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Spermatogonyal kok hiicreler fertiliteyi saglayan az sayidaki sperm onciilleri olup
saptanmalar1 zordur. Puberte dncesi testis hasariyla gelisen infertilitede spermatogonyal
kok hiicre havuzunun sayica belirlenmesi klinik i¢in 6nemlidir. Goriintii isleme ve yapay
zeka alanindaki boliitleme ve 6znitelik ¢ikartma yontemleri ile somatik ve germ hiicreleri
saptanarak sayilabilmektedir. Bu calismada bdliitleme, Oznitelik ¢ikarimi ve derin
ogrenme (YOLOvV4) yontemleriyle testis kesit mikrograflarindaki verilerle seminifer
tiibiiller ve spermatogonyal kok hiicrelerin hizli, pratik ve giivenli bir sekilde
tanimlanmas1 ve sayilmasini saglayan bir biyomiihendislik sistemi gelistirilecegi
varsayllmigtir. Bu varsayimi test etmek i¢in C57BL/6 yeni dogan farelerin testis parafin
bloklarmin seri kesitlerinde hematoksilen eozin ve spermatogonyal kok hiicre belirteci
SALLA4 ile isaretlenmistir. 66 dijital mikrografta aktif kontur modeliyle elde edilen

seminifer tiibiil veri setlerinde makine 6grenmesi yontemleri; destek vektor makineleri,
i



karar agaci, rastgele orman, naive bayesian, k en yakin komsu ve lojistik regresyon
kullanilarak siniflandirma islemi gergeklestirildiginde sirastyla %96,5, %96,5, %97,1,
%90,4, %89,1 ve %96,5 oraninda tespit saglanmistir. YOLOvV4 tekniginde kullanilmak
tizere seminifer tiibiil igin 12734 adet veri, spermatogonyal kok hiicre i¢in 9889 adet veri
kullanilarak veri seti olusturulmustur. Buna gére seminifer tiibiiller %94, spermatogonyal
kok hiicreler %93 oraninda tespit edilmistir. Sonug olarak, yeni dogan erkek fare testis
kesitlerinden elde edilen mikrograflarla olusturulan bu yapay zeka teknikleri ile
spermatogonyal kok hiicrelerin tespitini saglayarak basariyla ¢alismis olup, elde edilen
sonuglar ileri c¢alismalarla gelistirildiginde, deneysel hayvan modellerinde
spermatogonyal kok hiicre havuzunun hesaplanmasi i¢in ve prepubertal testis biyopsisi
alian ¢ocuklarda biyopsi etkinligini belirlemek tizere klinige aktarilabilecek yeni iiriinler

olusturma potansiyeli tasimaktadir.
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Spermatogonial stem cell that provide male fertility, are few in number and difficult to
detect. The cells numbers detection is critical in infertility due to prepubertal testicular
damage. Several cell types can be counted by segmentation and feature extraction
methods by image processing and artificial intelligence technique. In this study, we
hypothesized to develop a bioengineering system that allows rapid, safe and easy
quantification of spermatogonial stem cells by using segmentation, feature extraction and
deep learning methods (YOLOV4). To test this hypothesis, paraffin serial sections were
obtained from C57BL / 6 type newborn male mice testes and stained with hematoxylin
eosin and SALL4 that is a spermatogonial stem cells marker. Classification process was
performed using machine learning methods, support vector machines, decision tree,

random forest, naive bayesian, k nearest neighbor, and logistic regression and



seminiferous tubule data sets were obtained with active contour model in 66 digital
micrographs, the detection rate was calculated as 96,5%, 96,5%, 97,1%, 90,4%, 89,1%,
and 96,5% for respectively support vector machines, decision tree, random forest, naive
bayesian, k nearest neighbor, and logistic regression. A data set was created using 12734
and 9889 data by YOLOv4 for seminiferious tubules and spermatogonial stem cell
respectively. The detection rate was 94% and 93% for seminiferous tubules and
spermatogonial stem cells repectively. In conclusion, a new artificial intelligence
technique has been created by using testiscular section micrographs and it has been
successfully worked for detecting spermatogonial stem cells. This new bioengineering
product has a potential to be translated into in vivo experimental animal models in order
to calculate spermatogonial stem cell pool number and then to be used in prepubertal

children testicular biopsies in future.

Keywords: Testis, spermatogonial stem cell, image processing, machine learning, deep

learning
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1. GIRIS

Yapay zekanin gelisim ivmesinin artmasiyla birlikte 6zellikle medikal alanda etkisi de
hizla giiclenmektedir [1]. Yapay zeka, makine 6grenmesi ve derin 6grenme gibi teknikleri
icinde barindirir. Makine 6grenmesi konugmayr metne doniistiirme, haberleri veya e-
ticaret sitelerindeki iirtinleri ilgili kisilerle eslestirme ve goriintiilerde bulunan nesneleri
tamima gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir [2]. Ancak, makine 6grenmesi
yontemleri veri boyutunun artmasi sonucunda yetersiz kalir ve iyi sonuglar vermemeye
baslar. Derin 6grenme ham verilerin 6grenilmesi agisindan geleneksel makine 6grenmesi
yontemlerinden farklidir ve Ogrenmek i¢in sinir aglarina dayanan c¢oklu islem
katmanlarina sahip hesaplama modellerini kullanir [3]. Makine 6grenmesinin veri isleme
sinirlamalart nedeniyle ozellikle goriintii tanima gibi yiiksek boyutlu ve karmasik
verilerin bulundugu alanlarda derin 6grenme kullanimi yayginlasmaktadir [2]. Yapay
zekd temelli medikal uygulamalar, tan1 ve tedavi protokollerinde kullanilabilir. Bu
uygulamalar tipta yapay zeka teknikleri, veri madenciligi, tibbi uzman sistemler, makine

ogrenmesi temelli sistemler, medikal sinyal ve goriintii isleme tekniklerini kapsar [4].

Klinikte dokularda bulunan bazi hiicrelerin belirli kosullardaki tespiti, ilgili dokulardaki
hastaliklarin tanisinin konulmasinda kritik rol oynar. Bu tespitler makine 6grenmesi ve
derin Ogrenme teknikleri ile yapilabilir. Makine Ogrenmesi ve derin O6grenme

yontemlerinin farkli doku ve hiicre tiplerindeki caligmalar1 Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1 Makine 6grenmesi ve derin 6grenme yontemlerinin ¢esitli doku ve hiicrelerde

olan uygulamalar1 6zetlenmektedir.

Veri Seti Sonuglar Kaynaklar

Fare testis kesiti Tiibll tiplerini smiflandirmak i¢in YEOK’lara [5]
dayanan hiper katman eklenmis yeni bir mimari

kullanilmistir ve %98 dogruluk elde etmistir.

Seminifer tiibiillerin tespiti, coklu hiicre boliitlemesi [6]

ve ¢oklu bolge boliitlemesi i¢in ResNet ve TEA
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kullanilmistir ve sirasiyla %94,40, %91,26, ve
%93,47 dogruluk degerleri elde edilmistir.

Seminifer tiibiil, spematojenik hiicre tipleri, ¢oklu
bolge bolitlemesi i¢cin U-net kullanilmigtir ve
sirastyla %91,20, %92,95 ve %91,08 dogruluk

degeri elde edilmistir.

[7]

Si¢an testis kesiti

U-net temelli derin 68renme  modeliyle
spermatojenik evrelemesi tanimlanmistir ve U-net

ile %98,4 dogruluk degeri elde edilmistir.

[8]

Sperm

Tiumorl infiltre eden lenfositleri tespit igin derin
O0grenme algoritmasit kullanilmistir ve bu hiicrelerin
manuel tespit edilen sayilar1 ile %89 korele olarak

bulunmustur.

[9]

Gasohole maruz kalan yetiskin erkek siganlarin
sperm kalitesinin degerlendirildigi calismada ESA,
bayes siniflandiricisi, KNN, DVM ve optimum-yol
ormani  siniflandiricilart ~ kullanilmistir.  Bunlar
arasindan en iyisi DVM olup bu yontemle %90
dogruluk elde etmistir

[10]

Sperm bas1 smiflandirmasi i¢in kullanilan VGG16
ile %94 dogruluk elde edilmistir.

[11]

Sperm pargalarinin siniflandirilmasinda kullanilan
ESA bas, akrozom ve ¢ekirdek smiflandirmasinda
sirastyla %90,4, %77,3, %78,8 Dice benzerlik

katsay1s1 elde etmistir.

[12]

Insan spermlerinin farkli kisimlarmi tespit etmesi
kullanilan ESA ile akrozom, bas ve koful igin
dogruluk degeri sirasiyla %76,67, %77 ve %91,33

olarak elde edilmistir.

[13]

Insan Over dokusu

Hematoksilen eozin ile boyanmis over doku

kesitinin epitel ve stromal bdlge ayrimi icin

[14]
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GoogleLeNet ile birlikte kullanilan ESA %90,2

dogruluk degeri elde etmistir.

Yumurtalik kanseri tiirlerini smiflandirmak i¢in
AlexNet’1 temel alan bir ESA kullanilarak %78,20
dogruluk elde edilmistir.

[15]

Insan indiiklenmis

pluripotent kok hiicresi

Insan  pluripotent  kdék  hiicresi  kokenli
kardiyomiyositlerin nitelik belirlenmesi i¢in ESA

kullanilmistir ve %89 f1-skoru elde edilmistir.

[16]

Sicansi indiiklenmis

pluripotent kok hiicresi

Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin saghkli ve
sagliksiz  kolonilerinin ayrimint yapmak igin
kullanilan siniflandiricilar i¢in dogruluk degerleri
DVM i¢in %91,6, RO i¢in %87,5, CKA igin %73,3,
KA igin %83,3 ve AB i¢in %87,5 olarak elde

edilmistir.

[17]

Insan kan ve kemik

iligi yayma goriintiileri

Lokosit tespiti ve smiflandirmast i¢in ESA
kullanilmistir ve bu yontemle %92,8 dogruluk degeri

elde edilmistir.

[18]

Akut lenfoblastik 16seminin otomatik tespiti i¢in
yapilan calismada ESA ile sirasiyla L1, L2, L3 ve
normal tipi i¢in %99,06, %93,33, %93,75 ve %98,11
dogruluk degerleri elde edilmistir.

[19]

Beyaz kan hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan

ESA %96,1 dogruluk degeri elde etmistir.

[20]

Beyaz kan hiicresi tespitinde YOLOv4 Alexnet ile
birlikte kullanildiginda %98 mAP degerine

ulagmustir.

[21]

Spermatogonyal kok hiicreler (SKH) eriskin erkek genital sisteminde testiste yerlesik,

fertiliteyi saglayan az sayidaki sperm Onciilleri olup mikroskobik yapisal 6zellikleriyle

saptanmalar1 zorluk arz eder [22]. Puberte Oncesi testis hasariyla gelisen infertilitede

seminifer kordlardaki SKH’lerin saptanmasi ve sayilarinin belirlenmesi klinik igin
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onemlidir. Goriintii isleme ve yapay zeka alanindaki boliitleme ve Oznitelik ¢ikartma
yontemleriyle somatik ve germ hiicreleri saptanarak sayilabilmektedir [23-26]. Bu
calismanin amaci boliitleme ve Oznitelik ¢ikarimi gibi yontemlerle goriintiilerin islenip
etiketli veriler {iretilerek mikroskop goriintiilerindeki seminifer tiibiillerinde bazal
membranda tutunan SKH’lerin morfolojik farkliliklar kullanilarak hizli, pratik ve giivenli
bir sekilde tanimlanmasi ve sayilmasina olanak saglayabilmesidir. Bu varsayimi test
etmek iizere spermatogenezin baslamadigi yenidogan fare testis kesitlerinden elde edilen
mikrograflarda boliitleme ve Oznitelik ¢ikarimi  yontemleri uygulanip SKH’leri
morfolojik oznitelik temelli olarak saptayan; hiicrelerin giivenli ve hizli sayimini
saglayacak biyomiihendislik ¢er¢evesinde yapay zeka temelli yenilik¢i bir analiz sistemi

gelistirilmesi amaglanmastir.

Bu amag¢ kapsaminda asagidaki aragtirma hedefleri tamamlanmistir (Sekil 1.1).

1. C57BL/6 tiiri 6 giinliik erkek fare testis parafin bloklarindan elde edilen kesitlerde
histokimyasal ve immiinokimyasal yontemlerle SKH nisi bilesenlerinin
isaretlenmesi;

2. Dijital kamera atasmanli 151k mikroskobunda testis mikrograflarinin elde
edilmesi;

3. Testis mikrograflarinda yer alan seminifer tiibiillerdeki SKH’lerin manuel olarak
LASv3 goriintii isleme yetenekleri ile saptanip etiketlenmis veri setinin
olusturulmast;

4. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi i¢in
gortintii isleme teknikleri ve makine 6grenmesinden yararlanilarak bir 6grenme
algoritmasinin gelistirilmesi ve test edilmesi;

5. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi i¢in derin
o0grenme temelli bir modelin kurulmasi; kurulan modelin etiketlenmis veri seti
kullanilarak test edilmesi ve sonucglarin goriintli isleme teknikleri kullanilarak

gelistirilen algoritmayla elde edilen sonuglarla karsilastiriimasi;



CS7BL/6 tiirii yeni dogan erkek fare

i

Fi

» Hematoksilen eozin yontemi ile boyama

« immiinohistokimyasal yontem ile isaretleme

» Testis Mikrograflarinin elde edilmesi

» Etiketlenmis veri setinin olusturulmasi

+ Seminifer ttibiilleri ve SKH’leri ayirt eden bir
sistem gelistirilmesi

* Goriintii igleme siirecinden gegmis goriintiiler
kullanilarak bir 6grenme algoritmasi
gelistirilmesi

« Seminifer tiibiilleri ve SKH’leri tespit eden
derin §grenme temelli bir sistem gelistirilmesi

* Bu sistemin goriintli igleme stirecinden gegmis
goriintiiler kullanilarak gelistirilen grenme
algoritmasinin sonuglariyla karsilastirilmasi

Sekil 1.1. Calismanin hedefleri ¢ercevesindeki is akis semasi verilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis ve Spermatogonyal Kok Hiicreler

2.1.1.Spermatogonyal Kok Hiicreler

Testis, sperm olusumunu saglayan ve sekonder erkek karakterlerinin olusumunu
destekleyen organdir. Spermatogonyal kok hiicreler erkek fertilitesi i¢in gerekli temel
onciil hiicre havuzunu olusturmaktadir [27, 28]. Bu hiicreler unipotenttir ve sadece olgun
sperm hiicrelerine farklilagabilir [29]. Spermatogonyal kok hiicrelerin gorevi genetik ve
epigenetik bilgileri gelecek nesillere tasimak amaciyla spermatozoon olmaktir.
Spermatogonyal kok hiicreler, puberteye kadar sessiz kalip spermatogonyum olarak
farklilasabilir [30]. insanda SKH’ler, Apaie (Ap) Ve Adark (Ad) spermatogonyumlardan
olusur. Ap ve Aqg spermatogonyum temelde benzer hiicrelerdir ancak hiicre dongiisiiniin
farkli evrelerinde bulunur [31]. Farede SKH’leri Asingle (As), Apaired (Apr) Ve Aaligned (Aal)
spermatogonyumlar olusturur. Spermatogonyal kok hiicreler farklilasarak spermatojenik

seri hiicreleri ve son adimda olgun, fertil spermatozoonlari olusturur [28].

2.1.2.Spermatogenez

Spermatogenez, piiberte ile baslangic gosteren, seminifer tiibiillerde meydana gelen ve
olgun gamet iiretimiyle sonuglanan siirectir. Bu siire¢, spermatogonyal faz, spermatosit
fazi ve spermatid fazi olmak iizere 3 bolime ayrilir [32]. Spermatogonyal faz,
spermatogonyumun c¢ogalmasiyla baslayip spermatositlerin farklilagsmasiyla sona erer.
Ardindan, spermatositlerden (2n) spermatid (n) liretiminin gerceklestigi spermatosit fazi
baslar. Olusan spermatidlerin yuvarlak spermatidlere olgunlastigi morfolojik doniisiim
stirecine spermatid faz1 (spermiyogenez) ad1 verilir. Bu siiregte, spermatitlerin polaritesi
belirlenir ve flagellum olusumu baglar. Ardindan, akrozomal vezikiil diizlesir ve golgi
aygiti spermatidin boyun bolgesine gbé¢ eder. Spermatid yeniden yonlendirilerek
flagellumun liimene uzanmasi ve akrozomun bazal laminaya dogru dénmesi saglanir.
Cekirdek diizlesir ve uzar. Sonrasinda, akrozomal graniil, farklilasan akrozomal zarin
tamamina yayilir. Spermiasyondan hemen Once, son asama olan testis seminifer tiibiil
limeni i¢inde Gzellesmis spermatozoonlarin salinmasi gergeklesir [33]. Sekil 2.1°de
goriildiigii lizere insanda spermatogenez sirasinda diploit kromozoma sahip Adg

spermatogonyumlar asimetrik bdoliinme ile Ap spermatogonyumlart olusturur. Ap
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spermatogonyum boliinerek seminifer tiibiil bazal membrani {izerinde veya yakinda daha
biiyilk boyutlariyla bulunan tip B spermatogonyumu olusturur [28]. Tip B
spermatogonyumlar béliinerek primer spermatositleri olusturur. Spermatositler (leptoten,
zigoten, pachyten ve diploten), ergenlikte mayozun baslamasiyla seminifer tiibiillerde
olusturulmaya baglanir. Mayoz bolinme sirasinda, primer spermatositler sekonder
spermatositleri; sekonder spermatositler yuvarlak spermatidleri olusturur [34]. Ardindan,
spermiyongenez siirecinde yuvarlak spermatidlerden morfolojik transformasyon ile
spermatozoon olusumu gerceklesir. Dogum sonrasi fare testisindeki SKH aktivitesi her
ti¢ glinde bir boliinen As spermatogonyumdan gelmektedir. Sekil 2.1°de goriildiigii tizere
As spermatogonumlarin mitotik boliinmesi sonucunda ya iki yeni As spermatogonyum
olusur ya da dortlii Aal spermatogonyum iiretilir. Aaligned Spermatogonyumlarin daha
biiylikleri Al spermatogonyumlara farklilasir. Tip A spermatogonyum mitotik
bolinmelerle tip Al, A2 A3 veya 4 hiicrelerine farklilagir. Tetraploid primer
spermatositler ise B tipi hiicrelerden mitozla iiretilir. Daha sonra mayoz boliinme
sonucunda iki sekonder spermatositten iki haploid spermatid olusturulur. Bu siiregte yer
alan germ hiicreleri siirecin basindan sonuna gelindiginde seminifer tiibiillerde bazal
membrandan limene dogru hareket eder. Spermatid olusumunun ardindan
spermatogenezin son evresi olan spermiyogenez siireci baglar. Burada akrozom
olusumunun ardindan spermlere hareket yetenegini kazandiran flagellum olusur ve sperm

olusumu tamamlanir [28, 35].

Sekonder Spermatosit

o B Yuvarlak Spermatid
-—® e >@® — @rre —
¢ \ = / Primer Spermatosit Uzamig Spermatid

In

@ @&
\ / I Sekonder Spermatosit T L
- @@ O @® — @ > —

Primer Spermatosit Uzamig Spermatid

Spermatogonyal kendini
yenileme ve farklilagma
Mayoz I-I1

Spermiyogenez

Sekil 2.1. Fare ve insanda spermatogenezin asamalari gosterilmistir.
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2.1.3.Spermatogonyal Kok Hiicre Nisinin Hiicresel Bilesenleri

Spermatogonyal kok hiicre nisi testiste kok hiicrelere yataklik eden, komsu hiicrelerin
sinyalleriyle proliferasyonlarini ve farklilagmalarini kontrol eden fiziksel ve kimyasal bir
mikrogevredir [36]. Spermatogonyal kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma
dengesi otokrin ve parakrin regiilator sinyaller araciligiyla saglanir [36]. Spermatogonyal
kok hiicreler; Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri, peritiibiiler myoid hiicreleri, peritiibiiler
ve interstisyel makrofajlar ve damar endoteli hiicreleri ile birlikte fiziksel ve hormonal

bir mikrogevre (nis) i¢inde bulunur. Bu nis Sekil 2.2’de sematize edilmistir [36].

Spermatogonyal Kék
Hticrelerin
Kendini Yenilemesi
ve
Spermatogenez

Sertoli Hiicreleri

Spermatogonyal Kok Hiicreler

GDNF
FBFZ

GDNF

1GF1 CSF1

Peritiibiiler Mymd Hiicreler

Leydig Hiicreleri

Sekil 2.2. Spermatogonyal kok hiicre nisi gosterilmistir. GDNF: Gliyal Hiicre Tiirevi
Nérotropik Faktor, IGF1: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii, FBF2: Fem-3
Baglayici Faktor 2, CSF1: Koloni Uyarict Faktor 1.

Sertoli Hiicreleri, SKH’ler ile birlikte seminifer tiibiil bazal membraninda yerlesim
gosteren ve spermatogenez siireci boyunca SKH ve tiim spermatojenik seri hiicreleri ile
fiziksel temas halinde olan destek hiicreleridir [36]. Sertoli hiicreleri histomorfometrik
inceleme sirasinda seminifer tiibiilde bazal membrana lokalize olma, poligonal hiicre

sekli, iri ve daginik sitoplazmik uzantilar1 ve belirgin niikleolleri ile diger hiicrelerden
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ayirt edilir. Sekil 2.3°de goriildiigi tizere Leydig hiicreleri, kan damarlar1 ve seminifer
tiibiiller arasinda konumlanan, poligonal sekle sahip, kan damar1 ve makrofajlarla birlikte
intersitisyel dokuyu olusturan primer testosteron kaynagi hiicrelerdir [30]. Peritiibiiler
myoid hiicreler, kesintili hiicre katmanlarindan olusan, yassi, mezenkimal kokenli

hiicrelerdir [30].

T Peritiibiiler myoid hiicresi

Sertoli Hiicresi
Pakiten Spermatosit

ikincil Spermatosit

Yuvarlak Spermatid

Uzamig Spermatid

Epididimis
Interstisyum

Tunica albuginea
Seminifer Tiibiil

Sekil 2.3. Testisin mikroskobik pargalar1 ve burada bulunan, spermatogenezde rol olan

hiicreler gosterilmistir.

2.1.4. Spermatogonyal Kok Hiicreler ve Sertoli Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri

Sertoli hiicrelerinin morfolojik ¢aligmalari ilk olarak 151k mikroskobu diizeyinde baslayip
daha sonra organellerin ve membranin daha detayl1 goriintiilerinin alinabildigi elektron
mikroskobu incelemeleriyle devam etmistir. Son donemlerde ise immiinokimyasal ve
immiinofloresan teknikleri ile testiste spesifik protein lokalizasyonu ve Sertoli
hiicreleriyle germ hiicrelerinin etkilesimleri 3 boyutlu goériintiilenmistir [37]. Bu hiicrenin
cekirdek sekli, ince sitoplazmik uzantilari, germ hiicreleriyle karmasik fiziksel birlesme
durumu, spermatid ayrilma kompleksi gibi hiicre morfolojik 6zellikleri iizerine
incelemeler Sertoli hiicreleri ilgili bilgileri artirmistir. Biiyiik ve 6kromatik ¢ekirdekli bu
hiicreler seminifer tiibiil dongiisii boyunca sekil degistirebilir [37]. Sertoli hiicrelerinin
¢ekirdekgikleri biiyiiktiir ve yogun bir bigimde boyanir. Cekirdekleri ise genellikle bazal
membrana yakin sekilde konumlanir [37]. Hiicre zarinda derin girintiler ve yariklar
Sertoli hiicresinin olgunlagma belirtileridir. Sertoli hiicrelerindeki uzun sitoplazmik kollar

germ hiicrelerini sarar ve bu durum Sertoli hiicre plazma zarinin yiizey alanini artirir. Bu
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ise ¢cok sayida organelin yerinin degismesinde ve farkli protein smiflarinin spesifik
islevler i¢in seminifer epitel dongiisii boyunca spesifik bolgelere tasinmasini saglar [37].
Spermatogonyal kok hiicrelerde Ag spermatogonyum ¢ekirdegi hematoksilen ile yogun
boyanan, kiiciik, kiiresel sekle sahip hiicreler olup boyama sonrasi ¢ekirdegin ortasinda
boyanmayan bir bolge goriiliir [28, 31]. Apae spermatogonyumda ise zayif ve homojen
bir boyama goriiliir ve bu hiicreler daha biiyiik ve oval hiicrelerdir [28]. Sertoli hiicreleri
ve SKH’ler sekil olarak biiyiik oranda farkliliklar gdsterir. Spermatogonyal kok hiicreler
daha ovalken Sertoli hiicreleri poligonaldir. Ayrica Sertoli hiicrelerinin hiicre dongiisii
boyunca sekilleri degisir ve sahip olduklar1 sitoplazmik uzantilari onlarin hiicre zarlarinin
ylizey alanlarini artirmasini saglar. Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekgikleri biiyiiktiir ve yogun
bigimde boyanir. Ote yandan, SKH’lerde ¢ekirdekgik belirgin olmasina ragmen Ap

spermatogonyumda zayif boyanma goriiliirken Ag spermatogonyum yogun boyanir.

2.2. Goriintii Isleme ve Makine Ogrenmesi

Girdi olarak secilen goriintiinlin kullanildigs, ¢esitli tekniklerle ¢ikti olarak bu goriintiiniin
daha gelistirilmis halinin elde edildigi siirece goriintii isleme denir [38]. Goriintii islemede
goriintiilerin siiflandirilmasi ve taninmasi i¢in faydali olacak Gznitelikler 6nemli rol
oynar. Ozniteliklerin eldesinden &nce, goriintilye ikililestirme (Binarization), esikleme
(Thresholding), yeniden boyutlandirma (Resizing) ve normalizasyon (Normalization)
gibi on islemler uygulanir [39]. Burada elde edilen 6znitelikler ileri islemler igin

kullanilir.

2.2.1.Boliitleme

Boliitleme (Segmentation), bir goriintiideki bolgeleri veya nesneleri alt bolimlere ayirip
bolmektir [40]. Boliitleme ile detay seviyesi artirilarak goriintiiniin daha iyi anlasilmasi
amagclanir. Boliitleme farkli sekillerde gerceklestirilebilir ve ¢esitli alt bagliklara
ayrilabilir. Bunlar ¢izgi saptama (Line Detection), ayrit saptama (Edge Detection),
esikleme, ve bolge tabanli boliitleme (Region-Based Segmentation) kullanarak
boliitlemedir [40]. Tez ¢alismasi kapsaminda yenidogan fare testis seminifer tiibiilleri
boliitlenerek tiibiil igindeki tiibiilii doseyen SKH’ler goriiniir hale getirilmistir. Boliitleme
islemi, SKH’lerin koyu mor renkli ¢ekirdeklerini belirgin hale getirmistir. Bu islemle

hiicreler tabandan ayrilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Yenidogan fare testis mikrografinda K-Means ile yapilan bir boliitleme 6rnegi
gosterilmistir. A’da ham goriintli B’de boliitleme ile tabandan ayrilan seminifer
tiibiil hiicrelerine ait mikrograf goriilmektedir. (A, B) x630 Hematoksilen

Eozin

2.2.2. Oznitelik Cikarma

Oznitelik ¢gikarma ham verilerden en degerli bilgileri alma islemi olup bu kritik islem 6n
isleme agamasindan sonra yapilir [39]. Desen tanimlamada ilk olarak girdi deseni alinir
ve sonra ¢ikti siniflarindan birine dogru sekilde atilmaya g¢alisilir. Bu islem 06znitelik
secimi ve siniflandirma olarak ikiye ayrilir. Secilen Oznitelikler simniflandiricinin
tantyabilecegi oznitelikler olmalidir. Oznitelikler siniflarn ayirt edilmesini saglayacak
bilgileri icermelidir. Oznitelik ¢ikarma ile her bir smifin karakteristik dznitelikleri
cikartilir [39]. Boylece simiflar arasi ayrim saglanabilir. Bu ayrimi saglamak {izere

kullanilabilecek olasi dzniteliklere dair ornekler Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5. Testis seminifer tiibiil mikrografinda 6znitelik olarak kullanilabilecek ¢iktilara

ornekler verilmistir. A’da seminifer tiibiillerin 6znitelik olarak kullanilabilecek
kisimlar1 verilmisken B’de SKH’lerin 6znitelik olarak kullanilabilecek kismi

gosterilmistir. x630, Hematoksilen Eozin

Sekil 2.5’te goriildiigii lizere objelerin kenar sinirlart gibi farkliliklar iceren yapilar
Oznitelik olarak kullanilabilir. Makine 6grenmesi yontemleri bunlar1 objeyi tanimakta
kullanir. Oznitelikler tespit edilmesi amaglanan objenin diger alanlardan farkli, ayirt
edilebilen boliimleri olmalidir. Bu boliimlere en iyi orneklerden birisi tespit edilmesi
amaclanan objenin kenar kisimlaridir. Bu kisimlar obje ile obje disindaki kismi ayiran
siir bolgeleridir. Bu nedenle objeyi tespit etme ihtimali bu kisimlar sayesinde artar.
Sekil 2.5 A’da seminifer tiibiiliin 6znitelik olarak kullanilabilecek kenar kisimlari
gosterilmistir. Ayrica 6znitelikler objenin bulundugu zeminden onu ayristirabilecek renk
tonu farklar1 da olabilir. Bu baglamda, Sekil 2.5 B’de ise SKH’lerin 6znitelik olarak
kullanilabilecek kisimlar1 gosterilmistir. Oznitelik cikarmada karakterin kesin ve
benzersiz bilgilerinin oldugu kiime elde edilmelidir. Bu islem i¢in yaygin olarak sablon

eslestirme (Template Matching), deforme edilebilir sablonlar (Deformable Template),
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tiniter goriintii dontgiimleri (Unitary Image Transformations), projeksiyon histogramlari
(Projection Histograms), kontur profilleri (Contour Profiles), geometrik moment
degismezleri (Geometric Moment Invariants), Zernike momentleri (Zernike Moments),
Fourier tanimlayicilari, gradyan, gabor 6zellikleri ve BRISK (Binary Robust invariant
scalable keypoints) [41] gibi 6znitelik ¢ikarma yontemleri kullanilir [39]. Bir 6znitelik

cikarma yonteminin 6znitelik se¢imi, yiiksek tanima performansi i¢in en 6nemli etkendir.

2.2.3. Simiflandirma

Siniflandirma, bir goriintiiniin uygun kategorilerden birine eklenmesi i¢in Onceden
tanimlanmis veri tabaninda karsilastirilmasini igeren bir siiretir. Sekil 2.6’da gosterildigi
gibi smiflandirma birg¢ok tipte verinin bulunabildigi veri setinden uygulanan yonteme
gore ¢esitli yaklagimlar kullanarak birbiri ile ayn1 veya yakin 6zniteliklere sahip verilere
bir sinif etiketi atanmasi iglemidir. Burada her bir sekil farkli bir veri tipine karsilik gelir.
Siniflandirma yontemleri ise bu farkli tipte verilerin olusturdugu veri setlerinde siniflari
uygun sekilde atmay1 amagclar. Siniflandirma yontemlerinin her biri farkli yaklasimlarla
siiflandirma islemlerini yapar. Bu yontemlerin basarisi veri setleri ile yontemin birbirine
uygunlugu, en uygun parametrelerin tespit edilmesi ve veri setinin biiyiikligi ile

iliskilidir. Bu siire¢ Sekil 2.6’da 6rneklenmistir.

X Y

Sm‘1‘ Sinif 2
o o Se
®® :‘JO 00'. “‘
9 o8 T 03°
o %o O

Siniflandirma O

o
.D 0@ E S T

w

@
H oo™ agull

T ____ Sinif3

Sekil 2.6. Ornek bir smiflandirma siireci gdsterilmistir. Buna gére X ve Y mavi, yesil,

bordo tanecikler birbirinden farkl: siniflar1 ifade etmektedir.

Siniflandirma siireci verilerin toplanmasiyla baslar. Ardindan, veri 6n isleme basamagiyla

oznitelik ¢ikarimina hazirlanir. Oznitelik ¢ikarimi sonrasi veri seti, egitim veri seti ve test
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veri seti olarak ayrilir. Bu veri setiyle siiflandirma gergeklesir. Siniflandirma sonrasi

degerlendirme asamasinda siire¢ degerlendirilerek eger gerekirse tekrarlanir.

Verilerin y | Veri On N Oznitelik
Toplanmasi Isleme Cikarimi
Egitim
Degerlendirme]| ¢ Siniflandirma| ¢ Veri Seti

Test Veri Seti

Sekil 2.7. Smiflandirma siireci, verilerin toplanmasi, veri 6n isleme, 6znitelik ¢ikarimi
egitim ve test veri seti olarak ayrilmasi, siniflandirma ve degerlendirme

asamalar1 gosterilmektedir.

Sekil 2.7°de gorildiigii lizere veriler yapilacak projeye gore sensorler, veri tabanlari,
mikroskoplar gibi farkli kaynaklardan elde edilebilir. Ardindan, veri seti belirli oranlarda
egitim seti ve test seti olarak ikiye ayrilir. Egitim icin ayrilan veri seti ile siniflandirma
algoritmasi egitilir ve test veri seti ile test edilir. Sonra degerlendirme agsamasina gegilir.
Degerlendirme sonrast eger sonuglar yeterli degil ise smiflandirma siireci optimize
edilerek tekrar gerceklestirilir. Siniflandirma siirecinde yapay zeka yontemlerinden

yararlanilir.

Yapay zeka, insanlar tarafindan yapilan ve zeka gerektiren islevleri yapan makineler
olusturma sanatidir [42]. Bu alanin amaci, su anda insanlarin daha iyi yaptig1 isleri
bilgisayarlarin nasil yapacagini incelemektir. Yapay zeka, makine 6grenmesi ve derin
o0grenme gibi teknikleri kapsar. Makine Ogrenmesi, bilgisayarlarin veriler iizerinden
O0grenmesinin incelendigi, bilgisayar ve matematik bilimlerinin ortak kesisiminde c¢ok

sayida veri iceren veri setleri igin algoritmalarla istatistiksel modeller olusturmanin

14



arastirildigi bir teknikler biitiintidiir [43]. Derin 6grenme ise sinir aglarina dayanan goklu
islem katmanlarina sahip hesaplama modelleri kullanarak 6grenme islemini gergeklestirir
[3]. Klasik makine Ogrenmesi teknikleri halihazirda bir¢ok alandan ¢ok ¢esitli
problemlerin ¢oziimiinde kullanilsa da bu tekniklerin dogal verileri temel formlarinda
isleme yetenekleri sinirli oldugundan ozellikle yiiksek boyutlu ve karmasik verilerin
incelenmesinde ¢ok iyi olan derin 6grenmenin kullanimi, goriintii tanima gibi alanlarda

yayginlasmaktadir [2].

Lojistik regresyon (LR), destek vektor makineleri (DVM), karar agaglar1 (KA), k en yakin
komsu yontemi (KNN), aktif kontur modelleri (AKM) ve evrisimsel sinir aglari1 (ESA)
goriintli  siniflandirmada stk kullanilan siniflandirma  yontemlerindendir. Lojistik
regresyon (LR) nesne smiflandirmasinda yaygin olarak kullanilan ikili bir modeldir.
Hem dogrusal regresyon hem de ikili ¢ikti olusturabilen bir sigmoid fonksiyonuna
sahiptir [44]. Karar agaci1 (KA) siniflandirma ve regresyonda kullanilan ve parametrik
olmayan bir baska yontemdir [45]. Veri 6zniteliklerinden ¢ikarilan kurallara gére sonuca
giden bir tahmin modeli olusturur. Veri kiimesini tek tip alt kiimelere tekrar tekrar bolerek
bir deger atar ve hiyerarsik siniflandiric1 her asamada sinif etiketlerinin kabulii ve reddi
yoniinde karar verir. Agagtaki diigiimlerin ayrigtirilmasi, yaprak (ug) diigiimlerinin tespiti
ve sinif etiketlerinin terminal nodlara dagitimi olarak 3 kisimdan olusur. Destek vektor
makineleri ise ozellikle kiiciik orneklemlerde etkin sekilde smiflandirma yapan
parametrik olmayan bir simiflandirma teknigi olup temelde verileri iki gruba ayirmayi
amagclar [46]. Bu 6zelligiyle ikili ayrimlar i¢in ideal olsa da ¢oklu grup siniflandirma ve
yar1 denetimli 6grenme gibi diger durumlar i¢in de kullanilabilir [47]. Bu yontemle hem
siniflandirma hem de regresyon problemleri ele alinabilir [47]. K en yakin komsu
yontemi biyoinformatik, goriintii isleme ve benzeri alanlarda kullanilan klasik bir yontem
olup ornekleri en yakin komsuya gore siniflandirir [48]. Parametrik olmayan bir
yontemdir. K degerinin optimal olmasi1 durumunda iyi performans verir [49]. Bilinmeyen
bir girdi verildiginde, KNN bilinmeyen baglanti1 noktasina en yakin esik olan k degeri
icin bir model arar. K en yakin komsu olduk¢a basit, yiiksek verimlilige sahip ve kolay
uygulanabilir olsa da boyutluluk sorunu, hesaplama maliyeti, k degeri belirleme gibi
dezavantajlar1 vardir. Yine de KNN yontemi, goriinti siiflandirmada ¢okca kullanilan
uygun ve basit bir yontemdir [50]. Goriintii siniflandirma iki temel siirece ayrilir. Birincisi

benzerlik hesaplamayken ikincisi k en yakin 6rnegi aramadir [50].
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Gorilintiiden obje tespitinde kullanilan Aktif kontur modelleri (AKM) goriintiiniin
yogunluk ve gradyan bilgisine sahip 6n tanimli bir enerji ile karakterize edilir [51]. Aktif
kontur modelleri goriintiiniin siir bilgilerini kullanan Kenar Tabanli AKM ve bolge

yogunlugunu kullanarak konturlar1 belirleyen Bolge tabanli AKM olarak ikiye ayrilir
[52].

Evrisimsel sinir aglar1 goriintii siniflandirmasinda ve goriintiilerdeki nesnelerin ve
bolgelerin tanimlanmasi, boliinmesi ve algilanmasinda yaygin olarak kullanilmakta olan
noron aglaridir [2, 53]. Bu tiir aglarda bir katmandaki noéronlar onceki ve sonraki
katmanlardaki ndoronlarla baghdir [53]. Evrisimsel sinir aglari, ¢ok sayida dizi
bicimindeki verileri iglemek i¢in tasarlanmistir. Bu aglarin en 6nemli avantajlarindan
birisi ayr1 bir 6n isleme ve 0znitelik ¢ikarma asamasina ihtiya¢ duymaksizin ham verileri
alip bu islemleri kendisinin gerceklestirmesidir. Genel 6grenme siireci hayvan gorsel
korteks organizasyonunu taklit eden bu agin mimarisi evrigimli, havuzlayici katmanlar ve
tamamen bagli katmanlardan olusur. Evrisimli katman, ayirt edici kenarlar, ¢izgiler ve
diger gorsel 6geleri tespit eder [54]. Bu kisim filtreleri barindirir ve bu filtrelerle 6znitelik
haritalart olusturulur. Her filtre gorsel lizerinde gezinen kareler olarak diisiiniilebilir ve
sonucta Oznitelik haritalart elde edilir. Evrisimli katman uygulamalar1 siiflandirma ve
boliitleme i¢in ¢ok dnemlidir. Ardindan 6znitelik haritalarinin boyutlarinin azaltildigi
goriintiiler icin 6nemli anlamsal Ozniteliklerin korundugu havuzlama katmani gelir.

Tamamen baglh katmanlar ise gelen tiim 6znitelikleri biitlinlestirip sonucu verir [54].

Nesne tespit performansi kolayca optimize edilebilen tek bir ag tizerinde bulunan YOLO
(You Only Look Once) oldukga hizl1 bir mimaridir [55]. Hiz ve hassasiyet konusunda yine
evrisimsel sinir ag1 temelli bir teknik olan Daha Hizli Bolgesel Tabanli Sinir Agina
(Faster R-CNN) gore daha iistiindiir [56]. Alternatifleriyle karsilastirildiginda bu mimari
yiiksek bir lokalizasyon hatasina sahip olsa da yanlig tahmin orani oldukga azdir [55].
YOLO ile yapilan nesne tespitleri genellikle sehir i¢i yasam goriintiileri, kedi, kopek gibi
hayvanlar ve giinliik hayatta kullanilan diger esyalar {izerinedir [57, 58]. YOLO aktif
olarak gelistirilen bir mimari olup 2020 yilinda dordiincii (YOLOv4) versiyonu
yaymlanmigtir. ' YOLOv4’e diger versiyonlarindan farkli olarak yeni Ozellikler
eklenmistir ve bu 6zellikler onu diger versiyonlarindan daha iyi bir tespit seviyesine

ulagtirmistir [59].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Deney Tasarimi: Calisma; gozlemsel, disiplinlerarasi, rastgele se¢ilmis (randomize),
kontrol grubu igeren deneysel arastirma seklinde planlanmistir. Bagimli degiskenler;
calismanin Olglim parametreleri (SKH ve seminifer tiibiil sayisi), bagimsiz degiskenler;
Olclim yontemi (immiinohistokimyasal isaretli kesitler {izerinde gbzle sayim teknigi ve
histolojik boyama lizerinde yapay zeka temelli goriintii analiz sistemi ile 6l¢iim teknigi)
olmak iizere ¢alismaya ait 6l¢gtim parametreleridir. Tiim deneyler daha 6nce TYL-2018-
17531 nolu proje i¢in alinan 04.09.2018 tarihli 52338575-96 say1l1 Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu belgesi kapsaminda kullanilmasina izin verilen
CS57BL/6 tiirii yenidogan erkek fare testis bloklarindan elde edilen kesitler iizerinde
gerceklestirilmistir (EK 1). Tez siirecinde, goriintiilerin elde edilip bir 6grenme
algoritmas1 olusturulmasi siirecini kapsayan boliimlerde asagidaki agamalar izlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan program kodlarina GitHub! deposundan erisilebilir.

3.1. C57BL/6 tiirii yeni dogan erkek fare testis parafin bloklarindan elde edilen
kesitlerde histokimyasal ve immiinokimyasal yontemlerle Spermatogonyal kok
hiicre nisi bilesenlerinin isaretlenmesi

3.1.1. Histokimyasal yontemle fare testis 6rneklerinin isaretlenmesi

CS57BL/6 tiirii yenidogan farelerden elde edilen testisler, Bouin ¢ozeltisiyle fikse edilip
sabit vakumlu doku takip cihazinda (Leica, Almanya) dereceli alkollerden gecirilip
parafin istasyonunda (Leica, Almanya) parafine gomiilmiistiir. Ardindan kizakh
mikrotomda (Leica, Almanya) 3 um’lik seri kesitler alinmigtir. Kesitler etiivde 60 °C’de
bir gece siireyle deparafinize edildikten sonra dereceli alkollerle rehidrate edilip

hematoksilen eozin yontemiyle boyanmustir.

3.1.2. iImmiinohistokimyasal isaretleme ile spermatogonyal kok hiicrelerin immiin
isaretlenmesi

C57BL/6 tiirii yenidogan farelerden elde edilen testisler, Bouin ¢ozeltisiyle fikse edilip
sabit vakumlu doku takip cihazinda dereceli alkollerden gegirilip parafin istasyonunda

parafine gdmiilmiistiir. Ardindan kizakli mikrotomda 3 um’lik seri kesitler alinmistir.

1 https://github.com/burakkahveci/tubulandspermatogonialstemcelldetect.git
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Kesitler etiivde 60 °C’de bir gece siireyle deparafinize edildikten sonra dereceli alkollerle
rehidrate edilip 1s1 ile antijen geri ¢agirma yontemi uygulanmistir. Bu dogrultuda, kesitler
icinde sitrat tamponu ¢ozeltisi (pH=6.5) (Abcam, ABD) bulunan diidiiklii tencerede
kaynatilip 5-10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan, kesitler yikandiktan sonra
sekonder antikorun hazirlandigir keg¢i serumuyla (Abcam, ABD) 10 dakika boyunca
protein blokaji yapilmistir. Bu islem oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Bu iglemin
ardindan kesitler oda sicakliginda ve nemli odacikta Si¢an anti fare SALL4 (Abcam,
ABD) primer antikoru ile 15-30 dk inkiibe edilmistir. Yikamanin ardindan, 15 dk siireyle
keci anti sigan IgG-HRP sekonder antikoru (Abcam, ABD) ile oda sicakliginda inkiibe
edilen kesitlerle DAB kromojeni uygulama asamasina ge¢ilmistir. DAB kromojeninin
damlatilmas1 ardindan inkiibasyon siirecinde, 151k mikroskobu altinda negatif ve pozitif
kontrol kesitlerinin igaretlenme takibi yapilmistir. Bu siire¢ 5-7 dk boyunca oda
sicakliginda gerceklesmistir. Negatif kontrol olarak primer antikorun damlatilmadigi
dokular kullanilirken pozitif kontrol ic¢in ise primer antikor damlatilan dokular
kullanilmigtir. DAB ile inkiibasyon ve yikama adimlarindan sonra kesitler 30 saniye
boyunca hematoksilende bekletilmistir. Sonrasinda, kesitler yikanip dereceli alkoller ile

dehidrate edilip entellan ile kapatilmistir.

3.2. Dijital kamera atasmanh 151k mikroskobunda testis mikrograflarinin elde
edilmesi

Hematoksilen eozin boyasi ile boyanan kesitlerden dijital kamera atagmanli 151k
mikroskobu (Leica DM 6000 DM, Almanya) ile kesitin tamamini kapsayacak,
3264x2448 ve 1920x1940 ¢oziiniirlik degerlerine sahip seminifer tiibiil goriintiileri elde
edilmis ve goriintii analiz sistemi (LASv3 Leica, Almanya) kullanilarak 35 adet kesit

mikrografi sayisallastirilmistir.

3.3. Testis mikrograflarinda yer alan seminifer tiibiillerdeki Spermatogonyal kok
hiicrelerin manuel olarak LASv3 goriintii isleme yetenekleri ile saptamip
etiketlenmis veri setinin olusturulmasi

SALL4 antikoru ile SKH’lerin immiin isaretlendigi kesitler, 151k mikroskobu (Leica DM
6000 BM, Almanya) ile incelenip LASv3 yazilimi kullanilarak 18 adet kesitte kahverengi
isaretlenmis SKH’lerin sayim1 manuel olarak yapilarak, 1920x1940 ¢oziiniirliik degerine
sahip seminifer tiibiil goriintiilerinde sonuglar elde edilmistir. Elde edilen bu

mikrograflarda her seminifer tiibiildeki SKH’ler hematoksilen eozin boyanmis seri
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kesitinde etiketlenmek tizere tespit edilmistir. Kesitlerde tek sayili olanlar hematoksilen
eozin ile boyanirken ¢ift sayili olanlar ise SALL4 antikoru ile isaretlenip tek sayili

kesitlerdeki etiketlenecek SKH’lerin belirlenmesini saglamistir.

3.4. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi icin
goriintii isleme teknikleri ve makine oOgrenmesinden yararlanilarak bir
ogrenme algoritmasinin gelistirilmesi. Gelistirilen algoritmanin etiketlenmis
veri seti kullanilarak test edilmesi, bulunan sonug¢larin degerlendirilmesi

3.4.1. Testiste bulunan seminifer tiibiilleri ayirt eden bir sistemin gelistirilmesi

Dijital kamera atasmanli 151k mikroskobu ile elde edilen goriintiilerdeki uygun seminifer
tibiillerin tespiti x63 orijinal biiyiitmedeki 3264x2448 ve 1920x1940 boyutundaki
mikrograflarda yapilmistir. Bu dogrultuda 5 ayr1 kesitten elde edilen 66 mikrografa
goriintii isleme teknigi uygulanmistir. Testiste bulunan seminifer tiibiillerin tespiti igin
Python programlama dilinin OpenCV, Matplotlib, Pandas, Numpy ve Scikit-image
kiitiiphaneleri kullanilarak aktif kontur modeli temelli bir sistem gelistirilmistir. Bu
dogrultuda, oncelikle kesitler {lizerinde seminifer tiibiillerin yer aldigi ilgi alanlari
belirlenmistir. ilgi alanlarin1 goriintii {izerinde smirlamak igin girilen koordinatlar
dogrultusunda seminifer tiibiil sekline gore daire veya elips olusturacak bir fonksiyon
Kullanilmistir. Ardindan Scikit-image kitiiphanesinin bir fonksiyonu olan aktif kontur

fonksiyonu ile seminifer tiibiil tespiti gerceklestirilmistir.

3.4.2. Bazal membrandaki hiicrelerin ayirt edilmesi ve spermatogonyal kok
hiicrelerin Sertoli hiicrelerinden ayrimi

Dijital kamera atasmanli 151k mikroskobu ile x63 orijinal biiylitmede elde edilen
3264x2448 ve 1920x1940 piksel boyutundaki goriintiilerdeki uygun seminifer tiibiillerin
bazal membraninda bulunan SKH’lerin tespiti i¢cin SKH’ler ve Sertoli hiicrelerinin
arasindaki morfolojik farklardan yararlanilmasi amaclanmistir. Burada bahsedilen
morfolojik farklar uygulanacak yontemlerin hiicreleri tespit etmesi i¢in gerekli olan
Ozniteliklerdir. Bu 6znitelikler hiicrenin sekli ve yogunlugu gibi bir hiicrenin digerinden
ayirt edilmesini saglayan bilgileri barindirmaktadir. Bu 6zniteliklerin goriintiilerden elde
edilmesi islemi goriintiilerin en degerli ve ayirt edici bilgilerinin ¢ikartilmasi olup, bu
kisma Oznitelik ¢ikartma denmektedir. Bu dogrultuda, Python programlama dilinin
OpenCV, Matplotlib, Numpy ve Scikit-image kiitiiphaneleri kullanilarak bir algoritma
gelistirilmistir. Oznitelik ¢ikartma c¢alismalarma RGB renk modeliyle (Red Green Blue
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Color Model) baglanmas, tatmin edici sonuglar alinamadigi i¢in XYZ renk modeline (CIE
1931 color spaces) gegilmistir. Goriintiilerin transformasyonu OpenCV kullanilarak
yapilmistir. Ardindan medyan ve gaussian filtreler uygulanip Kontrast Siirli Adaptif
Histogram Esitleme (CLAHE) teknigi uygulanmistir. Sonrasinda sirasiyla ikili esikleme
Otsu esiklemesi ve morfolojik operasyonlar uygulanmistir. Elde edilen ¢iktilardan ilgi

alan1 bolgesi kirpilarak ikinci bir morfolojik operasyon uygulamasi yapilmistir.

3.4.3.Goriintii isleme siirecinden gecmis goriintiiler kullanilarak bir 6grenme
algoritmasi gelistirilmesi

Goriintii isleme siirecinden gecen 66 mikrograftan seminifer tiibiil ve seminifer tiibiil
olmayan 512 ilgi alani elde edilmistir. Bu mikrograflar 106 megabayt yer kaplamaktadir.
Bu mikrograflara uygulanan veri artirma (Data Augmentation) islemleri sonucu veri
say1s1 4908 adete ylikselmistir. Bunlarin boyutu ise 74 megabayttir. Bunlar %80 oraninda
egitim veri seti, %20 oraninda test Veri seti olarak ayrilmistir. Bu veri seti kullanilarak
DVM, KA, RO, NB, KNN ve LR metotlari ile siniflandirma algoritmalar1 gelistirilmistir.
Ik olarak resmin belitleyici Ozniteliklerin toplanmasi tamimlayici aracihig ile
gerceklestirilmistir. Tanimlayict olarak Binary Robust Invariant Scalable Keypoints
(BRISK) Oznitelik dedektorii  kullanilmistir. Toplanan kilit noktalar1 K-means
algoritmasiyla gruplanip sikliklarmin tespiti i¢in histogram ile sematize edilmistir.
Histogramdaki oznitelikler matematiksel olarak vektorlerle ifade edilip makine
O0grenmesi metotlarinin kullanabilecegi hale doniistiiriilmiistiir. Elde edilen c¢iktilar

kullanilarak makine 6grenmesi metotlar egitilip test edilmistir.

Elde edilen sonuglar dogruluk, f-1, kesinlik ve hassasiyet skorlar1 ile degerlendirilmistir.
Bu skorlar dogru pozitif (DP), dogru negatif (DN), yanlis pozitif (YP) ve yanlis negatif
(YN) degerlerinin cesitli sekilde hesaplanmalariyla elde edilir. Skorlarin formiilleri Sekil

3.1°de verilmistir.

3 DN + DP - DP
Dogruluk = Kesinlik =
DN+ YP+DP+ YN DP + YP
. DP Kesinlik x H .
Hassasiyet= F-1 Skoru = 2 x esinlik x Hassasiyet
DP+ YN Kesinlik + Hassasiyet

Sekil 3.1. Ol¢iim metriklerinin formiilleri verilmistir.
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3.5. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi icin
derin 6grenme temelli bir modelin kurulmasi. Kurulan bu modelin etiketlenmis
veri seti kullanmilarak test edilmesi, bulunan sonuc¢larin goriintii isleme
teknikleri kullamilarak gelistirilen algoritmayla elde edilen sonuclarla
karsilastirilmasi

Dijital kamera atagsmanli 151k mikroskobu ile elde edilen 3264x2448 ve 1920x1940 piksel
boyutundaki goriintiilerden x63 orijinal biiyiitmeyle elde edilen mikrograflar kullanilarak
derin 6grenme temelli seminifer tiibiil ve SKH tespiti YOLO (You Only Look Once)
modelinin dordiincii versiyonuyla (YOLOv4) yapilmistir. Python programlama dili
kullanilarak YOLOv4 mimarisi olusturulmustur ve Google Colaboratory vasitasiyla

bulut iizerinde egitilmistir.

Seminifer tiibiil tespiti igin 35 kesitten 586 mikrograf elde edilmistir. Bunlar 5,9 gigabayt
boyuta sahiptir. Bu mikrograflar ilk olarak Labellmg programi [60] ile etiketlenmistir ve
ardindan 600x600 c¢oziiniirliige yeniden boyutlandirma ve veri artirma islemi
uygulanmistir. Yeniden boyutlandirma ve veri artirma islemi Roboflow uygulamasiyla
gerceklestirilmistir [61]. Bu islemin sonunda toplam olarak 12734 adet goriintiiden olusan
bir veri seti elde edilmistir. Bu veri seti %80°e %20 orani kullanilarak ikiye boliinmiis,
strastyla 10187 ve 2547 adet goriintiiden olusan egitim ve test veri setleri olusturulmustur.

Mikrograflarin tamaminin biiytikliigii 858 megabayttir.

Spermatogonyal kok hiicre tespiti igin ise 18 kesitten 342 mikrograf elde edilmistir. Bu
mikrograflar toplam biiytkligi 3,8 gigabayttir. Daha sonra bu mikrograflar Labellmg
programi ile etiketlenmistir, 600x600 ¢oziiniirliige yeniden boyutlandirma ve veri artirimi
uygulanmistir. Tiibiil tespiti icin kullanilan 35 kesitin tamaminin kullanilamamasinin
sebebi SKH tespiti i¢in yapilan immiinohistokimya boyamasi sonucu bazi kesitlerin arzu
edilen sekilde boyanmamasidir. Veri artirnmi sonrasinda elde edilen SKH veri seti yine
%80’e %20 oranm1 kullanilarak ikiye boliinmiistiir, sirastyla 7911 ve 1978 goriintiiden
olusan egitim ve test veri setleri elde edilmistir. SKH veri setinin tamaminin biiytikligi

709 megabayttir.
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4. SONUCLAR

4.1. C57BL/6 tiirii yeni dogan erkek fare testis parafin bloklarindan elde edilen
kesitlerde histokimyasal ve immiinokimyasal yontemlerle Spermatogonyal kok
hiicre nisi bilesenlerinin isaretlenmesi ve dijital kamera atagsmanh 1s1k
mikroskobunda testis mikrograflarinin elde edilmesi

CS57BL/6 tiirii alt1 giinliik farelerden elde edilen testis kesitleri hematoksilen eozinle
boyandiktan sonra histolojik yap1 agisindan incelenmistir. Mikrograflarda heniiz kanalize
olmamig seminifer tiibiillerin biiylik piramit bi¢imli Sertoli hiicreleri ve bazal membrana
yerlesik yuvarlak bi¢cimli 6kromatik ¢ekirdekli SKH’lerden olustugu saptanmistir (Sekil
4.1).

Sekil 4.1. C57BL/6 tiirii alt1 giinliik fare testisine ait tiim kesitin, x630 biiyiitmesine
mikrograflar birlestirilerek elde edildigi mikroskop goriintiisiinde seminifer

tiibiiller ve bunlar1 déseyen hiicreler izlenmektedir. x630, Hematoksilen Eozin
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C57BL/6 tirii alti giinlik farelerden elde edilen testis kesitlerinde indirekt

immiinperoksidaz yontemiyle SALL4 antikoru ile isaretlenen SKH’ler bazal membrana

yerlesik olarak Sertoli hiicrelerinin komsulugunda goriintiilenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Alt1 giinlik C57BL/6 tiirii fare testis kesitinin indirekt immiinperoksidaz
yontemiyle SALL4 antikoru i¢in immiin isaretlendigi mikrograflardir.
Immiin isaretleme yapilan seminifer tiibiillerden bazilar1 beyaz oklarla Sertoli
hiicresi ise beyaz ok ucu ile isaretlenmistir. (A) x100, (B) x200, (C) x630.
Kromojen DAB, ¢ekirdek hematoksilen

4.2. Testis mikrograflarinda yer alan seminifer tiibiillerdeki spermatogonyal kok
hiicrelerin manuel olarak LASv3 goriintii isleme yetenekleri ile saptanip
etiketlenmis veri setinin olusturulmasi

SALLA4 antikoru ile SKH’lerin immiin isaretlendigi kesitlerden, inverte 151k mikroskobu
ile 1920x1440 piksel ¢oziiniirliikte mikrograflar elde edilmistir. Labellmg ile yapilan
etiketleme islemi sonucundan SALL4 ile isaretlenmis mikrograflarda dogrulanmis SKH
hematoksilen eozin boyanmis seri kesitlerde 342 mikrograf etiketlenmistir. Ardindan,

veri artirimi ve yeniden boyutlandirma islemi gerceklestirilerek veri seti elde edilmistir.
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Elde edilen etiketli mikrograflar ile SKH’lerin tespit edilip derin 6grenme algoritmasinin
egitiminde kullanilacak egitim veri seti ve testi i¢in kullanilacak test veri seti

olusturulmustur.

4.3. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi icin
goriintii isleme teknikleri ve makine oOgrenmesinden yararlanilarak bir
ogrenme algoritmasinin gelistirilmesi. Gelistirilen algoritmanin etiketlenmis
veri seti kullanilarak test edilmesi, bulunan sonuc¢larin degerlendirilmesi

4.3.1. Testiste bulunan seminifer tiibiilleri ayirt eden bir sistemin gelistirilmesi

Kurulan aktif kontur temelli sistem ile tiim testis kesit mikrograflarindaki seminifer
tiibiiller elle secilerek isaretlenmistir. Elde edilen ¢iktilar i¢cinden bir 6rnek Sekil 4.3’te
verilmistir. Sekil 4.3 A’da x630 biiyiitmeli hematoksilen eozin boyali kesitten elde edilen
mikrograf goriilmektedir. Sekil 4.3 B’de seminifer tiibiil ¢evresinde olusturulan kullanici
tanimli sinir kirmizi kesikli ¢izgiyle goriilmektedir. Sekil 4.3 C’de ise kullanict tanimli
sinir igerisine sistem tarafindan Scikit-image kiitiiphanesinin bir fonksiyonu olan aktif
kontur fonksiyonunun ilgili parametreleri optimize edilerek ¢izilen mavi diiz ¢izgi ile
seminifer tiibiillerin tespiti gerceklestirilmis mikrograf goriilmektedir. Sekil 4.3 D’de

kullanict tanimli sinirin kaldirilmasiyla seminifer tiibiil tespiti son halini almigtir.
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Sekil 4.3. C57BL/6 tiirii alt1 giinliik fare testis kesitinden elde edilen mikrograflara
gelistirilen aktif kontur temelli sistemin uygulanmasi sonucu elde edilen
ciktilar goriilmektedir. (A) Hematoksilen eozin boyali kesitten elde edilmis
mikrograftir. (B)’de sistemin seminifer tiiblilii tanimlamasi i¢in kirmizi
kesikli ¢izgi ile ¢izilen siirlar gosterilmistir. (C)’de sinirlarin iginde sistem
tarafindan seminifer tiiblil mavi ¢izgi belirlenmistir. (D)’de kesikli ¢izgiyle
cizilen siirlar kaldirilip seminifer tiibiil tespitinin tamamlandigi mikrograftir.

(A-D) x630, Hematoksilen Eozin

4.3.2.Bazal membrandaki hiicrelerin ayirt edilmesi ve spermatogonyal kok
hiicrelerin Sertoli hiicrelerinden ayrimi

Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitini yapacak bir 6grenme algoritmasi olusturmak
amaciyla dijital kamera atasmanli 151k mikroskobu ile elde edilen goriintiilerdeki ortalama
56 um genislik ve 58 um yiikseklige sahip seminifer tiibiiller kullanilmistir. Bu 6l¢tiler
fare testisi kesitlerinden elde edilen mikrograflarda bulunan dairesel sekle sahip seminifer
tiibiillerin ortalama 6l¢iileridir. Kesit alirken parcalanan ve yapisi bozulan veya boyama

sirasinda iyi boyanmayan seminifer tiibiiller kullanilmamistir. Uygun seminifer tiibiillerle
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yapilan tespit iglemi sonrasi sonuglar IHK’l1 goriintiilerle karsilastirildiginda tespit
dogrulugunun diistiik oldugu goézlenip bir 6grenme algoritmasi elde edilecek c¢iktilar
almamamistir. Sekil 4.4’te goriintli isleme teknikleri uygulanan fotografta her ne kadar
tespit edilebilen hiicreler olsa da tespit isleminin kok hiicre spesifik yapilamamasina ve

fotografin geneline yayilamamasindan dolayr goriintii isleme boliimiindeki hiicre tespiti

kismina devam edilmemistir.

Sekil 4.4. C57BL/6 tiirii alti gilinliik fare testis kesitinin hematoksilen eozin boyali
kesitinden elde edilen mikrograflara gelistirilen hiicre tespit ve sayim
sisteminin uygulanmast sonucu elde edilen ¢iktilar sematize edilmistir. Yesil
cizgiler tespit edilen hiicreleri gostermektedir. (B) kisminda tespitin yeterli

olmadig1 gortilmektedir. (A) x630, (B) x630. Hematoksilen eozin

Sekil 4.4 A’da x63 biiyiitmeli hematoksilen eozin boyal1 kesitten elde edilen mikrograf
goriilmektedir. Sekil 4.4 B’de ise hiicrelerin tespitinin ve sayiminin yapildigi mikrograf
verilmistir. Burada ilerlemenin saglanamamasinin nedeni son derece karmasik olan
dokuda hiicreleri tespit etmek i¢in yeterli ¢oziiniirliikte mikrograf elde edilememesidir.

Spermatogonyal kok hiicreleri ayirt etmeye yarayacak oznitelikler ¢ikartilamamistir

4.3.3.Goriintii isleme siirecinden gecmis goriintiiler kullanilarak bir 6grenme
algoritmasi gelistirilmesi

Goriintli  isleme sonrasit elde edilen seminifer tiibiillerin tespit edilmis oldugu
mikrograflardan veri artirrmi uygulanmasi sonucu olusan veri seti, egitim ve test veri seti
olarak ikiye ayrilmistir. Ardindan DVM, KA, RO, NB, KNN ve LR’yi kapsayan makine

O0grenmesi teknikleri uygulanmistir. Sekil 4.5’te adi gecen makine Ogrenmesi
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yontemleriyle yapilan deneylerin sonucu olusan hata matrisleri gosterilmistir. Buna gore
en basarilt sonu¢ RO yonteminde elde edilmistir. Rastgele Orman ile 496 adet seminifer
tiibiil verisinin 466’s1 dogru olarak smiflandirilmistir. Rastgele Orman yontemine en
yakin basar1 birbirine benzer oranlarla, 496 seminifer tiibiilden 459’ unu saptayan DVM,
KA ve LR ile saglanmistir. Naive Bayes yontemi digindaki tiim yontemler seminifer tiibiil
olmayan verinin tamamint dogru siniflandirarak, 496 adet toplam seminifer tiibiil
verisinin 459’unu saptamistir. Naive Bayes yontemi disindaki yontemler RO’da oldugu
gibi seminifer tiibiil olmayan veriyi dogru sekilde siniflandirmistir. Seminifer tiibiilleri
en diisiik basartyla siniflandiran iki yontem NB ve KNN olarak belirlenmistir. K en yakin
komsu yontemi seminifer tiiblil olmayan veriyi tamamen dogru siniflandirarak ytiksek
siiflandirma oranina sahip RO, DVM, KA ve LR ile ortak bir basar1 saglamasina
ragmen, seminifer tiibiil verisinin sadece 359 tanesini dogru siniflandirarak bu anlamda
en kotii performansi gostermistir. NB diger yontemlerin tamamen dogru siniflandirdigi
tiibiil olmayan 18 veriyi seminifer tiibiil olarak siniflandirmistir. Naive Bayes yontemi,
en diistlik ikinci performansa sahip KNN ile karsilastirildiginda seminifer tiibiil verisinin
sadece 83 tanesini hatasiz siniflandirmistir. Hatali siniflandirmada ise goze ¢arpan nokta
seminifer tiibiil verilerinin her yontemde belirli oranlarda seminifer tiibiil olmayan olarak
siiflandirilmig olmasidir. Sekil 4.5°te ad1 gegen makine 6grenmesi yontemlerinin egitilip

test edilmesi sonucu olusan hata matrisleri gosterilmistir.
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Makine Ogrenmesi Yéntemi Hata Matrisleri
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Sekil 4.5. Cesitli makine 6grenmesi yontemleriyle yapilan deneyler sonucu olusan hata

matrisleri verilmistir
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Sekil 4.5’te goriildiigii gibi en basarili sonu¢ RO yonteminde elde edilmistir

Tablo 4.1°de, uygulanan makine 6grenmesi yontemlerinin dogruluk, f1 skoru, hassasiyet
ve kesinlik skorlar1 goriilmektedir. Makine Ogrenmesi yontemlerinin dogruluk, fI1,
hassasiyet ve kesinlik skorlart KNN ve NB yontemleri hari¢ 0,95’in tizerindedir. KNN ve
NB yontemlerindeki basarimlar1 RO, DVM, KA ve LR yontemlerinin gerisinde kalmistir.
En yiiksek dogruluk, f1, hassasiyet ve kesinlik skorlar1 RO yontemiyle elde edilmistir.
Dolayisiyla RO’nun, kullanilan yontemler arasinda tiibiil siniflandirmasi i¢in en uygun

yontem oldugu sonucuna varilmaistir.

Tablo 4.1. Makine 6grenmesi yontemlerinin performanslarini yansitan dogruluk, f1

skoru, hassasiyet ve kesinlik skorlar1 verilmistir.

Makine Ogrenmesi Skorlar
Yontemi
Dogruluk F1 Skoru Kesinlik Hassasiyet
DVM 0,962 0,962 0,965 0,962
KA 0,962 0,962 0,965 0,962
RO 0,969 0,969 0,971 0,969
NB 0,897 0,897 0,904 0,897
KNN 0,860 0,858 0,891 0,860
LR 0,962 0,962 0,965 0,962

Seminifer tiibiil tespitinde denenen tiim makine 6grenmesi yontemleri dogruluk, kesinlik,

f1 skoru ve hassasiyet orani basarimlar1 agisindan karsilastirildiginda RO’nun seminifer
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tiibiillerin siniflandirilmast i¢in diger yontemlere gore daha iistiin oldugu sonucuna

varilmistir. Bu veriler ¢ubuk grafik olarak Sekil 4.6’da verilmistir.

Makine Ogrenmesi Y&ntemlerinden Elde Edilen Skorlar

Skor

DVM KA RO NB KNN

Makine Ogrenmesi Yéntemleri

Sekil 4.6. Makine Ogrenmesi yontemlerinin performanslarini yansitan dogruluk, fl

skoru, hassasiyet ve kesinlik skorlar1 karsilastiriimistir.

4.4. Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi icin
derin 6grenme temelli bir modelin kurulmasi. Kurulan bu modelin etiketlenmis
veri seti kullamilarak test edilmesi, bulunan sonug¢larin goriintii isleme
teknikleri kullanilarak gelistirilen algoritmayla elde edilen sonuclarla
karsilastirilmasi

4.4.1. Seminifer tiibiillerin YOLOvV4 yontemi ile saptanmasi

Dijital kamera atagmanli 151k mikroskobu ile elde edilen mikrograflarin etiketlenmesiyle
seminifer tlbil tespiti i¢in egitilen YOLOv4 algoritmasi etiketli seminifer tiibiil
verileriyle test edildiginde, 1200’1 dongiilerde mAP (Mean Average Precision) %93 ile
baslamistir. Burada mAP degerinin %93 ile baglamasi, algoritmanin seminifer tiibiillerin
tespitinde zorlanmadigini gostermektedir. 1200’lii dongiilerden sonra kayip degerinin
diisiis, mAP degerinin artis egilimi zayiflamistir. 2500’1l dongiilerden sonra degerler
sabitlenmis ve 3000 dongiide egitim bitirilmistir. Kayip degerindeki diisiisiin bir siire
sonra durmasi beklenen bir durumdur. En son noktada kayip degeri 1,93 olarak grafikte
goriilmektedir. Sekil 4.7°de dongii say1sinin 2500°1i degerlere ulastiginda mAP degerinin
%95’e ulastigin1 goriilmektedir. Bu mAP degeri seminifer tiibiillden YOLOv4’iin ulastig1

en yiiksek degerdir. Bu durum egitimin optimum doéngii sayisinin 2500 ile 2600 arasi
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oldugunu gostermektedir. Elde edilen skorlar Tablo 4.2°de, dongii sayisina gore mAP ve

kayip degeri kiyaslamasi sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Dongii sayilarina gore mAP ve kayip degerlerinin kiyaslanmas1 verilmistir.
Yatay eksen dongii sayisini, dikey eksen ise kayip degerini gostermektedir.
Mavi ¢izgiler kayip degeri, kirmiz1 ¢izgiler mAP degerini ifade etmektedir.
3000 dongii sayisina sahip siiregte ortalama kayip degeri 1,93 ile

sonuclanirken, mAP’1n ise %94 degerine ulastig1 goriilmektedir.

YOLOvV4 yontemiyle yapilan seminifer tiibiil tespitinde elde edilen mAP, hassasiyet,
kesinlik ve f1 skorlari sirastyla %94, %92, %81 ve %86 olarak saptanmistir. Bu degerler
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YOLOv4 yonteminin seminifer tiibiil tespitinde yeterli oldugunu gostermektedir. Tablo

4.2°de mAP, kesinlik, hassasiyet ve fl skoru degerleri goriillmektedir.

Tablo 4.2. Etiketlenmis seminifer tiibiil mikrograflari ile egitilen YOLOv4
algoritmasinin test skorlart verilmistir.

YOLOV4 ile Tiibiil Tespit Test Skorlar1

mAP Hassasiyet Kesinlik F1skoru
0.94 0.92 0.81 0.86

Etiketli seminifer tiibiil veri seti ile egitilen YOLOv4 algoritmas:t kullanilarak
600x600’lik fotograflarda seminifer tiibiil tespiti yapilmistir. Tespitlerin optimum olarak
cizdirilmesi i¢in %75’lik bir esik degeri belirlenmistir. Bu esik degeri, spesifik olmayan
sonuclarin elimine edilmesi i¢in kullanilmistir. Tespit basamaklar1 sirasinda, uygun
dairesel seminifer tiibiillerin yaninda, yarist ¢ikmis, siirinin bir kismi belirli olmayan
seminifer tiibiiller de saptanmistir. Bunun nedeni, seminifer tiibiiliin bu mikrografta kalan
kisminin dairesel sekle yakin olmasi olabilir. Ancak kesin olarak uygun seminifer tiibiil
statiisiinde oldugu kanitlanamadigi i¢in, yontemin adi gegen seminifer tiibiilii tespit
etmesi olumsuz bir durumdur. Seminifer tiibiil tespiti sonucunda elde edilen ¢iktilar Sekil
4.8-11’de sunulmaktadir. Sekillerde tiibiiliin tespit edildigi dortgen lizerinde verilen

sayisal degerler tespitin hassasiyet skorunu vermektedir.

Yarim seminifer tiibiillerin tespit edildigi mikrograflar Sekil 4.8’de verilmistir. Burada
Sekil 4.8°de tespit edilen yarim seminifer tiibiiller beyaz ok ile isaretlenmistir. YOLOv4
seminifer tiibiilleri nesne olarak tanimaktadir. Bu nedenle yarim tiibiilii tamamlama

egilimi gosterir.
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50 um75

Sekil 4.8. Yenidogan C57BL/6 fare testis kesitlerinde bir kism1 mikrograf disinda yer
almasmna ragmen tespit edilen seminifer tiibiiller verilmistir. Tamami
mikrografta yer almamasina ragmen sistem tarafindan tespit edilen seminifer
tiibiiller okla isaretlenmistir. Seminifer tiibiillerin tespit edildigi dortgen
iizerinde verilen say1 degerleri tespitin hassasiyet skorunu gostermektedir. (A-

E) x630, Hematoksilen Eozin

Uygun seminifer tiibiiliin yer almadig1 bilinen mikrograflar algoritma iizerinde denenmis
ve hatal1 bir se¢im yapip yapmayacagi test edilmistir. Buna gore YOLOv4’iin herhangi
hatali bir se¢im yapmadigi belirlenmistir (Sekil 4.9). Uygun seminifer tiibiiliin
bulunmadigi mikrograflarda secim yapilmamasi, elde edilen yiiksek skorlarin

dogrulugunu kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.9. Uygun seminifer tiibiil yer almayan mikrograflarin YOLOv4 ile denenmesi
sonucu elde edilen ¢iktilar verilmistir. Sistemin burada herhangi bir tespit
yapmamasi onun yliksek mAP skorunu dogrular niteliktedir. (A-E) x630,

Hematoksilen Eozin

YOLOvV4 uygun oldugu halde baz1 seminifer tiibiilleri tespit edememistir. Sekil 4.10°da
uygun olup YOLOv4 tarafindan tespit edilemeyen seminifer tiibiillerin oldugu
mikrograflar goriilmektedir. Tespit edilememe durumu seminifer tiibiillerin sekli ve
boyutu sebebiyle gergeklesmis olabilir. Uygun seminifer tiibiillerin dairesel ve sinirlarinin
net belirli olmas1 gerekir. Ornegin Sekil 4.10 A’da tespit edilemeyen seminifer tiibiil
elipse yakin sekilde oldugu i¢in algoritma tarafindan tespit edilememis olabilir. Sekil 4.10
B’de ise seminifer tiibiil hem seklinden hem de boyutundan dolay: tespit edilememis
olabilir. Sekil 4.10 C’de ise tespit edilemeyen 2 seminifer tiibiilden iistte olan sekil ve
sinirlarinin karmagikligi nedeniyle, alttaki ise sag tarafindaki simnirin bir boliimiiniin
mikrograf disinda kalmasi sebebiyle tespit edilememis olabilir. Sekil 4.10 D ve Sekil 4.10
E’de saptanamayan tiibiillerin sinirlarinin bir kisminin belirsiz olmasi, Sekil 4.10 F’de
seminifer tiibiillerin boyut ve sekil agisindan farklilik gostermesi, tespitin
yapilamamasina neden olmus olabilir. Ancak tespiti yapilan tiibiillerin ise yiiksek

hassasiyet ile tespit edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Algoritma tarafindan tespit edilemeyen seminifer tiibiillerin bulundugu

mikrograflar verilmistir. Mikrograflardaki tespit edilemeyen seminifer
tiibiiller okla isaretlenmistir. Seminifer tiibiillerin tespit edildigi kare
iizerinde verilen say1 degerleri tespitin hassasiyet skorunu gostermektedir.

(A-F) x630, Hematoksilen Eozin

Bu is paketi kapsaminda gelistirilen YOLOv4 algoritmasi, hedefledigimiz boyuttaki
seminifer tiibiilleri tespit etmistir. Saptanan seminifer tiibiillerin ortak 6zelligi, yaklasik
dairesel ve ortalama 56 pum genislik ve 58 pm yiikseklige sahip boyut araliginda
olmalaridir. Sekil 4.11°de uygun seminifer tiibiillerin algoritma tarafindan tespit edildigi

mikrograflar goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Algoritma tarafindan uygun seminifer tiibiillerin tespit edildigi mikrograflar

arasindan Ornekler verilmistir. Seminifer tiibiillerin tespit edildigi kare

tizerinde verilen say1 degerleri tespitin hassasiyet skorunu gostermektedir.
(A- F) x630, Hematoksilen Eozin

4.4.2. Spermatogonyal kok hiicrelerin YOLOv4 yontemi ile saptanmasi

Dijital kamera atagmanli 151k mikroskobu ile elde edilen mikrograflarin etiketlenmesiyle
SKH tespiti i¢in egitilen YOLOv4 algoritmasi test verileriyle test edilmistir. Buna gore
4000 dongii sonucunda kayip degeri 6,42 ile sonuglanirken, mAP degeri %93’e
ulagmistir. Spermatogonyal kok hiicrelere ait kayip degerinin kademeli diisiisii, seminifer
tiibiillerdeki kadar dik olmamakla beraber, 3600°’lii dongii sayisina kadar devam etmistir.
Bu siiregte SKH’ler i¢in mAP degerinin kademeli artis1 seminifer tiibiillerdekine benzer
bicimde devam etmistir. Spermatogonyal kok hiicrelere ait kayip degerinin diislis
egilimini kaybetmesiyle mAP degeri %93 te sabitlenmistir (Sekil 4.12). Spermatogonyal
kok hiicrelerin kayip degerinin seminifer tiibiil tespitindeki kadar azalmadigi
gozlenmektedir. Bunun nedeni, seminifer tiibiil tespitinin SKH tespitine gore daha kolay
olmasidir. Spermatogonyal kok hiicreleri saptamanin zorlugunun diger gostergesi dongii

sayisinin seminifer tliblil dongii sayisindan daha yiiksek (3000 yerine 4000) olmasidir.

36



Ancak SKH’ler i¢gin mAP ylizdesi %93 seviyelerinde oldugu i¢in YOLOv4’iin SKH
tespitinde basariyla kullanilabilecegi goriilmiistiir. YOLOv4 yonteminin SKH’ler igin
%93 ile kabul edilebilir bir mAP skoruna ulastig1 izlenmistir. Tablo 4.3’te ise mAP

degerinin yaninda kesinlik, hassasiyet ve f1 skorlar1 verilmistir.

Tablo 4.3. Etiketlenmis SKH mikrograflart ile egitilen YOLOv4 algoritmasinin test
skorlar1 verilmistir. Yontemin %93 ile kabul edilebilir bir mAP skoruna

ulastig1 goriilmektedir.

YOLOV4 ile SKH Tespit Test Skorlari

mAP Hassasiyet Kesinlik F1 skoru
0.93 0.91 0.84 0.87

YOLOv4 ile SKH saptama siirecinde 4000 dongii sonucunda kayip degeri 6,42 ile
sonuclanirken, mAP degeri %93’e ulasmistir (Sekil 4.12). Spermatogonyal kok hiicre
tespitinde kayip degerindeki diismeye mAP degerindeki artis eslik etmektedir.
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Sekil 4.12. Dongii sayilarina gore mAP ve kayip degerlerinin kiyaslanmasi verilmistir.
4000 dongii sonucunda kayip degeri 6,42 ile sonuclanirken mAP degeri ise
%93’e ulagmustir.

Spermatogonyal kok hiicre sayimina ait etiketli veri seti ile egitilen YOLOv4 algoritmasi
kullanilarak 600x600’liik fotograflarda hiicre tespiti yapilmistir. Optimum kosullarda
SHK  tespitlerinin ¢izdirilmesi i¢in esik degeri %45 olarak belirlenmistir. Bu degere
seminifer tiibiil secimindekine benzer bi¢cimde spesifik olmayan se¢imlerden kaginmak
amaciyla karar verilmistir. Buna gore, Sekil 4.13’te SKH tespiti i¢in sayim yapilabilecek
uygunluga sahip iki seminifer tiibiil bulunmaktadir. Algoritma, tespitlerin ¢ogunu bu 2
tiibiil lizerinde yapsa da bunlarin disinda uygun olmayan seminifer tiibiillerden de iki tane
SKH tespiti yapildig1 goriilmektedir. Ornegin Sekil 4.13 A iizerinde ok ile gdsterilen ve

%359’1luk hassasiyet ile tespit edilen SKH’nin saptanma nedeni, uzun seminifer tiibiiliin

38



uc kismimin kismen dairesel sekilde olmasindan kaynaklanabilir. Ek olarak, Sekil 4.13
A’da ok ile gosterilen ve %96 hassasiyet ile tespit edilmis diger SKH ve Sekil 4.13 B’de
ok ile belirtilen SKH’lerin saptanma nedeni, yarim seminifer tiibiiliin tam seminifer tiibiil
olarak algilanmasi sonucu olabilir. Bunun nedeni etiketleme sirasinda seminifer tiibiil
sekillerinin biiyiilk oranda dairesel olmasina ragmen, kesit alinmasi sirasinda meydana
gelebilen teknik artefaktlar ile bazi seminifer tiibilillerin dairesel sekillerinin

bozulabilmesidir.

Sekil 4.13. C57BL/6 yenidogan fare testis kesitlerinde uygun olmayan seminifer tiibiilden

secilen SKH’ler oklarla gosterilmistir. Hiicrelerin tespit edildigi kare tizerinde
verilen say1 degerleri tespitin hassasiyet skorunu gostermektedir. (A, B) x630,

Hematoksilen Eozin

Incelenen testis kesitlerinden bazilarinda, seminifer tiibiil basina 1-2 hiicre gibi diisiik
oranlarda SKH tespiti yapilabilmistir (Sekil 4.14). Bunun nedeni, kok hiicrelerin st {iste
gelmesi ya da kesitlerdeki kalinlik farklarma bagl iyi odaklanamayan alanlarda
yerlesmeleri olabilir. Hiicre etiketleme islemi ilgili kesitin immiin isaretlemesi sonucunda
elde edilen ¢iktilara gore gerceklestirilmistir. Immiin isaretlenme siddeti sonuglarda
belirleyici olabilir. Diger yandan sayimlarda yiiksek ¢oziiniirliikklii mikrograflar kullanilsa
da SKH’lerin yerlestigi {ic boyutlu mikrogevre ortaminin karmasiklifina bagh

¢Oziiniirliiglin yetersiz kalabilmesi olabilir. Seminifer tiibiil boyutlarinin kok hiicrelere
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gore biiylik olmasindan dolay1 ayni ¢6ziiniirliiklii fotograflarla yapilan egitim stirecinde

hiicrelere gore daha az dongii sayisiyla daha iyi sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.14. Algoritmanin tespit ettigi SKH sayilarinin diigiik oldugu 6rnekler verilmistir.
Hiicrelerin tespit edildigi kare iizerinde verilen sayr degerleri tespitin

hassasiyet skorunu gostermektedir. (A, B) x630, Hematoksilen Eozin

Yenidogan fare testis kesitlerinin pek ¢ogunda, seminifer tiibiillerdeki kok hiicrelerin
bliytik ¢cogunlugu algoritma ile saptanabilmistir. Sekil 4.15°te algoritmanin iyi sonug

verdigi mikrograflar arasindan bazi 6rnekler goriillmektedir.
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Sekil 4.15. Algoritmanin yiiksek oranda tespit ettigi SKH’ler bulunan 6rnek mikrograflar

verilmistir. (A-1) X630, Hematoksilen Eozin

41



5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, belirlenen hedeflere ulasilarak C57BL/6 tiirii 6 giinliik erkek fare
testis parafin bloklarindan elde edilen kesitlerde histokimyasal ve immiinokimyasal
yontemlerle SKH’lerin mikrogevre bilesenleri isaretlenmis, dijital kamera atagmanli 151k
mikroskobunda testis mikrograflar1 elde edilmis, testis mikrograflarinda yer alan
tiibiillerdeki SKH’ler manuel olarak LASv3 goriintii isleme yetenekleri ile saptanmis,
etiketlenmis veri seti olusturulmus, SKH’lerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi
icin goriintii isleme teknikleri, makine 6grenmesi ve derin 6grenmeden yararlanilarak bir
ogrenme algoritmasi gelistirilip test edilmis ve verimlilik agisindan degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar asagida arastirma hedeflerine ait basliklar altinda sirasiyla

tartisilmaktadir.

1. Arastirma Hedefi: C57BL/6 tiirii 6 giinliik erkek fare testis parafin bloklarindan elde
edilen kesitlerde hematoksilen eozin ve si¢an anti fare SALL4 antikoru kullanilarak
basariyla isaretlenmistir. Kesitlerdeki seminifer tiibiiller ve buraya yerlesik hiicreler
belirgin sekilde ayirt edilebildiginden, goriintii analizinin yapildigt ve O6grenme
algoritmalarinin olusturuldugu is paketlerinde giivenle kullanilabilmistir. Testisin
hematoksilen eozin teknigi ile isaretlenmesi yaygin olarak uygulanmaktadir. Goriintii
isleme ve makine Ogrenmesi teknikleri kullanilarak testis ile yapilan caligmalarda
hematoksilen [5] ve hematoksilen eozin[6-8] isaretlemesinin kullanildig1 goriilmektedir.
Bu caligmalara dayanarak bu tez ¢aligmasinda goriintii isleme, makine 6grenmesi ve derin

o0grenme yontemleri i¢in hematoksilen eozin boyama teknigi glivenle kullanilmigtir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yenidogan 6 giinliik erkek fare testis kesitlerinde seminifer
tiibiillerde yerlesik SKH’ler SALLA4 i¢in basariyla isaretlenerek goriintiilenmistir. SALL4
ylizey belirteci testis mikrogevresinde SKH’ye 6zgii bir molekiildiir [62]. Bu molekiiliin
fare testisinde seminifer tiibiildeki ifadesinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalarda
immiinohistokimyasal yontemle isaretlendigi bildirilmistir [63, 64]. Bu tez ¢alismasinda
parafin bloklarda indirekt immiinperoksidaz yontemiyle isaretlenen SKH’ler, tiibiil bazal
membraninda yerlesik bigimde goriintiilenmistir. Bu kapsamda, 35 kesit hematoksilen
eozin ile boyanmigken 18 kesit ise anti fare SALL4 antikoru ile isaretlenmistir ve ileri is

paketleri i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.
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2. Arastirma Hedefi: Dijital kamera atagsmanli 151k mikroskobunda testis mikrograflar
elde edilmistir. Testis mikrograflarinda yer alan tiibiillerdeki SKH’ler manuel olarak
LASv3 goriintii isleme yetenekleri ile saptanmis ve etiketlenmis veri seti olusturulmustur.
Hematoksilen eozin yoOntemiyle boyanmis 35 kesitten testis mikrograflari sonraki
asamalarda kullanilmak {izere elde edilmistir. Bu Kkesitler hematoksilen eozin ile
boyandiktan sonra mikrograflarda kanalize olmamis seminifer tiibiillerin biiyiik piramit
biciminde Sertoli hiicreleri ve bazal membrana yerlesik yuvarlak bigimli SKH’leri
gozlenmistir. Hematoksilen eozin yontemiyle boyanmis kesitlerden  testis
mikrograflarinin elde edilmesi siirecinde dijital kamera atagmanli 151k mikroskobu
kullanilmasina benzer olarak tam kesit taramasi ile elde edilmis goriintiilerle ilgili
calismalar literatiirle de dogrulanmistir. Bu tez calismasinda x63 orijinal biiylitmede
(x630 toplam biiylitmede) seminifer tiibiill ve SKH tespiti gerceklestirildikten sonra,
seminifer tiibiil icin 35 kesitten 3264x2448 ve 1920x1940 ¢oziintirliikk ve toplamda 5,9
gigabayt boyutunda 586 mikrograf kullanilarak seminifer tiibiil veri seti olusturulmustur.
Seminifer tiibiil veri seti etiketleme isleminin ardindan yeniden boyutlandirma (600x600)
ve veri artirnmi islemlerine tabi tutulmustur. Veri artirimi islemi sonucunda veri setinin
toplam boyutu 858 megabayt olmustur. Ardindan veri seti 10187 egitim verisi ve 2547
test verisi olmak iizere veri seti boliinmiistlir. Spermatogonyal kok hiicre igin 18 kesitten
toplamda 3,8 gigabayt boyuta sahip 342 mikrograf elde edilmistir. Elde edilen bu
mikrograflara etiketleme isleminin ardindan yeniden boyutlandirma (600x600) ve veri
artinmi iglemleri uygulanmistir. Bu islemler sonrasinda veri seti 7911 egitim verisi ve
1978 test verisi olmak {izere ikiye bolinmiistir. On sekiz kesitte indirekt
immiinperoksidaz yontemiyle SALL4 antikoru ile kahverengi olarak isaretlenen SKH’ler
inverte 151tk mikroskobuyla incelenip tespit edilmistir. Ardindan buradaki tespitler
dogrultusunda Ogrenme algoritmalarinin  egitiminde kullanilacak veri setleri
olusturulmustur. Spermatogonyal kok hiicrelerin SALL4 antikoru ile isaretlenip veri seti
olusturmak i¢in kullanilmasi literatiirde ilk defa grubumuz tarafindan bu tez ¢alismasinda
gerceklestirilmistir. Yapilan bu islemle hiicrelerin SKH oldugu immiinohistokimyasal

olarak literatiire uygun bir sekilde dogrulanmistir [63, 64].

Fare seminifer tiibiillerini siniflandirmak i¢in olusturulan derin 6grenme algoritmasi i¢in
hematoksilen ile boyanan kesitler x20 orijinal biiylitme ile taranarak fotograflar elde

edilmistir. Bu fotograflardan 100x100’liik parcalar alinmigtir [5]. Fare testis kesitlerinden
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seminifer tlibiillerin otomatik evre tespiti i¢in olusturulan derin 6grenme ydntemi icin
hematoksilen eozin boyali farkl1 28 fare testis kesitinden her birisi yaklagik 21000x23000
¢ozinlrlikte ve 1,5 gigabayt boyutlarinda veri seti taranarak olusturulmustur [6].
Hematoksilen eozin boyali sigan kesitlerinden spermatojenik evreleme i¢in olusturulan
derin 6grenme algoritmasi i¢in 33 tane tam kesit goriintiisiinden veri seti olusturulmustur.
Bu kesitlerin her biri x40 orijinal bliylitmede taranmistir. Bu taranmig fotograflardan her
biri 512x512x3 olacak sekilde mikrograf pargalar1 alinmistir [8]. Fare testis boliimlerinin
evrelemesi i¢in olusturulan derin 6grenme algoritmasi i¢in hematoksilen eozin ile
boyanmis her biri 21000x23000 piksel olan ve 1,5 gigabayt boyuta sahip 27 tam kesitten
40 testis bolimii segilerek veri seti olusturulmustur [7]. Ad1 gegen ¢aligmalarda [5-8]
kullanilan kesit sayilart1 bu tez ¢alismasinda kullanilan 35 kesit adeti ile uyumlu
goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda veri seti olusturulurken mikrograf boyutlar1 600x600
olarak yeniden boyutlandirilmistir. Bu boyut sican kesitlerinden spermatojenik evreleme
icin yapilan c¢alismada [8] derin Ogrenme modeli igin kullanilan mikrograf parca
¢Oziiniirliikleri olan 512x512x3 ile uyumudur. Bu tez ¢alismasinda makine 6grenmesi ve
derin 6grenme modellerinin kurulup egitilmesi i¢in olusturulan veri setleri genel

kullanima agilacaktir.

3. Arastirma Hedefi: Spermatogonyal kok hiicrelerin tespitinin otomatik olarak
yapilabilmesi i¢in goriintii isleme teknikleri ve makine 6grenmesinden yararlanilarak bir
O0grenme algoritmasi gelistirilmis ve test edilmistir. Bu tez ¢alismasinda AKM (Aktif
Kontur Modeli) kullanilarak 5 farkli fare testis kesitinden 66 mikrograflarindaki seminifer
tibiiller tespit edilmis ve bu seminifer tiibiillerle veri seti olusturulmustur. Bu veri seti
seminifer tiibiil tespiti yapilan mikrografda bulunan seminifer tiibiillerden ve seminifer
tiibiil olmayan diger bir siiftan olugmaktadir. Tespit edilen tiibiillerle olusturulan veri
seti kullanilarak DVM, KA, RO, NB, KNN ve LR yontemlerine dayali 6grenme
algoritmalar1 egitilip test edilmistir. Tiim Ol¢clim metriklerinde RO seminifer tiibiil
smiflandirmasindaki en basarili yontem olmustur. Dogruluk, f1-skoru, kesinlik ve
hassasiyet metriklerinde aldigi degerler sirasiyla %96,9, %96,9, %97,1, %96,9 elde
edilmistir. Ardindan DVM, KA ve LR sirasiyla %96,2, %96,2, %96,5, %96,2 olarak elde
edilmistir. Tiim yontemler arasinda tiim Olglim metriklerine gore kiyaslandiginda

performans agisindan KNN dogruluk, fl-skoru, kesinlik ve hassasiyet metrikleri
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acisindan degerlendirildiginde %86, %85,8, %89,1 ve %86 ile diger yontemlerden geride

kalmastr.

Literatiirde fare testis mikrograflarindaki tiibiillerin tespiti icin AKM’nin kullanildig: bir
calismada fare testislerinin histolojik boliimleri AKM ile analiz edilerek testisteki olast
toksik hasar i¢in degerlendirilmistir [65]. Bunun igin parafin bloklara gomiilen
testislerden 5 um kesit alinip hematoksilen eozin ile boyanmustir. Aktif kontur model
uygulamasi 6ncesi medyan filtre ve morfolojik islemler uygulandiktan sonra yerel kenar
dedektorii uygulanmistir. Son olarak AKM ile seminifer tiibiiller tespit edilmistir [65].
Aktif kontur modeli ile tespit edilen tiibiillerden veri seti olusturulup makine égrenmesi
yontemleri ile Ogrenme algoritmast kullanimi ilk defa bu tez ¢alismasinda
gerceklestirilmistir. Ad1 gegen calismada 5 pum kalinliginda kesitler kullanilmistir. Bu
kesitler hematoksilen eozin ile boyanmistir ve yalnizca seminifer tiibiil tespiti yapilmigtir
[65]. Bu tez ¢alismasinda benzer sekilde hematoksilen eozin boyali kesitler kullanilsa da
bizim calismamizda benzer sekilde hematoksilen eozin ile boyadigimiz kesitlerimiz
yaklagik 3 um’dir. Kesitin daha ince olmas1 goriintii kalitesi agisindan artiric1 bir etken
olabilir. Bu tez calismasinda seminifer tiibiil tespitine ek olarak tespit edilen seminifer
tiibiiller makine 6grenmesi yontemleriyle smiflandirilmistir. Ad1 gegen ¢alismada ise
siniflandirma yapilmamistir [65]. Calismamizda tiibiillerin tam anlamiyla siirdan tespit
edilememesi bir dezavantaj olarak goriilebilir. Ancak mikrograflarda bulunan seminifer
tiibiillerin  sayica ¢ogunun tespit edilebilmis olmasi AKM’nin tiiblil tespiti i¢in

kullanilabilirligini gosterir.

Literatiirde testis, sperm, SKH ve makine 0grenmesi iceren sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Gasohole maruz kalan yetigkin erkek sicanlarin sperm kalitesinin
degerlendirildigi ¢alismada yapay sinir aglari, bayes siniflandiricisi, KNN, DVM ve
optimum-yol orman siniflandiricilar1 kullanilmistir. Bunlar arasindan en iyisi DVM olup
%90 dogruluk elde etmistir [10]. Spermatogonyum’un Zernike momentleri ile
siiflandirildigr ¢aligmada sigan ultra ince kesit elektron mikroskobu goriintiileri
kullanilmistir. Zernike momentleri ile elde edilen sonuglarin Hu ve sinir momentlerinden
elde edilen sonuglara goére {stiin oldugu belirtilmistir [66]. Sperm kalitesi

degerlendirilmesi ile ilgili olan bu ¢alismada [10] bu tez ¢alismasinda da yer alan DVM
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smiflandiricisinin kullanimi ve %90 dogruluk elde etmesi testis mikrogevresi ile ilgili
calismalarda makine 6grenmesi yontemlerinin kullanilabilirligini ortaya koyar. Hem
sperm kalitesinin degerlendirilmesinde elde edilen dogruluk degeri, hem de bu tez
calismasinda elde edilen %96,2’lik deger DVM, RO, KA, KNN, LR, NB gibi yontemlerin
testis ile ilgili ¢caligsmalarda kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Makine 6grenmesi
yontemlerinden DVM, RO, CKA, KA ve AB siiflandiricilart ile kok hiicrelerin kalite
degerlendirilmesi yapilan galismada oldugu gibi bizde tiibiil simiflandirmasi i¢in bu
tekniklerden DVM, RO, KA’y1 bu c¢alismada kullandik. Kok hiicrelerin kalite
degerlendirmesinde DVM %96,6, RO %87,5 ve KA %83,3 olarak dogruluk degerleri elde
edilmisken, bu tez ¢alismasinda DVM %96,2, RO %96,9 ve KA %96,2 dogruluk degeri
elde ederek DVM hari¢ daha yiiksek degerlere ulagsmistir. Bu tez ¢alismasinda makine
ogrenmesi yontemlerinden DVM ile elde edilen 9%96,2’lik dogruluk skoru ile sperm
kalitesinin degerlendirildigi ¢alismada DVM ile elde edilen %90’lik dogruluga tistiinliik
saglar. Hem sperm kalitesinin degerlendirilmesinde elde edilen dogruluk degeri, hem de
bu tez calismasinda elde edilen %96,2’lik deger DVM, RO, KA, KNN, LR, NB gibi
yontemlerin  testis ile 1ilgili calismalarda kullanilabilir oldugunu ggsterir.
Spermatogonyum’un elektron mikroskobu goriintiilerinden tespiti i¢in Zernike
momentleri kullanilan ¢alisma [66] testiste bulunan hiicrelerin goriintii isleme
yontemleriyle tespit edilebilir oldugunu ortaya koysa da kullanilan goriintiide
spermatogonyumun 1s1tk mikroskobunda oldugundan binlerce kat daha biiyiik olarak,
organellerinin ultrastriiktiirel yapisiyla goriilebilmesi, tespiti daha olast yapan bir
etkendir. Elektron mikroskobu pahali bir ekipman ve deneyimli teknik personel kullanimi
gerektirip, tezin amacina uygun olarak klinikte SKH havuzuna hizli ve kolay sayim

yapma hedefini kargilamamaktadir.

Makine 6grenmesi yontemleri indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin analizini yapmak
icin kullanilmigtir [17]. Sicansi kokenli indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin faz-
kontrast mikroskop goriintiilerinden saglikli ve sagliksiz kolonileri karakterize etmek i¢in
DVM, RO, CKA, KA ve AB smiflandiricilart ile siniflandirma islemi yapilmistir [17].
Bu yontemlerin siniflandirma siirecinde sekil ve moment bazli, istatistiksel, spektral
ozellik gruplar1 kullanilmistir. Bunlarin bir arada kullanildigr durumlarda yontemlere
gore siniflandirma dogruluk degerleri DVM i¢in %91,6, RO i¢in %87,5, CKA icin
%73,3, KA i¢in %83,3 ve AB igin %87,5 olarak elde edilmistir [17]. Bu tez ¢alismasinda
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kullanilan ve SKH gibi bir kok hiicre olan indiiklenmis kok hiicrelerin
siiflandirilmasinin yapildigi calismada elde edilen degerlerle bizim tez ¢alismamizda
elde ettigimiz DVM’de %96,2, KA %96,2, RO %96,9’luk degerler karsilastirildiginda bu

degerlerin daha {istiin oldugu goriilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda seminifer tiibiillerin tespiti sonrasi, tiibiiller igin
gergeklestirilen tiim siiregler SKH’lerin saptanmasi i¢in uygulanmistir. Son derece
karmasik bir mikrogevre i¢inde olan SKH’ler i¢in goriintii isleme teknikleriyle bazi hiicre
tespitleri yapilabilmesi; mikrografi genelleyebilecek oranda tespit saglanamadigindan bu
boliimdeki basart sinirlt kalmigtir. Bunun nedeni SKH’lerin boyut olarak kiiciik,
bulunduklar1 tiibiillerin kivrintili olmalar1 nedeniyle iki boyutlu histolojik tiibiil
kesitlerinin degisken goriintliler vermesi, mikrograflarin ¢oziliniirliigiiniin yiliksek
olmasina ragmen, hiicrelerin goriintii isleme teknikleri tarafindan algilanabilirliginde

siirli sonug vermistir.

4. Arastirma Hedefi: SKH’lerin tespitinin otomatik olarak yapilabilmesi i¢in derin
o0grenme temelli bir modelin kurulmasi; kurulan modelin etiketlenmis veri seti
kullanilarak test edilmesi ve bulunan sonuglarin goriintii isleme teknikleri kullanilarak
gelistirilen algoritmayla elde edilen sonuglarla karsilastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu
tez ¢alismasinda fare testis kesitleri kullanilarak olusturulan seminifer tiibiil ve SKH veri
setleri ile derin 6grenme temelli YOLOv4 modeli egitilip test edilmistir. Seminifer tiibiil
icin 35 kesitten 586 mikrograf elde edilmistir. Yeniden boyutlandirma ve veri artirimi
islemleri sonrasinda 10187 egitim verisi 2547 test verisi olacak sekilde veri seti
olusturulmustur. Seminifer tiibiil egitimi 3000 dongii sonunda bitirilmis olup mAP %94
degerine ulasmistir. Spermatogonyal kok hiicreler i¢in 18 kesitten 342 mikrograf elde
edilmistir. Bu mikrograflara yeniden boyutlandirma ve veri artirimi islemleri
uygulanmistir. Veri seti 7911 adet egitim verisi, 1978 adet test verisi olacak sekilde
olusturulmustur. SKH egitimi 4000 dongii ile tamamlanmis olup %93 mAP degeri elde
edilmistir. Literatiirde derin &grenme temelli modeller arasinda fare ve rat testis
kesitlerinde tiibiil tespiti ve morfolojisinin degerlendirilmesi [5, 6, 8] amaciyla kullanim1

bildirilmigtir. Fare testis kesitlerinden tiibiil agamasi tespiti i¢in olusturulan derin 6grenme
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algoritmast i¢in x20 orijinal biiylitmede taranmis hematoksilen boyali kesitlerden
100x100 boyutunda 6588 tiibiil goriintiisii ile bir veri seti olusturulmustur [5]. Bu veri seti
normal seminifer tiibiil, vakuollii tiibiiller, anormal iireme hiicreleri igeren tiibiiller,
liimende tireme hiicreleri i¢eren tiibiiller ve germ hiicreleri olmayan tiibiiller olmak iizere
5 farkl: tiibiil kategorisine sahiptir. Bu veri setindeki fotograflar 4 farkli agida dondiiriiliip
veri artirimi uygulanmistir. Bu veri setiyle Yiginli Evrisimli Otomatik Kodlayicilar
(Stacked Convolutional Auto-Encoders) dayanan hiper katman eklenmis yeni bir mimari
kullanilmistir ve %98 dogruluk elde etmistir [5]. Fare testis kesitlerinden seminifer
tiibiillerin evre tespiti i¢in olusturulan diger bir derin 6grenme algoritmasi igin 28 farkli
hematoksilen ile boyanmis kesitten olusturulan veri setinden VI-VIII agsamalarinda 209
seminifer tiibiil se¢ilerek veri seti olusturulmustur. Bu veri setleriyle seminifer tiibiil
boliitlemesi ve ¢oklu hiicre boliitlemesi i¢in derin kalint1 ag (Deep Residual Network),
coklu bolge bolitlemesi igin tam evrisimli ag (Fully Convolutional Network)
kullanilmistir. Sonug olarak siniflandirma dogruluk degeri olarak tiibiil i¢in %94,40 ve
coklu hiicre boliitlemesi i¢in %91,26 oran elde edilmistir. Coklu bolge siniflandirmasi ise
%93,47 dogruluk orani elde etmistir [6]. Hematoksilen eozinle boyanmis sigan testis
kesitlerinin derin 6grenme temelli spermatojenik evremelesinin yapildigi ¢alismada ise
U-net tabanli bir derin 6grenme uygulamasi kullanilmistir ve %98,4 dogruluk degeri elde
edilmistir [8]. Fare testis kesitlerinde spermatogenez evrelemesi ile ilgili bir ¢alismada
ise testis kesitlerindeki tiibiil boliitlemesi igin derin kalint1 ag1, spermatojenik hiicre tiirleri
icin U-net temelli bir transfer 6grenme metodu kullanilmigtir. Tibiil boliitlemesinde
%91,20 dogruluk degeri elde edilirken spermatojenik hiicre bdliitlemesi igin  %92,95
dogruluk degeri elde edilmistir [7]. Literatiirde bulunan fare ve sican testisi kesitlerinin
kullanildigir ¢aligmalar [5-8] ¢ogunlukla tiibiillerin spermatojenik asamalarinin
evrelenmesi, seminifer tiibiil tiplerinin siniflandirilmasi {izerinedir. Iki ¢alismada ise
spermatojenik hiicrelerin segmentasyonu calisilmistir [6, 7]. Spermatojenik hiicrelerin
boliitlenmesi bu tez ¢alismasindaki SKH tespitine benzer olsa da bu tez galismasinda
YOLOv4 ile seminifer tiibiil i¢inde yerlesik hiicreler hassasiyet oranlari ile birlikte
belirlenmistir. Adi gegen c¢aligmalarda spermatojenik hiicrelerin boliitlenmesinde
hiicreler manuel olarak etiketlenmistir. Bu tez ¢alismasinda ise testis mikrogevresinde
SKH 6zgii ylizey belirteci SALL4 kullanilmistir. Bu agidan SKH tespiti daha giivenle
yapilmistir. Spermatojenik hiicre tespitinin yapildigi calismalarda [6, 7] sirastyla %91,26
ve %92,95 dogruluk degeri elde edilmistir. Bu tez ¢aligmasindaki SKH tespitinde ise %93

mAP degeri elde edilmistir. Hiicre belirleme acisindan manuel tespitin olasi
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dezavantajlarinin SALLA4 ile bertaraf edilmesi ve %93 mAP degeri bu tez caligmasini 6ne
cikaran yonler olarak goriilebilir. Calismamizda seminifer tiibiiliin YOLOV4 ile tespitinin
yaninda, SKH’nin de tespiti YOLOv4 gerceklestirilmistir. Spermatogonyal kok hiicrede
YOLOvV4 kullanimu ilk defa bu tez ¢alismasiyla gerceklestirilmistir. YOLOv4 ilk olarak
seminifer tiibiil tespiti icin egitilmistir. Seminifer tiibiil tespitinde %75°lik bir esik
degerinde %94’liik bir mAP seviyesine SKH tespitine kiyasla daha az dongii sayisinca
ulagmistir. Bunun sebebi YOLO’nun biiyiik objelerin tespitinde gorece daha basarili
olmasi olabilir. YOLOv4’iin SKH tespitinde ise %93 mAP seviyesine ulagilmistir. Diger
kok hiicre ve kan hiicrelerindeki uygulamalarda kullanilan 6l¢iim metrikleri ile %89 ile
%091 arasinda skorlar elde edilmistir. Bu ¢aligmalar derin 6grenme alanindaki yontemlerin
seminifer tiibiil tespiti ve SKH tespiti agisindan uygunlugunu ortaya koyar. Bu tez
calismasinda elde edilen sonuclarla YOLOv4’in SKH tespitinde ve sayiminda

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Sperm morfolojisi ve kalite degerlendirmesi derin 6grenmenin kullanildig1 ¢alismalar da
literatiirde yer almaktadir. Tiimdr infiltre eden lenfositleri tespit etmek icin derin 6grenme
algoritmast kullanilmistir. Bunun igin hematoksilen eozin boyali 28 tam slayt
gorlintiisiinden 259 tiimor bolgesinde tiimor infiltre eden lenfositler manuel olarak
isaretlenmistir. Elde edilen sonuglar manuel tespit ile elde edilen sonuglarla %89 korele
olarak elde edilmistir [9]. Sperm basi siniflandirmak i¢in derin 6grenme mimarisi olan
VGG16 kullanilan ¢alismada iki adet halka acik veri seti kullanilmistir. Veri setinden
birisi 216 adet RBG goriintiisii igerirken, digeri ise1132 adet gri tonlama goriintiisii igerir.
VGG16 sperm bast simiflandirmasinda % 94 dogruluk degeri elde etmistir [11]. Sperm
pargalarini siiflandirmak icin yapilan baska bir ¢aligmada ESA kullanilmistir. Veri seti
bircok normal ve anormal sperm iceren 780x580 ¢oziiniirliige sahip 20 goriintiiden
olugsmustur. ESA bas, akrozom ve ¢ekirdek siniflandirmasinda sirasiyla %90,4, %77,3,
ve %78,8 Dice benzerlik katsayisi elde etmistir [12]. Diger bir ¢calismada spermin farkli
kisimlarinin siniflandirmasinda ESA kullanilmistir. Bu amag igin infertilit olan 235
hastadan alinan 1540 sperm goriintiisti kullanilmistir. Evrisimsel sinir ag1 akrozom, bas
ve koful i¢in dogruluk degerlerini sirasiyla %76,67, %77 ve %91,33 olarak elde etmistir.
Literatiirdeki ESA ile gerceklestirilen ve bu calismalarda elde edilen basarilar %89 ile
%94 arasinda olup SKH kok hiicre tespitindeki %93 mAP oraniyla benzer niteliktedir.
Bu durum YOLO’nun SKH tespitinde kullanilabilir oldugunu destekler niteliktedir.
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Derin 6grenme temelli model olarak bu tez ¢alismasinda kullanilan YOLO, literatiirde
testiste daha 6nce uygulanmamis olsa da testis disindaki bazi doku ve hiicreler igin
kullanilmustir [16, 19-21]. Diger bir ¢calismada ise YOLOvV4 ile Alexnet birlikte 242 beyaz

kan hiicresi goriintiisiinii %98 mAP ile tespit etmistir [21].

Tez caligmasinda kullanilan YOLO, derin 6grenme uygulamalarindan ESA temelli bir
tekniktir. Bu teknik testis disindaki insan pluripotent kok hiicresi [16] ve kan hiicrelerinde
de [18-20] c¢alisilmistir. Derin 6grenme uygulamalart farkli kok hiicre tipleri ve kan
hiicrelerinde de ¢aligilmustir. Insan pluripotent kék hiicre kokenli kardiyomiyositlerin
niteliklerinin belirlenmesi 151k mikroskobu gorintiileri kullanilarak egitilen ESA’dan
%89 F skoru elde edilmistir [16]. Beyaz kan hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan
ESA ile %96,1 dogruluk degeri elde edilmistir. Bu ¢alismada, veri seti 2551 goriintii
icermektedir ve ESA transfer 6grenme ile birlikte kullanilmistir [20]. Periferik kan
goriintiilerinden 16kosit tespiti ve siniflandirmasi i¢cin ESA kullanilmistir. Veri setini
2864x2909 c¢oziniirliige sahip 14 resimden elde edilen kirpilmig 1080 goriintii
olusturmustur. Evrigimsel sinir aglart bu veri setiyle %92,8 dogruluk degeri elde
edilmistir [18]. Akut lenfoblastik 16seminin otomatik tespiti i¢in yapilan ¢alismada ESA
ile swrasiyla L1, L2, L3 ve Normal tipi i¢in % 99,06, %93,33, %93,75, ve %98,11
dogruluk degerleri elde edilmistir [19]. Literatirde ESA ile gerceklestirilen bu
calismalarda elde edilen basar1 oranlari %89 ile %91 arasinda seyretmekte olup
SKH’lerin tespitindeki %93 mAP oranlariyla benzer niteliktedir. Bu durum, ESA temelli
bir teknik olan YOLO’nun SKH’ler de etkili oldugunu desteklemektedir.

Tiibil ve hiicre tespiti i¢in goriintii isleme yontemleri kullanmak 6znitelik eldesinin elle
yapilmasindan dolay1 derin 6grenme yontemlerine kiyasla daha zaman alic1 olmustur.
Goriintii isleme yontemlerinden aktif kontur metodu kullanilarak tespit edilen tiibtillerde
her bir mikrograf i¢in parametrelerin tekrar tekrar ayarlanmasi olduk¢a fazla zaman
alirken, derin 6grenme mimarisinde bu iglem ag tarafindan gerceklestirildigi i¢in sonuca

daha kolay ulasilmasini saglamaktadir.
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Bu tez ¢alismasinda uygulanan tiim analiz ve Olglimlerin 6 giinliik farelerden elde
edilmesi insana uygulanabilirligi acisindan smirlilik tasir. Bundan dolayi, yontemin
insana uygulanabilirliginin goriilmesi i¢in insandan elde edilen doku kesitlerindeki
SKH’ler iizerinde denenmesi gerekir. Diger yandan prepiibertal insan testisinin etik
olarak elde edilme sansinin oldukca kisitli olmasi nedeniyle, hayvanlardaki deney
modellerinin kullanilmasi 6ncelikli olarak gereklilik arz etmektedir [67]. Tiibiil ve hiicre
tespiti i¢in gorintii isleme yoOntemleri kullanmak, Ozniteliklerin eldesinin elle
yapilmasindan dolay1 derin 6grenme yOontemlerine kiyasla daha zaman alici olmustur.
Goriintli isleme yontemlerinden aktif kontur metodu kullanilarak tespit edilen tiibiillerde
her bir mikrograf i¢in parametrelerin tekrar tekrar ayarlanmasi olduk¢a fazla zaman
alirken, derin 6grenme mimarisinde bu islem ag tarafindan gerceklestirildigi i¢in sonuca
daha kolay ulasilmasini saglamaktadir. Ayrica goriintii isleme kisminin dokunun oldukca
karmasik olmasi nedeniyle SKH tespitinin kisitli olarak saglanabilmesi diger bir
siirlamadir. Bunu asmak amaciyla daha esikleme, morfolojik operasyonlar ve kernel
temelli uygulamalar gibi geleneksel goriintii isleme tekniklerinin terk edilip tamamen

derin 6grenme temelli yontemlere yonelmek basariy1 artirici bir etken olabilir.

Sonug olarak bu tez calismasinda, YOLOv4 modelinin 6 giinliik fare testis kesitleri ile
egitilip test edilmesi sonucunda yiiksek hassasiyetle tiibiil ve SKH tespiti yapilabilmistir.
Ayrica, SKH agisindan smirlamalar olsa da goriintii isleme yontemi tiibiil tespitinde
basarili olmustur. Boylece manuel sayimla meydana gelebilecek insan kaynakli hatalarin
Oniine gecilmesinin yanisira otomatiklesmeyle birlikte islemlerin hizlanmasi ile
akademik calismalar ve klinik i¢in tespit edilmesi ve sayimi zor olan SKH igin
gelistirilmeye agik bir yapay zeka temelli goriintii analiz sisteminin ilk adimlar1 atilmigtir.
Bu calisma iizerinden yapilacak ileri ¢alismalarla SKH tespitine 6zgii molekiiler
belirteclerin kullanimina gerek kalmayabilir ve aragtirmacilar maddi yiik kapsaminda
tasarruf saglayabilir; hem de her laboratuvarda basit¢ce uygulanabilen hematoksilen eozin
teknigi ile, immiin isaretleme ve analizi i¢in herhangi bir yetismis insan giiciine ihtiyag
duyulmadan prepubertal testis drneklerinde tiibiil morfolojisi ve SKH havuzu kantitatif
olarak hizl bir bicimde degerlendirilebilir. Bu yontem, testisin in vitro matiirasyonunun
arastirildig1 deneysel hayvan modellerinde SKH havuzunun sayisal olarak hizli ve pratik
degerlendirilmesi i¢in gegerli ve giivenilir bir yontem olarak kullanilabilir. Yontem

deneysel hayvan modellerinde valide edilerek basartyla klinige tasinabilirse 6zellikle
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kanser tanis1 alan ¢ocuklardan elde edilen prepubertal testis biyopsileri ile in vitro SKH
matilirasyonunun degerlendirildigi klinik diizeneklerde biyomiihendislik temelli 6nemli
bir yaklasim saglayabilir. Bu hedefler dogrultusunda gerceklestirilecek ileri ¢alismalarla
gorlintiileme modelleri patentli tam1 destek sistemlerini igeren iirlinlere doniisme

potansiyeli tasimaktadir.
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6. YORUM

Bu tezde goriintii isleme, makine 6grenmesi ve derin 6grenme yontemleri ile testis
mikrograflarindan seminifer tiibil ve SKH tespiti amaglanmigtir. Bu dogrultuda,
mikrograflar elde edilmis ve birinci basamakta goriintii isleme teknikleri uygulanip
seminifer tiibiil ve SKH’lerin tespiti hedeflenmistir. ilk olarak seminifer tiibiil tespiti i¢in
aktif kontur modeli kullanilmistir. Bu yontem ile seminifer tiibiil tespiti saglanmuistir.
Boylece testis mikrograflarindan goriintii isleme teknikleri kullanilarak uygun seminifer
tiibiiller tespit edilmistir. Daha sonra tespit edilen seminifer tiibiilleri igeren ve seminifer
tiibiil olmayan goriintiiler saglanmais ve bir veri seti olusturulmustur. Bu veri seti adi gegen
makine 6grenmesi modelleri kullanilarak siniflandirilmistir. Destek vektor makineleri,
lojistik regresyon, karar agaclari, K en yakin komsu ve Naive Bayes yontemleri arasinda
en iyi sonucu RO yontemi vermistir. Boylece goriintii isleme teknikleri ile elde edilen
seminifer tiibiiliin makine 6grenmesi yontemleriyle siniflandirilabilecegi gosterilmistir.
Benzer slire¢ SKH icin denemesine ragmen SKH’lerin ¢ok karmasik bir ortamda
bulunmasi ve bulundugu ortama gore kiigiik olmasi dolayisiyla goriintii isleme teknikleri
ile mikrograf iizerinde genellenebilir bir tespit saglanamamistir. Goriintii isleme
teknikleri ile tespit edilip makine O6grenmesi yontemleriyle siniflandirma islemi
yapildiktan sonra tespit islemi bir derin Ogrenme yoOntemi olan YOLOv4 ile
gerceklestirilmistir. Egitim ve test veri setleri olusturulup YOLOv4 egitilmis ve test
edilmistir. Burada hem seminifer tiibiill hem SKH se¢imi basariyla tamamlanmis ve
YOLOv4’lin hem seminifer tiibiil hem de SKH tespitinde basariyla kullanilabilecegi
gosterilmistir. Cocukluk caginda prepubertal donemde kanser tanisi alan erkek
cocuklarda uygulanan gonadotoksik tedavi yaklagimlar1 nedeniyle, heniiz
spermatogenezis baglamadigindan spermler hi¢ farklanamamakta; var olan SKH havuzu
ise hasar gorebilmektedir. Bu ¢cocuklarin eriskin olduklarinda biyolojik ¢cocuklarina sahip
olabilmeleri i¢in kanser tedavisi Oncesi elde edilen testis biyopsilerinde, kok hiicre
mikrogevresi korunarak in vitro ya da in vivo kosullarda SKH’lerin havuzlarini sayica
korumas1 ve spermatogenetik farklanmaya girerek spermleri olusturabilmesi
hedeflenmektedir. Bu tez g¢alismasi kapsaminda tasarlanan biyomiihendislik temelli
goriintiileme, makine 6grenmesi ve derin 0grenme temelli analiz modelleri bu tiir
hastalarda patentli tam1 destek sistemlerini iceren {iriinlere doniisme potansiyeli

tasiyabilecegi igin gelistirilmistir.
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