imdg, )

ey

lanes=findLane{colsum)

BEPc.append(calculateBEP{bands))

-

fior lane in lanes bands.append(findBands(img lane))

Sekil 5.5. Programin akis diyagrami.

{ findLane{cs) }

baszeline_values = peakutils baseling(cs)
fce=np.ndarray.round(cs-baseline_values)
diff Cs=np.diff(fcs)

thres=0_10, min_dist=10)

{ Retunlane }

Sekil 5.6. findLane() fonksiyonunun akis diyagrama.
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findbands(img_lane)

rs=np.sumflanes, 1)
baseline_values = peakutils.baseline(rs)
fes=np.ndarray.round(rs-baseline_values)

[ peakpoint = peakutils.indexes(fcs, thres=0.1, min_dist=10)

Return bands

Sekil 5.7. findBands() fonksiyonunun akis diyagrami.

calculateBP(bands)

1 =scipy.poly1di{scipy.polyfit(ba, v, 5))
func.append{f1({ba))
r2value.append(r2_scorely, f1{ba)))

for ba in bands

J

refurn r2value func

Sekil 5.8. calculateBP() fonksiyonunun akis diyagrami.

Sekil 5.9°deki gorlintii matrisinin piksellerinin dikey olarak toplanmasiyla Sekil
5.10°daki sinyal elde edilmektedir. Sinyalden anlasilacagi iizere sinyalde arka alandaki

151k parlamalarindan ve kontrast farklarindan dolay1r olusan sinyal bozulmalari

mevcuttur.
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Sekil 5.9. Mini Jel elektroforez sistemiyle yiiriitiilmiis Ladder DNA goriintiisii.

70000 V
65000 -

60000 -

55000 A

50000 A

- U

40000 A

35000

T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 5.10. Jel gorintiisiindeki piksellerin dikey olarak toplanmasiyla olusan sinyal.

Sekil 5.11°de, Sekil 5.10°daki sinyalin baseline degerlerini bulduran komut verilmistir.

baseline_values = peakutils.baseline(cs)

Sekil 5. 11. Sinyalin baseline degerlerini bulan komut
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Sekil 5.12°de ise, Sekil 5.11°de ki komut ile tespit edilen baseline giiriiltiisii

gosterilmektedir.

70000 + V
65000 A

60000 +

55000 A
50000 4
45000 4 L J L
40000 A Sy

.

|
35000 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 5.12. Orijinal sinyal (mavi), baseline sinyali(turuncu).

Bu bozulmalari, giirtiltiilii sinyalden baseline sinyalini ¢ikararak Sekil 5.13’deki

diizeltilmis sinyal elde edilmektedir.

30000
25000 - V

20000

15000 ~

10000 ~
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Sekil 5.13. Baseline giirtiltiisii diizeltilmis sinyal.

Sinyaldeki biiyiik degisimlerin oldugu yerler goriintiideki seritlerin kenarlarini temsil
etmektedir. Kenar noktalarimin diizgiin bir sekilde tespit edilebilmesi igin sinyalin
tiirevi alinarak Sekil 5.14°deki sinyal elde edilmektedir.
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Sekil 5.14. Diizeltilmis sinyalin tiirevi.

Sinyalin tiirevine pozitif ortalama ve negatif ortalama filtreleri uygulanarak sinyaldeki
kiigtik parazitlerden kurtulmak miimkiin olmaktadir. Ardindan elde edilen sinyalin
tepe noktalar1 bulunmaktadir. Sekil 5.15’de gosterilen tepe noktalari seritlerin kenar

noktalarinin konumlarini ifade etmektedir.
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Sekil 5.15. Tiirevi alinan sinyalin Mean Filter ile filtrelenmis hali (mavi), tepe
noktalari geritlerin sinirlar1 (turuncu).

Tespit edilen bu noktalarda goriintiiye ¢izgi ¢izerek Sekil 5.16°deki goriintii elde

edilmekte ve seritlerin kenarlari isaretlenmektedir.
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Sekil 5.16. Algoritmanin buldugu serit sinirlarinin  orijinal resimde ¢izgilerle
gosterilmesi.

5.2.2. Bantlarin Konumlarimin Tespiti

Seritteki pikseller yatay olarak toplanarak Sekil 5.17’daki sinyal elde edilmektedir.
Buradaki sinyali inceleyerek tepe noktalarinin tespiti ile bantlarin konumlarini piksel

olarak belirlemek miimkiin olmaktadir.

18000 -+ M
16000 4
14000 1

12000 4

10000 +

8000 A
6000 A U u

4000 A

2000 A
0o 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 5.17. Seritteki piksellerin yatay olarak toplanmasi sonucu elde edilen sinyal.
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Sekil 5.18’deki sinyalin de baseline sinyali bulunur, giiriiltiilii sinyalden ¢ikartilarak
diizeltilmis sinyal elde edilmektedir. Sonra bu elde edilen sinyalin tepe noktalari
bulunarak bantlarin yiiriitiildiigii mesafelerin uzakliklar1 piksel cinsinden ifade

edilmektedir.

14000 4 M

12000 4

10000 4

8000 +
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Sekil 5.18. Filtrelenmis ve tepe noktalari bulunmus sinyal.

Sekil 5.19°de bantlarin tepe noktalarinin bulundugu piksel degerleri resmin iizerine
yazilarak bu degerleri kullanicinin goérmesi saglanmaktadir. Elde edilen degerlere
baktigimizda 3000 bp iceren 1. bant 212 piksellik mesafe yiiriirken, 100 bp igeren 13.

bant ise 661 piksellik mesafe ilerlemistir.

Sekil 5.19. Tepe noktalarinin bulundugu piksellerin resim tizerinde gosterimi.
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Bulunan piksel tiirtindeki mesafeler Cizelge 5.3’te gosterilmistir. Piksel mesafeleri ile
baz ¢ifti sayilari arasindaki bagintiy1 saglayan iis fonksiyon, Esitlik 5.2’de verilmistir.
Sekil5.20°da Baz ciftleri ve piksellerin iligkisini gosteren grafik ve uydurulan egrinin

R? degeri gosterilmektedir.

y = 8.109x~2%769 (5.2)

Cizelge 5.3. Baz ¢iftlerinin bulundugu pikselleri gosteren ¢izelge.

Bant No Ban(fg:f(::ll)]mu Gercek BP
1 212 3000
2 236 2000
3 261 1500
4 312 1000
5 326 900
6 341 800
7 362 700
8 384 600
9 417 500
10 452 400
11 499 300
12 566 200
13 661 100

Baz ¢ifti sayisi/Mesafe(piksel)
y = 8E+09x-2,769
R? =0,9898
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Sekil 5.20. Baz ciftleri ve Piksellerin iligkisini gdsteren grafik ve uydurulan egrinin R?
degeri.
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Sekil 5.19°de uydurulan bu fonksiyonun R? degeri 0,9898 gibi 1’e ¢ok yakin bir deger
oldugu goriilmektedir. Sadece bu R? degeri bile program ile yapilan dlglime gore
gercek degerine daha yakin oldugunu sdylemek i¢in yeterli olmaktadir. Yine de R?
degerleri yakin olmasia ragmen aradaki farkin boyutunu gostermek igin bulunan
piksel degerlerini uydurulan fonksiyona uyguladigimizda Cizelge 5.4’teki hesaplanan

degerlere ulasilmaktadir.

Cizelge 5.4°teki degerler yorumlanacak olursa hata oranlarinin %0,7-%24 arasinda
degisken degerler aldig1 goriilmekte ve yiiriidiigli piksel mesafesine gore BP sayisi
hesaplanacak bandin ger¢ek degeri ile tahmin edilen deger arasindaki hatanin ortalama
olarak %7,6 civarinda olabilecegi goriilmektedir. Bu degerleri kiyasladigimizda bant

basina diisen hata oraninin azaldigini net bir sekilde goriilmektedir.

Cizelge 5.4. Tahmin edilen BP sayilari ile gergek degerler arasindaki farklari gosteren

cizelge.

Bant Piksel Gergek Tahmin Edilen Fark Hata %
1 212 3000 2894 106 3,53
2 236 2000 2150 -150 7,5
3 261 1500 1627 -127 8,47
4 312 1000 993 7 0,7
5 326 900 879 21 2,33
6 341 800 776 24 3
7 362 700 658 42 6
8 384 600 559 41 6,83
9 417 500 445 55 11

10 452 400 356 44 11
11 499 300 270 30 10
12 566 200 191 9 4,5
13 661 100 124 -24 24

Ortalama Hata %= 7,6

Bant bulmadaki islemler biitiin seritlere uygulanmak suretiyle Sekil 5.21°deki goriintii
elde edilmektedir. Gorlintiideki biitiin bantlarin piksel olarak konumlari tespit edilen

tepe noktalar1 isaretlenerek gosterilmistir.
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Sekil 5.21. Program tarafindan bulunan bantlarin piksel cinsinden konumlariin
gosterimi.

5.2.3. Smile Etkisi Diizeltme

Smiling effects olarak da bilinen giilimseme etkisi olarak adlandirilan, elektroforez
sirasinda  jele uygulanan voltajin  biiylikliigli, jeldeki hava bosluklari, jel
kuyucuklarinin diizgiin olmamasi gibi varyasyonlardan kaynaklanan geometrik

carpikliklara denilmektedir [3].

Bu etkiyi diizeltebilmek i¢in bantlarin konumlarini tespit ettikten sonra bantlardaki her
stitunun bir sinyal olarak inceledigimizde Sekil 5.22 (a)’daki sinyaller elde
edilmektedir. Her siitunun tepe noktasini bulup, tepe noktalarini ayn1 hizaya sokmak
icin her siitunu hizalanmas1 gereken noktaya gore dteledigi zaman, Sekil 5.22 (b)’deki
diizeltilmig sinyali ve dolayisiyla diizeltilmis gorlintiiyli elde etmek miimkiin

olmaktadir [2].
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Smile etkisi olan bant sinyali Smile etkisi diizeltilmis bant sinyali

60

(© (d)

Sekil 5.22. a) Orijinal goriintii sinyali, b) Smile etkisi diizeltilmis sinyal, ¢) Orijinal
goriintii, d) Smile etkisi diizeltilmis goriintii.

Sekil 5.22 (a)’da her dikey satirin parlaklik degerleri grafik olarak verilmistir her
satirdaki tepe noktalar1 tespit edilerek tepe noktalarimin indis degerleri
“pp-append(indis)” komutu ile bir “pp” dizisine eklenmektedir. Sonra bu dizinin
ortalamast “np.mean(pp)” komutu ile alinarak yeni tepe noktasinin indisi
hesaplanmaktadir. Hesaplanan yeni indis referans alinarak tepe noktalari arasindaki
farka gore sinyal 6telenmekte ve Sekil 5.22 (b)’deki sinyal ve (d)’deki goriintii elde
edilmektedir. Sekil 5.23’de biitiin bantlar1 diizeltilmis jel gorlintiisii goriilmektedir.
Sekil 5.24°te ise orijinal goriintii ile diizeltilmis goriintiiniin yakindan karsilastirilmis

hali gosterilmistir.
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Sekil 5.23. Smile etkisi diizeltilmis gbriintii.

Smile Etkisi Olan Bantlar Smile Etkisi Diizeltilmis Bantlar

940

(@)

Sekil 5.24. a) Smile etkisi diizeltilmemis goriintii, b) Smile etkisi diizeltilmis goriintii.
Genellikle fazla gerilimden kaynaklanan bu geometrik bozukluklar1 gidererek mini jel

elektroforez sisteminde yiiriitiilen orneklere daha fazla voltaj vererek yiirlitiilme

suirelerini kisaltmak miimkiin olabilmektedir.
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5.3. FILTRELENMIS GORUNTULERDE BANTLARIN BULUNMASI

Filtrelenmis goriintiilere teker teker bant bulma algoritmalar1 uygulayarak en iyi
filtreleme yontemini tespit etmek gerekmektedir. Bu filtre yontemlerini karsilastirarak

hangi filtreleme yontemlerinde daha ¢ok bandin bulundugu tespit edilecektir.

En verimli olan filtreleme yontemiyle bulunan bantlarin konumlari tespit edilecektir.
Bant bulma algoritmas1 Sekil 5.25’de farkli tiirlerde filtreler uygulanmis serit
goriintiisii gosterilmektedir. Algoritma ilk dnce orijinal goriintiide ve goriintiiden arka
alan giirtiltiisii (BG Clear) kaldirilmis goriintitye uygulanmis iki goriintiide de sondaki
parlak olmayan bantlari bulamamistir. CLAHE, BG Clear+CLAHE, CLAHE+Gabor
filtreleri uygulanan goriintiilerde tiim bantlar1 ve bazi istenmeyen lekeleri de

bulmustur.

Yine Sekil 5.25°de goriildiigii tizere uygulanan filtreler neticesinde sinyaldeki tepe
noktalar1 belirginlesmis bazi goriintiiler mevcut olsa da goriintiiniin kendisine
baktigimizda bantlarda bozunmalar oldugu gézlemlenmistir. Clahe uygulanip bantlar
belirginlestirilmis, ardindan esikleme uygulanip (Threshold Value = 120) zemin siyah
olarak ayarlanmis sonrasinda morfolojik agma uygulanip parazitli istenmeyen veriden
kurtulmak miimkiin olmustur. Sonrasinda gabor filtre uygulayarak desene uygun
olmayan parazitlerden goriintli arindirilmistir. Son olarak da K-means kiimeleme
yontemiyle daginik olan bolgeler birlestirilip bantlar gercek boyutlarina en yakin
ebatlara  getirilmistir.  Bantlarin  belirginlestirilmesinin ~ ardindan  bantlarin

konumlarmin tamamu tespit edilmistir.
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Sekil 5.25. Farkli filtrelerle elde edilen goriintiilere bant bulma algoritmasinin
uygulanmasi.

original

Bg Clear

Clahe

gabor

cla+gab Bg+gabor Bg+clahe

=

gab+cla

kmeans

Sekil 5.26°da ise K-means kiimelemesi ve algoritmay: kullanarak biitiin Seritlerdeki

bantlarin tamamu tespit edilmis, seritler ve seritlerin sinyalleri verilmistir.

Serit 1 Sinyali Serit 2 Sinyali Serit 3 Sinyali Serit 4 Sinyali
12000 10000
12500 10000 2000 12000
10000
10000 - 8000
6000 8000
7500 6000 5000
5000 4000 { 000 [ 4000
L | U= i
0y r r T T 04 T T T T T T T T T 01— T T T T
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Serit 1 Serit 2 Serit 3 Serit 4

Sekil 5.26. K-Means Kiimeleme sonras1 algoritma ile bantlarin bulunmasi.

63



5.3.1. Mesafeye Gore BP Hesaplayan Fonksiyon Olusturma

Bantlarin konumlar1 piksel olarak tespit edildikten sonra ladder DNA’nin yaninda
verilen veya lreticisinin sitesinden ulasilabilen bilgi sayfalarindan Lader DNA baz
cifti sayilar1 bantlarin yiirlime sirasina gore polinomal regresyon yapilarak

belirlenmektedir.

Cizelge 5.5. Algoritma ile bulunan bantlar ile baz ¢ifti sayilarini1 gosteren ¢izelge.

Band No Serit 1 Serit 2 Serit 3 Serit 4 Sa;Bf:arl
1 212 207 202 200 3000
2 236 231 226 223 2000
3 261 256 251 248 1500
4 312 308 302 298 1000
5 326 321 315 312 900
6 341 336 330 327 800
7 362 357 351 348 700
8 384 380 374 370 600
9 417 412 406 402 500

10 452 447 441 437 400
11 499 494 487 483 300
12 566 559 553 549 200
13 661 653 645 641 100

Cizelge 5.5 incelendiginde BP sayis1 azaldikca gidilen mesafe arttigi goriilmektedir.
Baz c¢ifti sayis1 fazla olan bantlarin aralarindaki mesafe kisa iken baz cifti sayisi
azaldikca iki bant arasindaki mesafenin de daha fazla acildigi goriilmektedir.
Cizelgeden, piksel degerleri ile baz cifti arasinda arada olusturulacak fonksiyonun
lincer olamayacagini ¢ikartilabilmektedir. Piksel degerleri ile Baz ¢ifti sayilar
arasinda polinomal regresyon yaparak, yiiriinen piksel mesafesine gore baz cifti

sayilarinin tahminini yapan bir fonksiyon olusturulabilmektedir.

Programla tespit edilen bantlarin piksel bazinda konumlari ile polinomal regresyon
(Esitlik 5.3), iis regresyon (Esitlik 5.4) ve iistel regresyon (Esitlik 5.5) olmak tizere 3
farkli egri uydurulmustur. Polinom ve {is regresyon piksel degerleri ile olugturulurken,
iistel regresyon icin en kiiclik baz ¢iftine sahip bandin gittigi konum referans tutulur

ve digerlerinin ona oranla ne kadar yol kat ettigi yiizde olarak hesaplanmaktadir. Bu
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isleme On bagil (relative front:RF) denilmektedir. Her bant icin bir RF degeri

hesaplanmaktadir. Bulunan bu RF degerlerini ile iistel fonksiyon olusturulmaktadir.

f(x)=-281.10"%x5+ 5,44.107%.x* — 4,12.1073.x3 — 2,84.10%.x + 2,2.10*

x) = 1,69339694.108. x 21787
f ,

f(x) = 4692,579.e~37841% 4 35690,25. ¢ ~228097%

(5.3)

(5.4)

(5.5)

Bu fonksiyonlarin grafikleri ve Piksel-BP grafikleri Sekil 5.27°de verilmistir.

Grafiklerde bakildiginda R? degerleri siralamasi olarak {is<polinom<iistel oldugu

goriilmektedir. Buradan iistel fonksiyonun R? degerinin 1’e en yakin olan fonksiyon

oldugu ¢ikarilmaktadir.

Polinom Fonksiyon R?=0.997583434697

Us Fonksiyon R2?=0.994505344388

3000 1 @ ——- Fonksiyon 30007 ¢ - == Fonksiyon
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\ \
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Sekil 5.27. Piksel-Baz Cifti grafigi, uydurulan egri fonksiyonlarimin karsilastirilmasi
a) Polinom fonksiyon, b) Us fonksiyon, c) Ustel fonksiyon
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Fonksiyonlar arasindaki farklar1 daha iyi gorebilmek icin piksel konumlart bulunan
bantlarin, degerlerini fonksiyonlara girip tahmin edilen BP sayilan ile gergek BP
sayilar1 arasindaki hata oranlar Cizelge 5.6°da gosterilmektedir. Cizelgede gorildigi
tizere R? degerleri biiylik olsa bile polinom ve iis fonksiyonlarinin tahmin ettigi baz
sayilarinda dalgalanmalar oldugu anlasilmaktadir. Ustel fonksiyonla olusturulan egri

de ise gercek degerlerine ¢ok yakin degerleri tahmin ettigi goriilmektedir.

Cizelge 5.6. Olusturulan fonksiyonlarla hesaplanan BP degerleri ile gercek BP
degerleri arasindaki hatalar1 gosteren ¢izelge.

Bant gﬁé Polinom Us Ustel

Ne Sayist | Tahmin | Hata | Hata% | Tahmin | Hata | Hata% [ Tahmin | Hata | Hata%

1 3000 |2960 |40 |1 2960 |40 |1 2999 1 0

2 2000 |2071 |71 |4 2071 |71 |4 2004 |4 0

3 1500 |1509 |9 1 1509 |9 1 1497 |3 0

4 1000 |932 68 |7 932 68 |7 982 18 |2

5 900 862 38 |4 862 38 |4 902 2 0

6 800 802 2 0 802 2 0 809 9 1

7 700 728 28 |4 728 28 |4 714 14 |2

8 600 644 44 |7 644 44 |7 607 7 1

9 500 527 27 |5 527 27 |5 494 6 1

10 [400 392 8 2 392 8 2 395 5 1

11 | 300 251 49 |16 251 49 |16 295 5 2

12 | 200 225 25 |13 225 25 |13 194 6 3

13 |100 97 3 3 97 3 3 106 6 6
Ortalama Ortalama Ortalama
Hata= 5 Hata= 5 Hata= 2

5.4. SONUCLAR VE TARTISMA

Seritlere uygulanan filtreler ve yontemlerin sonucglari ve kombinasyonlarinin
sonuclarinda elde edilen goriintiilerdeki bantlarin bulunmasini saglayan algoritmalarin
calistirilmasi ile tespit edilen bant konumlar1 karsilagtirnlmistir. Bu karsilastirma
neticesinde en etkili yontemin K-means kiimeleme yontemi ile elde edildigi
gorilmistir. Yazilim arayiliziine jel gOrlntiisine gore alternatif olarak
CLAHE+Threshold, BG+CLAHE, CLAHE+Gabor yontemleri de eklenebilir.
Boylelikle farkli jel goriintiilerinde farkl filtrelemeler segilerek en verimli yontemi

kullanicinin olusturmasina imkan tanimak miimkiin olabilmektedir.
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Egri uydurmada kullanilan fonksiyonlar karsilastirildiginda polinom ve s
fonksiyonlarimin R? degerleri biiyiik olmasina ragmen iistel fonksiyonun R? degeri 1’e
digerlerinden daha yakin oldugundan dolay1 ger¢ege daha yakin tahminlerde
bulunmaktadir. Bu sebepten dolay1 programda uygulanmasi gereken egri uydurma

fonksiyonu olarak tistel fonksiyon kullanilmaktadir.
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BOLUM 6

ARAYUZ

Bu boliime kadar filtrelemeler ve bant konumlarmnin tespiti hakkinda bilgiler
verilmistir. Filtreleme islemleri ve bant konumlarinin bulunmasi ile ilgili islemler her
goriintii icin farkli parametreler igerdiginden dolayr bu algoritma ve filtreleri
uygulamak i¢in bir araylize ihtiya¢ duyulmaktadir. Her kullanici kodlardaki bu
parametreleri yiizlerce satir arasindan bulup eliyle degistiremeyecegi igin ve kodlama
bilgisine sahip olmas1 gerekmediginden dolay1 bir arayiiz tasarlanmistir. Bu arayiiz
sayesinde programa kameradan ve dosyadan goriintii girisi saglanabilmektedir.
Yiiklenen gorlntiiler iizerinde filtrelerin ve algoritmalarin parametrelerini her

kullanicinin rahatlikla degistirebilecegi sekilde uyarlanmistir.

6.1. ARAYUZ KULLANIMI

Arayiiz kullanictyr komutlarin karmasasindan kurtarmak i¢in basite indirgenmis buton
ve kaydirma ¢ubugu nesneleri ile programin kontroliinii kolaylastiran bir yap1 halinde
tasarlanmigtir. Sekil 6.1°’de programin ana ekran goriintlisii verilmistir buradan yeni
goriintii almak i¢in kamera uygulamasma gegilebilmektedir. Ayrica Onceden
kaydedilmis bir goriintiiyii de dosyadan aktarma imkani bulunmaktadir. Dosyadan
goriintli aktarmak i¢in “Goriintli Getir” ¢ergcevesinde bulunan “Dosyadan” butonuna
basilarak agilan gz at penceresinden istenilen dosya secilir. Goriintii ekrana Sekil

6.2°deki gibi gelmektedir.
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Agaroz Jel Bant Bulma

Gartnti Getr
Kameradan
Dosyadan

Back Clear Times
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Thershold Value
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Sekil 6.1. Programin ana ekrani.

Goriintt Getir
Kameradan

/home/pi/Desktop/python/adsiz3.jpg If
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Filtre Uygula

Peak Thershold

Bant Bul

Sekil 6.2. Yiiklenmis jel goriintiisii.

Goriintii  yiikklendikten sonra filtre ¢ercevesinde bulunan “Gliriilti Temizleme
Katsayis1” Arka plandaki giiriiltiinlin silinme isleminin ka¢ kere uygulanacag:

ayarlanir. Bu deger arttikca islem tekrar1 artacagindan filtreleme islemlerinde
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gecikmeler olusabilir. “Esik Degeri” parametresi filtreleme esnasinda olusan
gorlintliniin  parlakligin1 arttirtp azaltmada kullanilan ayar cubugudur. “Kiime
Katsayis1” K-Means kiimeleme islemlerinde 0-255 arasi olan degerler arasindaki
histogramina kac¢ kiimede toplanacagi parametresi ayarlanir. Bu ayar arttikca
filtreleme islemi uzun silirmektedir. Sekil 6.3’da filtrelenmis bir goriintiisii

verilmektedir.

Ihome/piIDesk{oplpyfhoﬁ/adslzé.]pg Gorinti Getir

Kameradan
Dosyadan
Back Clear Times
5

Thershold Value
255
JRH|
K-Means uygula

Kiime Sayisi
15

SiE

Filtre Uygula

Peak Thershold

L
Bant Bul

Sekil 6.3. Filtrelenmis goriintii.

Bant bul komutu ise Sekil 6.4’daki gibi filtreleme islemleri sonunda seritlerin ve bantlarin
konumlarimi tespit edip hangi piksel tizerinde olduklarini goériintii iizerine yazdirma islemini

gergeklestirmektedir.
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Agaroz Jel Bant Bulma
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Sekil 6.4. Piksel degerlerinin jel goriintiisii tizerine yazilmasi.
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BOLUM 7

SONUCLAR VE ONERILER

Elektroforez jel goriintlilerinin gémiilii sistemle analizinin gerceklestirilmesi
sonucunda, Esikleme, BG Clear, CLAHE, HE, Gabor, K-means goriintii filtreleme
yontemleri uygulanmistir. Bu yontemler arasinda bir esik degerine gore filtreleme
yaparak bantlarin tamamini arka alan giiriiltiistinden ayirmanin her goriintii i¢in

miimkiin olmadig1 gézlemlenmistir.

Global histogram esitleme yontemi ise beyaz yogunluklu noktalar1 asir1 parlatip
bantlarin sinirlarinin birbirine gegmesine ve hatta yok olmasma neden oldugu
gozlemlenmistir. Global histogram esitlemeye esik degere gore esikleme

uygulandiginda dahi bantlar arasindaki sinirlarin belirginlesmedigi tespit edilmistir.

CLAHE (kontrast siirlamali adaptif histogram esitleme) yontemi ile filtrelenmis
gorlintii global histogram esitleme yoOntemine nispeten daha dengeli bir dagilim
saglamis ve ardindan uygulanan esik degerine gore esikleme ydntemi uygulanan

parazitlerde azalmalar gozlemlenmistir.

Morfolojik geri ¢atma yonteminde ise goriintiilerin arka alan giiriiltiilerine gore tekrar
miktar1 degisen erozyon ve genisletme uygulanarak bantlar arka plandan

ayristirtlmistir.
K-means yontemiyle birbirine yakin piksel degerleri her goriintiiye gore farkli kiime

sayisinca kiimelenip goriintiide keskin farklar olusturulmustur. Bu sayede bantlarin

konumlar1 daha belirginlestirilmistir.
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Mini jel elektroforez cihazindan [40] elde edilen goriintiilere bu yontem ve teknikler
uygulanip elde edilen goriintiilerin iizerine algoritma uygulanip bulunan bant
konumlar1 karsilastirilmistir. En verimli olacak yontemler birlestirilerek goriintiideki
bantlarin yerlerinin tespit edilmesi saglanmistir. Uygulanan yontemler neticesinde jel
yapisindan kaynakli 1s1k patlamalarinin her jel goriintiisiinde ayni olmamasindan
dolay1 olusan arka planlar1 kaldirmak i¢in her goriintiiye farkli parametre degerleri ile
filtreleme uygulanmasi gerektigi belirlenmistir. Bu giiriiltiileri kaldirmak i¢in farkl
filtreleme yontemleri arastirtlip denenmis, bazilarimin kombinasyonlar1 da
uygulanarak en etkili olan yontemin sirasiyla CLAHE, esikleme, morfolojik agma,
Gabor filtreleme uygulanmasinin ardindan K-Means yontemi ve arka plan giirtiltiisiinii
kaldirmada kullanilan Morfolojik geri c¢atma yoOntemlerinin sirali olarak
uygulanmasiyla etkili sonuglar elde edilmistir. Giiriiltiilerin her goriintiiye 6zgi
olmasimdan ve her gorlintiiye standart bir filtre uygulanarak goriintiideki bantlarin
tespitinin miimkiin olmamasindan dolay1 gelistirilen arayiize her kullanicinin
parametreleri goriintiiye 6zgii olarak ayarlayabilmesi igin parametre degerlerini
degistirebilen kaydirma ¢ubuklari konulmustur. Bu ayarlar sayesinde kullanici yazilim
bilgisine ihtiya¢ duymaksizin parametreleri istedigi gibi degistirip jel goriintiilerinden
en iyi goriintiiyli elde edip bantlarin konumlarmni piksel olarak veya BP sayisi olarak

tespit ettirebilmektedir.

Gerekli filtrelemeler neticesinde bantlarin konumlart tespit edilebilmektedir. ihtiyaglar
dogrultusunda program daha da gelistirilebilir. Analizlerin yapildig: sistemin gomiili
sistem olmasindan dolayr elektroforez sisteminin kontrolii bu cihazla yapilabilir.
Analiz programu ile kontrol programu birlestirilebilir. Smile etkisini diizelten algoritma
sayesinde gomiilii sistem tabanli mini jel elektroforez sistemine uygulanan gerilim
artirilabilir. Gerilimin artmasi1 sayesinde ise DNA Ornekleri daha kisa stirelerde
ayristirilabilir. Gomiilii sistemde internet baglantist ya da sunucu olarak kullanilabilme
ozellikleri de mevcut oldugundan dolayr bu elektroforez cihazi bir IOT (internet of
things) cihazina donistiiriilebilir. Boylelikle sonuglar istenilen sisteme, veri tabanina,
internet sitesine veya mail adresine yonlendirilebilir. Sistemin hizi mevcut halinden
¢ok daha hizli bir hale getirilebilir ve daha kompakt bir sistem olusturulabilir. Ayrica
sistem kendi analizini yapabilen bir elektroforez cihazi olarak ticari bir iirline, ¢ok

diisiik maliyetle dontistiiriilebilir.
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