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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Sperm Analizi i¢in Bilgisayar Goriisii
Tabanli Yeni Bir Yaklasim ve Uygulamas1” baslikli ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yontemine

uygun bi¢gimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Fatith OKUMUS
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Kiiltiir balikgiliginda tireme verimini artirmak uzmanlarin ¢oziim aradigi bir
konudur. Bu konu hem disi yumurtalik hiicrelerinde hem de erkek sperm hiicrelerinde
dollenme oranmni yiikselten faktorlerin tespit edilmesi hususuna dayanir. Déllenme
oranin1 yiikselten faktorlerden biri saglikli ve giicli sperm iretimidir. Sperm
hiicrelerinin saglikli ve gii¢lii olup olmadiginin anlagilmasi i¢in sperm analizi
yapilmaktadir. Sperm analizi ile elde edilen bilgiler; sperm sayisi, mililitredeki sperm

yogunlugu, morfoloji ve hareketlilik gibi parametrelerdir.

Sperm analizinde genel olarak kullanilan {i¢ ayr1 yontem vardir. Bu yontemler;
klasik yontemle belirleme, spektrofotometrik sistemler ve CASA (Bilgisayar Destekli
Sperm Analizérii) sistemleridir. Diinya Saglik Orgiitiiniin de 6nerdigi CASA
sistemleri diger yoOntemlerin yerini almaya baslamistir. CASA, goriintii isleme
tekniklerini kullanarak sperm analizi parametrelerini ortaya ¢ikarmayi hedefleyen bir
karar destek sistemidir. Ilk olarak insan sperm hiicreleri igin gelistirilen CASA

sistemleri daha sonra diger canlilar i¢in de gelistirilmistir.



Bu tez ¢aligmasinda, gokkusagi alabaligi sperm hiicrelerini analiz eden hizli ve
etkili bir CASA sistemi tasarlanmistir. Calismada mikroskop tizerine baglanmis video
kameradan alinan sperm video goriintiileri OpenCV platformunda C++ ve C#.NET
programlama dilleri kullanilarak analiz edilmistir. Sperm hiicrelerinin tespitinde
adaptif esikleme ve dairesel Hough doniisiimii metotlarindan faydalanilarak sperm
sayis1 ve sperm konsantrasyonu tespit edilmistir. Hiicrelerin hareket parametrelerini
ortaya ¢ikarmak i¢in video tizerinde ¢oklu hedef takibi yapilmistir. Coklu hedef
takibinde arka plan ¢ikarimi VIBE algoritmasi ile yapilmis, hedeflere etiket atama igin
Kalman filtresi kullanilmig, farkli hedeflerin yol kesismesi ile olusan atama
problemleri i¢cin Macar algoritmasi ile ¢oziim tretilmistir. Hedef takibi ile elde edilen
hareket bilgileriyle sperm kalite parametreleri hesaplanmistir. Bu parametreler
icerisinde yer alan VCL ve VAP hesaplamasinda Lagrange interpolasyonu

kullanilarak yeni bir yaklagim onerilmistir.

Bu tez ¢aligsmasi ile gelistirilen sistemin, sperm hiicrelerinin sayiminda ve kalite

parametrelerinin belirlenmesinde hizli ve etkili sonuglar tirettigi goriilmiistiir.

Bu tez calismasi, TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu) tarafindan 1512-Girisimcilik Asamali Destek Programi 2140052 numarali
ve “Bilgisayar Destekli Sperm Kalite Analizorii Yazilimi Gelistirilmesi-BASA”
baslikl1 proje olarak desteklenmistir.
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Hough Déniisiimii, Lagrange Interpolasyonu
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In aquaculture, to improve the reproductive efficiency is a matter that experts
seek solutions. This matter is based on the detection of factors that increase the
fertilization rate in male sperm cell and in female ovary cells. One factor that increases
the fertilization rate is strong and healthy sperm production. Semen analysis is
performed for determination of healthy and strong sperm cells. The informations
obtained by sperm analysis are; parameters such as the number of sperm, sperm density
per milliliter, morphology and motility.

There are three methods commonly used in sperm analysis. This methods are
identifying with the conventional method, spectrophotometric systems and CASA
(Computer-Assisted Semen Analysis) systems. The CASA systems, that the World
Health Organization also recommends, has begun to take the place of other methods.

CASA is a decision support system that aiming to reveal sperm analysis parameters


https://www.seslisozluk.net/asst.-assoc.dr-nedir-ne-demek/

with image processing techniques. CASA systems, firstly developed for human sperm
cells, have been developed for other living things later.

In this study, a fast and efficient CASA system, analyzing the sperm cells of
Oncorhynchus Mykiss, is designed. In the study, sperm video images, taken from a
video camera attached on the microscope, were analyzed in OpenCV platform using
C ++ and C # .NET programming languages. Sperm count and concentration was
determined by utilizing the circle Hough transform and adaptive thresholding on
detection of sperm cells. To reveal the movements of sperm cell parameters, tracking
multiple targets was made on the video. For Multi-target tracking, background
extraction performed by VIBE algorithm, Kalman filter is used to assign labels to
targets, Hungarian algorithm is used for assignment problem formed by the
intersection of targets path. With the obtained informations target tracking, sperm
quality parameters are calculated. For calculation of VCL and VAP, located in these
quality parameters, is proposed a new approach using Lagrange interpolation.

Quick and effective results in the determination of quality parameters and count

of sperm cells has been shown to be obtained with developed system in this thesis.

This thesis is supported by TUBITAK (Scientific and Technological Research
Council of Turkey) in 1512-Stage Entrepreneurial Assistance Program’s project as
numbered of 2140052 and entitled of "Computer Aided Sperm Quality Analyzer
Software Development-BASA".

KEYWORDS: Sperm Analysis, CASA, Computer Vision, Circle Hough
Transform, Lagrange Interpolation
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1. GIRIS

Diinya iizerinde yasayan bir¢ok canlt tiirliniin nesli tilkenmistir ve bazilarinin da
neslinin tiikenigine sahit oluyoruz. Her gecen yiizyilda nesli tiikenen canlilarin
sayisindaki artis bir onceki yiizyilla gore cok daha fazla olmaktadir. Tiirlerin
devamliligi, ekolojik denge i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Yasam piramidinde en
iistte yer alan insanlar i¢in piramidin altinda yer alan diger canlilarin neslinin devaml
olmasi gerekmektedir. Yanls inaniglar, oyun ve eglence i¢in yapilan avlanmalar,
savaslar, kirli hava, moda ve aksesuar endiistrisi, tarim ilaglari, ormanlarin yok olusu,
insan niifusunun artisi, endiistriyel atiklar vb. gibi bircok etkeni, tiirlerin yok olmasin
saglayan faktorler arasinda sayabiliriz. Buradan yola ¢ikarak tiirlerin yok olmasina en
biiyiik sebebin insanlar oldugunu sdyleyebiliriz. Bununla beraber nesli tiikenmekte
olan canlilarin yasamlarina devam edebilmelerini saglayabilecek olan da yine
insanlardir. Bu canlilarin {ireme sistemlerinin hangi ortamda hangi c¢evresel
faktorlerden etkilendiginin ortaya ¢ikarilmasi yasami devam ettirebilecek ilk ve en
onemli adimdir. Bu durumda bilim insanlar1 dogay: incelemeli ve yok olmaya yiiz
tutmus canlilarin tireme verimliligini azaltan faktorleri belirlemelidir. Disi ve erkek
canlilarin tireme hiicrelerinin analiz edilmesi bu faktorleri belirlemek i¢in bir yontem
olarak kullanilmaktadir. Erkek canlilar i¢in uygulanan ydnteme sperm analizi adi

verilmektedir.

1.1. Tez Calismasinin Amag¢ ve Kapsamm

Tim canlilarda oldugu gibi baliklarda da sperm analizi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Balik {iremesinde verimliligin artirilmasi, hem nesli tiikenmekte olan
balik tiirlerinin yasamlarinin devam etmesinde hem de endiistriyel iiriin saglayan balik
ciftliklerinin kar oranini artirmasinda etkilidir. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2013
yilinda yaymladig: su liriinleri istatistiklerinden yola ¢ikarak, baliklarda endiistriyel
tiretim yapilmasinin, tiirlerin yok olusunu da engelleyen bir role sahip oldugu kanisina
varabiliriz. Bu anlamda kiiltir balik¢iligi yapan isletmelerde siirekli olarak daha
verimli liretim yapmak i¢in sperm analizi yapilarak ¢evresel faktorlerin tiremedeki
etkisi izlenmelidir.

Bu tez calismasinda balik sperm hiicrelerinin analizi i¢in diger sistemlerden

farkli olarak sperm sayiminda farkli ve etkili bir yontem gelistirilmis, yeni gelistirilen

1



algoritmalarla hizli ve efektif sonuclar {ireten bir hareketli nesne takibi gelistirilmis,
kalite parametrelerinin hesaplanmasinda farkli yontemler onerilmistir.

Sperm analiz parametreleri arasinda bulunan sperm konsantrasyonu ig¢in
literatiirde gecen bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarda efektif yontemler
arastirilmis ve hiicre tespitinde belirli basarim yiizdelerine ulasilmistir. Gelistirilen
yontemdeyse sperm baslarmin sekli yuvarlak oldugu i¢in, dairesel nesne belirleme
basarimi1 yiiksek olan dairesel Hough donilisiimii metodu kullanilarak etkili bir
yaklasim sunulmustur. Sperm hiicresi tespitinde dairesel Hough doniisiimii
metodunun, diger yontemlere nazaran bagarim yiizdesini artirdig1 gézlemlenmistir. Bu
metodun hiicre morfolojisi ¢ikariminda da etkili sonuglar iirettigi tespit edilmistir.

Hareketli nesnelerin ve hareket karakteristiklerinin belirlenmesinde ¢coklu hedef
takibi yapan bir yontem tasarlanmistir. Bu yontemde arka plan ¢ikariminda yeni ve
etkili bir yaklasim sunan VIBE algoritmasi kullanilmistir. Arka plan ¢ikarimi ile
beliren hareketli hedeflerin etiketlenmesinde Kalman filtresinden faydalanilmistir.
Goriintiilerde hedeflere etiket atama islemi yaparken ayni anda ayni koordinatta
bulunan hedeflerde ¢akisma problemleri yasanmis ve bu problemlerin ¢dziimiinde ise

Macar algoritmasi kullanilarak en 1yi ¢oziimiin tahmini yapilmistir.

1.2. Tezin Organizasyonu

Tez ¢alismasi dort boliim altinda sunulmustur. Birinci boliimde sperm analizi ile
ilgili bilgilere yer verilmis ve detaylica anlatilmgtir. ikinci béliimde tezde kullanilan
goriintii isleme tekniklerinin literatiir calismalar1 sunulmustur. Ugiincii bliimde tezde
yapilan c¢aligmanin sistem tasarimi ve yapilan uygulamanin ¢alisma mantig1

anlatilmistir. Son boliimde ise elde edilen sonu¢lar sunulmustur.

1.3. Literatiir Taramasi ve Degerlendirilmesi

Balik tretim ciftliklerinde yapilan yetistirme islemine kiiltiir balik¢iligr adi
verilmektedir. Diinyadaki balik liretiminin biiyiik bir boliimiint kiiltiir balik¢ilig
olusturmaktadir. Kiiltiir balik¢iligindaki tiiketim oram1 her gecen yil artmaktadir.
Tiirkiye’de, 2002 ve 2012 yillar1 arasinda elde edilen istatistiki verilere gore balik
iretiminin artmasina karsilik tiiketimin de arttig1 gézlenmektedir. Yine ayni istatistiki

sonuglara gore dogada avlanan balik oraninin gittikge azaldigim1 da g6z Oniinde



bulundurursak tatli su baliklarinin neslinin devami agisindan kiiltiir balik¢iliginda
iretimin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Kiiltiir balik¢iliginin en kritik agsamast yavru balik
iiretimidir. M.E. Ozgiir’iin [1]’de yaptig1 arastirmaya gore yavru balik iiretiminde
yumurta ve sperm hiicrelerinin degisen kalitesi iiretim i¢in birinci derecede etkendir.
Yavru baliklar sudaki mineral, oksijen, karbon dioksit, sicaklik vs. gibi bir¢ok ¢evresel
faktorden etkilenerek toplu 6liimlere maruz kalmaktadir. Toplu Sliimler ile birlikte
yavru balik iiretiminin yeterli diizeyde olmamasi, su {iriinleri yetistiriciligi potansiyeli
tizerinde sinirlandirici etki gostermistir. [1]’de yapilan arastirmaya gore sperm analizi,
dollenme oranindaki degisimleri izlemekle birlikte dayanikli bireylerin de
karakteristik 6zelliklerini ortaya ¢ikarmistir.

Bilim adamlar1 sperm analizi i¢in bir¢cok yontem gelistirmis ve gelistirmeye
devam etmektedir. Teknolojinin yetersiz oldugu donemde yiiksek yogunluktaki sperm
hiicrelerinin sayilmasi klasik yontemlerle gerceklestirilmekteydi. Klasik yontemde
sperm analizi insan goriisii ile yapilmaktadir. Elbette insan gozii ile analiz etme islemi
arastirmaci i¢in zaman kaybi olusturmaktadir. Klasik yontemde hiicre hareketlerinin
karakteristik 6zelliklerinin ¢ikarilmasi neredeyse imkansizdir. Teknolojinin ilerlemesi
bu alanda yeni firsatlar elde edilmesine yol agmistir. Klasik yontem disinda hiicre
sayimi i¢in spektrofotometrik yontemler kullanilmigtir [2]. Ancak bu yontemle sperm
hiicresi olmayan nesnelerin sayilmast da s6z konusu olabilmektedir. Hareketlilik ile
ilgili parametreler ise elde edilememektedir.

Sperm analizinde klasik yontemlerin ve diger yontemlerin yetersiz kalmasi ile
birlikte bilgisayar teknolojilerinde kaydedilen ilerlemeler sayesinde CASA (Bilgisayar
Destekli Sperm Analizi) sistemleri gelistirilmis ve diger yontemlerin yerini almaya
baglamistir. Bilgisayar destekli sperm analiz sistemleri mikroskoptan alinan video
goriintiilerden gorintii isleme teknikleri kullanilarak analiz yapan Kkarar destek
sistemleridir. Goriintii isleme teknikleri ile 6rneklerden alinan video goriintiilerle
sperm hiicre sayisi, hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve hareketlilik parametreleri insan
goriisiine gerek kalmadan cikarilabilir. Elde edilen verilerden istatiksel ¢ikarsamalar
yapilabilmekte ve saatler siiren incelemeler saniyeler mertebesine indirilebilmektedir.
Analiz isleminde bilgisayar goriisiinden faydalanmak insan goriisii ile yapilan
hatalarin da 6niine ge¢cmistir. Gliniimiizde spermiogram {lizerine arastirma yapan bilim
adamlar1 artik bilgisayar destekli analiz sistemlerini tercih etmeye baslamistir. Bu

sistemlerin kullanim oraninm artmasi ile birlikte Diinya Saglk Orgiiti (WHO)



tarafindan 2010 yilinda [3]’de yayinlanan bildirgeyle bilgisayar destekli analiz
sistemlerine standartlar getirilmistir.

Sperm hareketlerinin takibi ve hareket bilgisinden anlam ¢ikarma ile ilk olarak
1950°li yillarda [4, 5, 6, 7, 8]’de ilgilenilmis ancak bu ¢alismalarda sperm analizi
tamamen insan goriisiine dayali saptamalarla yapilmigtir. Teknolojinin geligsmesi ile
birlikte sperm analizinde mikrograf (bir nesnenin mikroskop ya da benzeri bir alet
altinda ¢ekilmis fotografi ya da dijital resmi) yonteminin kullanilmasina 1970’li
yillarda baslanmistir. D. Katz ve H. Dott mikrograf yontemini [9]’de uygulayarak
spermlerin hiz karakteristiklerini 6l¢ebilmislerdir. G. David [10]’de mikrograf
yontemi ile insan sperm hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerini belirleyebilmislerdir.
Sonraki yillarda analiz islemleri igin mikro-sinemografi ve mikro-videografi
yontemlerinin kullanildig1 gorilmistiir. J.W. Overstreet ve arkadaslari [11]’de mikro-
sinemografi ile insan sperm hiicrelerinin hareket karakteristiklerini belirleyen bir
metot gelistirmiglerdir. D.F. Katz ve J.W. Overstreet [12] ‘de sperm hiicrelerinin
hareketlilik siiflarin1 mikro-videografi ile belirleyebilmislerdir. Tiim bu gelismeler
bilgisayar destekli sperm analizi yapabilen uygulamalar gelistirebilmek i¢in zemin
olusturmus ve 1990’11 yillarda CASA sistemleri gelistirilmeye baglanmigtir. Mortimer
[13]’da laboratuvarlar igin gelistirilmis ve sperm hareketliligini ve kinematik
ozelliklerini belirleyebilen endiistriyel bir {iriinii ortaya atmistir.

Kruger ve arkadaglarmin 1993°de yayinlandigi [14]°deki calisma ile sperm
hiicrelerinin karakteristik Ozelliklerini anlamaya yonelik analiz kriterleri (kalite
parametreleri) belirlenmistir. Kruger kriterleri olarak bilinen bu parametrelerle sperm
analiz yoOntemlerine bir standart getirilmistir. Bodylece CASA sistemlerinin
gelistirilmesinde bu standartlar kullanilmaya baglanmistir.

Gelistirilen CASA sistemleri genel olarak insan sperm hiicreleri iizerine
arastirmalar yapmak i¢in tasarlanmistir. Farkli canli tiirlerinin sperm hiicresi bazinda
sahip oldugu farkli sekiller ve hareketlilik tarzlar1 bilim insanlarimi farkli ¢6ziimler
liretmeye sevk etmistir. Insan {izerine yapilan calismalarla birlikte diger canli tiirleri
icin de sperm analizi yapilmaya ve baliklar i¢in de ¢oziimler liretilmeye baslanmistir.
Kime ve arkadaglar1 [15]’de baliklarin sperm kalitesini 6lgen bir CASA sistemi
yazilim araci 6nermislerdir. Ancak bu calsma arastirmacilar i¢in uygulamasi zahmetli
bir siier¢ sunmaktadir. Zira yazilimin istedigi 6l¢iilerde video goriintiiler almak ¢ok

onemlidir. Wilson-Leedy ve Ingermann 2007 yilinda [16]’daki yayn ile zebra baliklart



icin acik kaynakli bir CASA sistemi gelisitirmislerdir. Ancak bu ¢alisma da video
goriintiiler i¢cin bagimsiz bir ortam sunmaktadir.

CASA sistemlerinin dogru sonuglar iiretmesi ve saghkli calismasi ig¢in
endiistriyel bir ¢6ziim sunmasi beklenmelidir. Mikroskop, kamera ve yazilimin birbiri
ile uyum i¢inde ¢aligildig1 ve verilerin kaydedilebildigi sonug olarak da bu verilerden
istatistiki sonuglarin alinabildigi bir sistem olmalidir.

Her sistemde oldugu gibi CASA sistemleri de kendini gelistirmeye ve yeni
¢oziimler tiretmeye devam etmektedir. Amann ve Waberski’nin 2014 yilinda [17]’daki
calismasi bu Onerme igin bir drnek teskil etmektedir. Yeni algoritmalarla hizli ve
kararliligr artirilmig sistemlerin  gelismesi teknolojinin gelismesi ile paralel

ilerlemektedir.



2. SPERM ANALIZi

Ureme verimliliginde ¢evresel faktdrlerin etkisini arastirirken, erkek ve disi
gametlerinde (sperm ve yumurtalik hiicreleri) kalite parametrelerinin uygun degerde
olup olmamasina bakilir. Sperm hiicrelerinin ve yumurtalik hiicrelerinin liremeye
uygun olup olmadiklar farkli yontemlerle belirlenir. Sperm adi verilen erkek lireme
hiicrelerinin incelendigi bilim dali spermiogram (sperm analizi) olarak adlandirilir. Bu
bilim dalinda spermlerin morfolojik ve hareketlilik bazinda kalite parametreleri
incelenir.

Sperm hiicrelerinde kalite belirlenmesi her zaman pratik metotlara ihtiyag
duymaktadir. Billard ve Cosson’un [18]’de yaptiklar1 ¢alismada sperm Kkalitesini
6lemek icin aktif olan sperm hiicresi yilizdesi, motilite siiresi, sperm konsantrasyonu,
spermatokrit ve seminal plazma kompozisyonu gibi bir¢ok parametreyi
kullanmiglardir.

Sperm analizinde hiicrelerin sekilsel 6zelliklerinden faydalanilmaktadir. Her
parametre niteligine gore hiicrenin bolgesel 6zelliklerini baz alir. Analizde kullanilan
bolgeler hiicrenin bas, boyun ve kuyruk bolgeleridir. Sekil 2.1.°de bir sperm
hiicresinin  bolgeleri gosterilmistir. Sperm konsantrasyonu ve hizi ile ilgili
parametrelerin elde edilmesi i¢in bas bolgesi, morfoloji igin ise ii¢ bolge de
kullanilmaktadir. Canli tiirlerine gore sperm hiicreleri sekilsel olarak farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar daha ¢ok bas bolgesinde yaganmaktadir. Dolayist ile

sperm analizi yontemsel acidan tiirlere gore farkli olmalidir.
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Sekil 2.1. Sperm Hiicresi



2.1. Baliklarda Sperm Analizi

Balik {iretim ve yetistiriciliginde (akua kiiltliir) yasama kabiliyeti yiiksek,
hastaliklara direngli, iyi beslenebilen, hizli biiyliyebilen vb. ozelliklere sahip
yavrularin elde edilmesi ancak yiiksek gamet kalitesine (sperm ve yumurta) sahip
damizliklarin kullanilmas: ile miimkiindiir [19, 20]. Bununla birlikte, ticari balik
kulugkahanelerinde sperm, hem nitelik hem de nicelik bakimindan ¢ogunlukla yetersiz
ve genellikle suni dolleme sirasinda yeterli dolleme kabiliyetine sahip
olmayabilmektedir. Bu 6zellikle, Afrika’n yayimn baliginda (Clarias Gariepinus) yeterli
sperm alinamayisi, kalkan baligi (Psetta Maxima) ve Sar1 Kuyruk Pisi Baligi
(Pleuronectes Ferrugineus) tiirlerinde yeterli miktarda sperm olmayisi gibi durumlarda
sperm kalitesinin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir [21, 22]. Tiirkiye’de yaygin
olarak tiiketilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus Mykiss) iiretiminde de benzer
ihtiyaclar mevcuttur.

Kiiltiir balik¢iliginda tiretimin artirilmast ¢oziilmesi beklenen bir problemdir.
Her {iretim ¢iftligi kendi bolgesindeki dogal zenginliklerin fiziksel, kimyasal,
biyokimyasal farkliliklarina gére 6znel problemlere sahiptir. Baligin tireme verimliligi
yetistigi ortamdaki ¢evre kirliliginden, su oraminin azalmasindan, iklimsel
degisikliklerden fazlasiyla etkilenmektedir [1]. Bu etkilesimlerin belirlenmesi

problemin ¢6ziimii i¢in ilk ve en 6nemli asamadir.

2.2. Sperm Analizi ile Ortaya Cikan Parametreler

Sperm analizi sonucunda aragtirmacilarin bilgisine sunulan parametreler dort
ana baglik altinda siralanmistir:

1. Sperm Konsantrasyonu (Sayisi)

2. Hareketlilik

3. Morfoloji

4. Kalite Parametreleri

Bu parametreler WHO tarafindan [3]’de standartlastiriimistir. WHO Birlesmis
Milletlere bagli olan ve toplum sagligiyla ilgili uluslararasi ¢aligmalar yapan orgiittiir.
WHO tarafindan [3]’de sperm analizi ile ilgili yapilan bildirgede insan sperm hiicreleri
lizerine yapilan c¢alismalara deginilmistir. Ancak genel gegerliligi tiim canlilar

kapsamaktadir.



2.2.1.Sperm Sayis1 (Konsantrasyon)

Sperm sayisit veya konsantrasyonu, 1 ml sperm sivisindaki toplam sperm
sayisidir. Diisiik sperm sayimi oligozoospermi hastaligi olarak kabul edilir. Bu hastalik
dollenme oraninin ¢ok diislik olmasina yol agar. Bir insandaki ortalama sperm sayisi
15 milyondan fazladir [3]. Baliklarda ise bu oran degismekte ve konsantrasyon sayisi
tirlere gore degiskenlik arz etmektedir. Baz1 tilirlere gore literatiirde gegen sperm
konsantrasyonlar1 Cizelge 2.1.’de listelenmistir. Bu ¢izelgeden de anlasilacag iizere

balik sperm konsantrasyonu diger canlilara gore ¢cok daha fazladir.

Cizelge 2.1. Tiirlere Gore Sperm Sayisi

Canh Tiirii Sperm Konsantrasyonu (1 mililitrede) | Kaynak
Cokdeusas Alabalig 11,8 x10° [23]
(On(():or;ll;z%;]us ?\/I?/I?io’;s) 10,39 x10° [24]
5-17 x10° [25]
10-20,82 x10° [26]
Sazan Balig1 17,6-24,6 x10° [27]
20-30 x10° [28]
At 349,7 x 10° [29]
178-355 x 10° [30]
] 1286 -1858 x 10° [31]

Boga 5

800-1775 x 10 [32]
Insan 15-40 x 10° [3]

2.2.2.Hareketlilik (Motilite)

Hareketli hiicre oran1 sperm kalitesi belirlenmesinde 6nemli bir parametredir.
Sperm hiicrelerinde hareketlilik oraninin %38 - %42 arasinda olmasi normal olarak
degerlendirilmektedir [3]. Sperm analizinde hareketli hiicre siniflandirmasi genellikle
WHO tarafindan [3]’de Onerilen sistem tercih edilmektedir. Bu sistemde sperm
ornekleri 4 dereceyle degerlendirilmistir:

1. Dogrusal ve ileriye dogru progresif hareket,

2. Dogrusal olmayan ve yavas hareket,

3. Non-progresif hareket,

4. Hareketsiz.



Progresif hareket eden sperm hiicresi dogrusal ya da genis bir dairesel diizlemde
hizdan bagimsiz olarak ilerleyici bir sekilde hareket etmektedir. Nonprogresif hareket
eden sperm hiicresi ilerleyici hareket etmeyip kiiciik dairesel veya yerinde hareket
etmektedir. Sperm hiicresinde hi¢ hareket gozlenmiyorsa hareketsiz olarak
smiflandirilir. Ozgmnar’in [33]°de yaptizn WHO verileri analizine gére sperm
hiicrelerinin total hareketliligi i¢in en diisiik referans deger %40, progresif hareket i¢in
ise %32 dir.

Sperm motilitesi iki sekilde dl¢iilebilir: insan goriisii ile veya bilgisayar destekli
olarak. Ancak insan goriisii ile dlgiilen hareketlilik oranlari, insan goriisiiniin 6l¢tiim
yeteneginin (8l¢lim yapan kisi tecriibeli olsa dahi) zayif ve kusurlu olmasi dolayisi ile
giiven telkin etmemektedir. Bilgisayar destekli sistemlerde yapilan Glgiimler daha

saglikli sonuglar tiretmektedir [3].

2.2.3. Morfoloji

Sperm hiicreleri yapi itibariyle belirli sekil 6zelliklerine sahiptir. Hiicrelerde
goriilen sekil bozukluklart WHO’nun 2010 yili yaymladigi [3]’deki bildirgesine gore
en fazla %10 oraninda olmalidir. Bu sayidan fazla oranda sekil bozuklugu tiremedeki
verimliligi ciddi diizeyde azaltmaktadir. Bu tez calismasinda morfolojik 6zellikler

¢ikarilmamustir.

2.2.4.Kalite Parametreleri

Kalite parametreleri hareketlilik verilerinin analizi ile elde edilir. Genel olarak
hiz ve acisal hareketlerle ilgilenir. Bu parametreler spermin karakteristik 6zelligini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu parametreler CASA sistemlerinin yaygin olarak kullandig

kriterlerdir. Diinya Saglik Orgiitiiniin de nerdigi kalite parametreleri soyledir:

1 - VSL: Dogrusal ilerleme Hizi. Hiz birimi um/s olarak ifade edilir. Analiz edilen
video siiresince sperm hiicresinin baslangi¢ noktasi ile bitis noktasi arasindaki diiz
cizgi uzaklhigmin (kus bakist uzakligl) zamana bdliinmesinden elde edilir. Bu

parametre spermin hedefe ne kadar hizli yol aldiginin bilgisini verir.



2 - VCL: Egrisel Hiz (upm/s). Hiz birimi pm/s olarak ifade edilir. Sperm basinin
videodaki baglangic noktasindan bitis noktasina kadar gectigi tiim noktalarin
birlesmesi ile olusan uzakligin zamana boliimiinden elde edilen deger. Tiim sperm
hiicreleri i¢in bu islem yapilir ve ortalama bir deger elde edilir. Bu parametre ile sperm

hiicresinin ilerledigi toplam yolda kat ettigi hiz bilgisini verir.

3 - VAP: Ortalama Yol Hiz1 (um/saniye). Egrisel yolun diizlestirilmesi ile elde edilen
ortalama yolun zamana béliinmesi ile elde edilir. VSL ve VCL noktalar1 arasinda

ortalama deger alinarak elde edilir.

4 - STR: Ortalama Rotanin Dogrusalligr. VSL degerinin VAP degerine boliinmesi ile
elde edilir. STR maksimum 1, minimum 0 degerini alir. Genelde yiizde olarak ifade
edilir. Bu bilgi ile sperm hiicrelerinin ortalama olarak ne kadar dogrusal ilerledigi

bilgisi elde edilir.

5 - LIN: Cizgisel Rotanin Dogrusalligi. VSL degerinin VCL degerine boliinmesi ile
elde edilir. LIN maksimum 1, minimum 0 degerini alir. Bu bilgi ile sperm hiicrelerinin

dogrusal olarak ilerledigi yoldan ne kadar saptig1 bilgisine ulasilmaktadir.

6 - ALH: Lateral Bag Hareketi Genligi. Sperm basinin ortalama hareketinden sapma
uzunlugu da denilebilir. Maksimum ya da ortalama olarak ifade edilir. ALH degeri
2’den biiyiik olmalidir. 0 ‘a yakinlastik¢a tiim spermlerin dogrusal bir yol takip etmis

oldugu varsayilir.

7 - BCF: Capraz Frekans Sayisi (kesigsme/saniye). Spermin egrisel ¢izgi hareketinin
ortalama hareketi ile kesisme sayisidir. BCF ile spermin ilerledigi yol boyunca ne

kadar yayilim yaptig1 bilgisine ulagilir.

8 - WOB: Yalpalama Katsayisi. Gergek yolakta ilerlerken izlenen dalgalanmanin
Olciisiidiir, VAP degerinin VCL degerine boliinmesi ile elde edilir. WOB degeri ne

kadar biiyiikse sperm hiicresinin o kadar kararsiz hareket ettigi bilgisine ulagilir.

9 - MAD: Ortalama Agisal Sapma (derece). Sperm basinin egrisel yolu boyunca

yaptig1 a¢isal sapmalarin ortalamasidir.
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Sekil 2.2. VCL, VSL, VAP ve ALH Parametreleri

2.3. Analiz Yontemleri

Balik sperm analizi uzun zaman boyunca motil sperm hiicrelerinin yiizdesi,
toplam hareket siiresi veya her ikisinin bir kombinasyonu seklinde ifade edilen motilite
karakterlerinin siibjektif tahminleri sonucu elde edilen verileri ile degerlendirildi [34].
Yine sperm konsantrasyonlarinin belirlenmesinde klasik metotlardan hemastometrik
ve spektrofotometrik metotlar izlenmektedir [35]. Giinlimiiz teknolojisi sperm analizi
i¢in son yillarda gelistirilen ve WHO ’nun da 6nerdigi CASA sistemlerinin gelismesine
olanak saglamistir. CASA sistemleri klasik ve spektrofotometrik yontemlerden daha

etkili ve daha dogru sonuglar sundugu [3]’de belirtilmistir.

2.3.1.Klasik Yontemler

Klasik yontemde arastirmaci elde edilen goriintiilerden goz karar ile sayim
yapmaktadir. Hareketlilik verilerinin higbir sekilde elde edilemeyecegi bir yontemdir.
Bu yontem i¢in [36]’de oldugu gibi sperm sayma kamaralar1 tasarlanmistir. Sperm
sayma kamaralar1 mikroskop merceginin gordiigli alandan daha kiiciik karelere
boliinmiis mikrometrelik ¢izgilerden olusur. Bu sistemde bir kareye diisen sperm

sayisindan yola ¢ikilarak bir mililitrede kag¢ sperm oldugu tahmin edilir.
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2.3.2.Spektrofotometrik Yontem

Spektrofotometre ya da diger adiyla tayfolger, 1s18in  Ozelliklerini
elektromanyetik spektrumun belirli bir béliimii tizerinde 6lgerek spektroskopik analiz
yontemi sayesinde materyalleri belirlemek i¢in kullanilan bir aragtir [2]. Bu aragla
cogunlukla gonderilen 15181n doniisii ile elde edilen 15181 yogunlugu 6l¢iiliir. Ancak
151810 polarizasyonu da dlgiilebilecek bir degerdir. Spektrofotometreler, gama isinlart,
X-1ginlar1 ve uzak infrared 1sinlari gibi ¢ok genis bir dalga boyu aralig1 ile yogunluk
tespiti yapabilir. Sadece sperm hiicrelerinin tespitinde kullanilmaz. Sperm hiicreleri
belirli dalga boyundaki 1sinlara belirli dalgada karsilik vermektedir. Bu da
spektrofotometrenin sperm hiicresi tespitinde kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
Sperm analizinde de kullanilan spektrofotometre ile belirli dalga boylarinda 15181
absorbe eden sperm hiicrelerinin 15181 sogurma oranina gore say1 belirlemesi yapilir.
Bu sistemde 151k belirli bir ac1 ile belirli bir yiizeyden gecerek ilerler. Ug boyutlu bir
ortamda iist Giste binen sperm hiicrelerinin ayni1 dalga boyunda cevap vermesi tespit
edilen nesne sayisinda hatali bir durum ortaya cikacaktir. Bu problemin giderilmesi
icin literatiirde bir ¢6ziim sunulmamistir. Spektrofotometre ile sadece sperm sayisi

bulunabilmektedir ve hareketlilik verileri elde edilememektedir.

2.3.3.CASA Sistemleri

Bilgisayar destekli sperm analiz sistemleri, bir¢ok tiirlin sperm motilitesinin
pratik analizleri i¢in ¢ok popiiler bir konumdadir ve ge¢miste kullanilan klasik
metotlarla analizcinin bireysel duyularina dayali tahmini metotlarinin yerini almistir.
Ozellikle balik spermleri gibi motilite siirelerinin diisiik oldugu canli tiirlerinin sperm
hareketlerinin tespitinde CASA sistemleri oldukg¢a 6nemli sistemler haline gelmistir.
Analiz islemleri igin goriintii isleme tekniklerinden faydalanan CASA sistemleri ile
balik sperm hiicrelerinin motilite parametrelerinden VSL: Diiz Cizgi Hiz1 (um/saniye),
VCL: Egri Cizgi Hiz1 (um/saniye), VAP: Ortalama Rota Hizi (um/saniye), izledigi yol
tespitinde kullanilan STR: Ortalama rotanin dogrusallifi, BCF: Capraz Kesisme
Frekanst (kesisme/saniye), ALH: Sperm basinin ortalama yolda ilerlerken laterale
dogru saptig1 uzaklik (um) ve konsantrasyon gibi bir ¢ok kalite parametrelerini ¢cok

kisa siirede tespit edilebilmektedir [37].
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3. MATERYALLER VE METOTLAR

CASA sistemleri goriintii isleme tekniklerini kullanarak analiz islemlerinde
bilgisayar goriisiinden faydalanma temeline dayanir. Bu boliimde tez ¢alismasinda

analiz islemleri i¢in kullanilan materyaller hakkinda bilgi verilecektir.

3.1. Gauss Filtreleme

Goriintii  islemede sik¢a kullanilan Gauss filtreleme, gauss fonksiyonu
kullanilarak ~ bir  goriintiiniin ~ bulaniklagtirilmast  esasina  dayanir.  Gauss
bulaniklagtirmanin amaci goriintii ilizerindeki giiriiltiiyii veya Onemsiz detaylari
azaltmaktir. Goriintli islemede bulaniklagtirma islemleri genelde bir 6n isleme islevi
goriir. Bu sayede yapilacak asil islemin daha kolay yapilmasi saglanir. Segmentasyon
islemlerinden 6nce kullanilmasi gereksiz detaylarin ve piiriizlerin yok edilmesini
saglayarak daha net ve daha dogru sonuglara varmamizi saglar. Bu tezde Gauss filtresi,
goriintli iizerindeki sperm hiicresi olmayan ve segmentasyon isleminde problem
olusturabilecek olan kiigiik nesnelerin temizlenmesi i¢in kullanilmistir. Kullanilan
lamelin tamamen steril olmamasi, sperm hiicrelerini hareketlendirmek i¢in kullanilan
soliisyonlar igerisinden gelen kiiclik maddeler veya baska sebeplerden goriintiide
kirlilikler olugabilmektedir.

Gauss filtresi esasen bir fourier doniigiimidiir. Uygulandig: diizleme gore farkls
denklemlerle ifade edilir. Tek boyutlu bir diizlemin gauss bulanikligi ile

yumusatilmasi Denklem (3.1) ‘deki gibi gergeklesir [38]:

—x2

e202 (3.1)

(x) =
8 2162

Iki boyutlu bir diizlemde gauss bulamklig: iki tane bir boyutlu Gauss denkleminin
carpimi ile elde edilir ve Denklem (3.2)’deki formiil ile ifade edilir [38]:

1 —&%+y?)
21_[02 e 202 (3 2)

gxy) =

Denklem (3.2)’de g fonksiyonu, x ve y koordinatinin Gauss karsiligin1 vermektedir. ¢

degeri ise (X, y) koordinatindaki pikselin keskinligini veya yumusgakligini belirleyecek
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olan Gauss dagiliminin standart sapma degeridir. 1/2mo? ifadesi ise normalizasyon

katsayisidir.
0.4 0.2
0.15
0.3
Z o
Eoazr " 0.05
0.1
]
-4 -2 0 2 4
Sekil 3.1. Bir Boyutlu Gauss Sekil 3.2. Iki-Boyutlu Gauss Dagilimi
Dagilim1 (0 noktasinda, o = 1) [39] ((0,0) noktasinda, o=1) [39]

Bir sinyale filtre uygulamak, ya eldeki filtre ile o sinyali frekans tanim
kiimesinde ¢carpmak demek, ya da filtre ile sinyali zaman tanim kiimesinde evrigtirmek
(konviiliisyon) demektir. Resim iki boyutlu ayrik oldugu i¢in, ayn1 sekilde filtremizin
de iki boyutlu ayrik olmasi gerekiyor. Resimdeki "giiriiltiiniin" daha aza
indirilebilmesi i¢in tercih edilen Gauss niceligi 6nem kazanmaktadir. Farklh
parametrelerle birbirinden farkli Gauss filtreleri olusturulabilir. Siirekli formda

olusturtulan bu filtre ayrik forma donistiiriiliip resme uygulanmaktadir.

— 7126 41| 26

P B S

4 | 16| 26| 186

11 4| 7] 4] 1

Sekil 3.3. o Degeri 1 Olan 5X5 Gauss Filtre Matrisi [39]

Ayrik formdaki filtre ¢ekirdek (kernel) olarak adlandirilir ve genelde kare matris
seklindedir. Sekil 3.3’de 5x5 genisliginde o degeri 1 olan gauss filtre maskesi 6rnegi

gosterilmektedir.
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3.2. Otsu ile Adaptif Esikleme

Esikleme kavrami goriintii islemede genel olarak, goriintii {izerindeki anlamli
verinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in siyah-beyaz (binary) uzaya cevirmek olarak tarif
edilebilir. Bir goriintii tizerinde birbirinden farkli birden fazla anlamli obje olabilir. Bu
farkli objeler nesnesel 6zelliklerine gore belirli bir esik degeri ile ayirt edilebilirler.
Aranilan objenin esik degeri goriintiiye uygulandiginda bu objeleri segmente etmek
daha kolay olacaktir. Bu tezde sperm video goriintiilerindeki hiicreleri belirgin hale
getirmek i¢in adaptif esikleme kullanilmistir. Bu sayede segmentasyon islemi daha

kolay yapilacaktir.

Gri tonlamal1 bir goriintii lizerinde 0-255 arasinda segilen bir T esik degerine

gore, siyah-beyaz goriintii Denklem (3.3)’deki gibi olusturulur.

_ {0, sxy)<T 3.3
n(X'Y)_{l, gxy) =T (33)

Denklem (3.3)’de “n” fonksiyonu x ve y koordinatindaki pikselin gauss kargiliginin T
esik degerine gore siyah-beyaz formdaki karsiligidir. Burada T degerinin dogru
secilmesi kritik 6nem tagimaktadir. Eger T degeri ¢ok biiyiik secilirse olusturulacak
yeni goriintiide pek cok piksel beyaz(1), kiiciik secilirse de siyah(0) olacagindan
goriintiiniin igerdigi bilgi ciddi miktarda azalacaktir. Bu problemi gidermek i¢in esik
degerini goriintii tizerindeki piksellere gore otomatik olarak hesaplayan bir algoritma
gerekmektedir. Boyle bir algoritma 1978’de Nobuyuki Otsu tarafindan [40]’deki yayin
ile gelistirilmistir.

Algoritma goriintii izerinde iki ayr1 sinif oldugunu kabul ederek, bu iki sinif
arasindaki varyanst maksimum yapacak degeri bulmaya ¢alisir. Varyans bir rassal
degisken, bir olasilik dagilimi veya orneklem igin istatistiksel yayilimin, miimkiin
biitiin degerlerin beklenen deger veya ortalamadan uzakliklarinin karelerinin
ortalamasi seklinde bulunan bir 6l¢iidir [41]. N uzunluklu bir dizi igin varyans

hesaplama Denklem (3.4)’de gosterilmistir.

N
o2 = Z(xi — 9?2 Pr(x,) (3.4)
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Siniflar aras1 varyans (siyah-beyaz siniflar) Denklem (3.5)’deki formiil ile bulunur.

GWZ (t) = Wl(t) Glz(t) + w, (t) 0'22(1:) (35)

Denklem (3.5)’de w, t esikleme degeri ve o varyansi ile ayrilan iki sinifin gelme
olasiligidir. Otsu bize sinif i¢i varyansin maksimize edilmesi ile minimize edilmesinin

ayni oldugunu gosteriyor [40].

Gb2(0) = 02 — 0y, 2(1) = Wy (OW(0) [y (£) — 1 (©)] (3.6)

Denklem (3.6)’da w: smiflarin olma olasiligidir ve Denklem (3.7)’deki formiil ile

hesaplanir.

wi(® = Y PQ) 37)
i=0

Denklem (3.6)’de p: sif ortalamalarini temsil etmektedir ve Denklem (3.8)’deki

formiil ile hesaplanir.

t
u(t)=[ P(i)x(i)] e (3.8)
0=l

3.3. Dairesel Hough Déniisiimii

Hough doniisiimii belirli noktalari1 bilinen sekillerin 6zelliklerini ¢ikarama
konusunda etkili bir yontemdir. Dairesel Hough Doniisiimii (DHD) ise yuvarlak veya
elipsel nesnelerin tespitinde kullanilan bir 6zellik ¢ikarma teknigidir. Dairesel olmasi
bakimindan Hough doniisiimiiniin 6zellestirilmis halidir. DHD’nin en 6nemli avantaji
goriintii igerisinden daire olma olasilig1 olan veya ortalama yarigap1 belli sekilleri
kolayca ayirt edebilmesidir. Sperm baslar1 dairesel bir sekle sahip oldugu i¢in bu tezde
hiicre tespiti i¢in dairesel Hough doniisiimii ile segmentasyon yapilmistir.

Harvey Rhody [42]’de dairesel Hough doniisiimii ile yuvarlak sekillerin tespiti
icin agagidaki adimlar1 onermistir:

1. Gorintii iizerindeki kenarlar ¢ikarilir.
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2. Belirli bir esikleme degeri ile goriintii ikili (siyah-beyaz) forma doniistiiriiliir.

3. Esikleme sonrasi ortaya ¢ikan kenarlardaki her piksel igin, muhtemel
dairedeki merkez koordinat degerleri bir akiimiilatér matrisi ile hangi daireye
ait oldugu ile ilgili yonelik tahmin degeri atanir.

4. Akiimiilator matrisindeki tahmin degeri yiiksek sekiller belirlenerek 6zellik

¢ikarma islemi tamamlanmais olur.

Goriintii tizerinde aranan sperm baslarinin sekli genel olarak dairesel oldugu i¢in
kullanilan akiimiilator matrisini olusturmada dairenin merkezi noktalari (a,b) ve
yarigapi r olmak iizere {i¢ etken baz alinir. Segmentasyon i¢in yarigap bilgileri ile

hedef, Denklem (3.9)’daki gibi bulunabilir [42]:

r2 = (x—a)? + (o — b)? (3:9)
Xo = a+ 1 *sin(0) (3.10)
(3.11)

Yo = b + 1 * cos(60)

Denklem (3.9)’da a ve b gemberin merkezini, r yarigapi, x, Ve y, ise goriintiideki
piksellerin konum bilgilerini ifade etmektedir. A¢1 degeri 0-2n araliginda
degistirildiginde bir pikselin herhangi bir yarigap degeri ile bir dairenin i¢inde yer alip
almadig anlagilabilir [42].

(2,0) %1 X

Sekil 3.4. Hough Doéniisiimii ile (x,y) Diizleminden r Uzunlugunun Cikarilmasi

Sekil 3.4.’de (x,y) diizlemindeki bir dairenin kenarindaki tiim noktalar bir dairenin
merkezi olarak belirlendiginde olusan (a,b) boyutundaki dairelerin kesisme noktasi
bize (x,y) diizlemindeki merkez noktay1 verecektir. Sekil 3.5’de (x,y) diizlemi i¢in

(a,b) diizlemindeki kesisme noktas1 kirmizi nokta ile belirlenmektedir.
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> el
» =

=X =
Sekil 3.5. (x,y) Diizlemindeki Cember I¢in (a,b) Merkezli Cemberler [42]

Ayni yaricaplt birden fazla daire de ayni teknikle bulunabilir. Sekil 3.6’da
merkez noktalar kirmizi noktalarla temsil edilmektedir. Dairelerin birlesme noktalari
merkez nokta olarak alinirken bazi sahte noktalar da belirlenebilir. Sekil 3.6’da mavi
nokta ile belirlenmis bir sahte merkez goriilmektedir. Bu sahte noktalar orijinal

goriintli ile karsilastirilarak kaldirilabilir.

ot

VN

»X

Sekil 3.6. Birden Fazla ve I¢ ice Gegmis Dairelerin Tespiti [42]

3.4. VIBE Algoritmasi

VIBE (Visual Background Extractor), ilk olarak IEEE ICASSP 2009
konferansinda sunulmug ve daha sonra yayinlanan makalelerle gelistirilmis ¢cok giiglii

bir arka plan ¢ikarma algoritmasidir. Daha kesin ifadeyle, bir videodaki hareketli
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nesnelerden arka plani ¢gikaran bir yazilim modiilidiir. Sperm kalite parametrelerinin
oOlgiilmesi i¢in hareketli hedeflerin takibi yapilmalidir. Bu tez ¢alismasinda, hareketli
hedeflerin takibinde hareketsiz arka planin c¢ikarimi i¢in VIBE algoritmasi
kullanilmustir.

VIBE algoritmas1 C programlama dili ile yazilmistir ve CPU, GPU ve FPGA
icerisine gomiilebilmektedir [43]. Bu sayede platform bagimsiz ¢alisabilmektedir. Bu
da VIBE algoritmasinin bu tez ¢alismasi igin tercih edilmesindeki temel sebeplerden
biridir. Tez galismasinda gelistirilmis olan sistem Windows isletim sistemi iizerinde
gerceklestirilmistir.

Arka plan ¢ikarma teknikleri gergek uygulamalarda basarili olabilmek i¢in su ti¢
hususla ugrasmak zorundadir: (1) Model nedir ve nasil davranir? (2) Bu model nasil
baslatild1? (3) Bu model zaman icerisinde nasil giincellendi? VIBE bu sorularin

hepsine basarili cevaplar vermektedir [44].

3.4.1.Piksel Modeli Olusturma ve Siniflandirma islemi

Bircok gelismis teknik arka plan ¢ikariminda olasilik yogunluk fonksiyonundan
faydalanir. Ancak VIBE daha farkli bir yontem sunmaktadir. Bu yonteme gore goriintii
tizerindeki gergek piksel degerlerinden bir model olusturulur. Goriintii tizerinde x
noktasidaki pikselin Oklid renk uzaymndaki degeri v(x) olarak alalim. Arka plan
ornek degerleri olarak i tane ornek icin v; tanimlanmis olsun. Her arka plan pikseli

i¢in bir onceki goriintii karesinden N adet arka plan 6rnegi olusturulur [44]:

M(x) = {vy,vy, ..., vy} (3.12)

Bir v(x) notasindaki pikseli M (x)’e gore siniflandirmak i¢in v(x)’in merkez
nokta oldugu ve R yaricapli Sg(v(x)) kiiresi igerisine giren en yakin Ornekle
karsilastirilir. Eger bu kiirenin kesisim kiimesinin eleman sayist ve M(x) ornek

modelinin toplami belirli bir esik degerinden biiyiikse veya esitse bu nokta arka plan

siifina dahil olur [44].
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Sekil 3.7. Piksel Degerinin Bir Ornek Kiimesi ile Karsilastiriimasi [44]

3.4.2. Arka Plan Modelini Baslatma

Literatiirde yer alan birgok popiiler arka plan ¢ikarma teknigi arka plan
piksellerinin zamansal dagilimini tahmin etmek i¢in 6nemli miktarda veri toplamay1
gerekli kilar. Boylece kendi modellerini baslatmak icin onlarca goriintii karesine
ihtiyag duyarlar [44]. Istatiksel bakis acis1 ile bakildiginda bu yaklasim mantiklidr.
Ancak VIBE arka plan modelini daha kisa bir yolla baglatabilmektedir. VIBE
yaklasimi ile sadece bir goriintii karesi ile model baglatilabilir.

Sadece bir goriintii karesinde zamansal bir bilgi olmadig: i¢in, VIBE komsu
piksellerin zamansal dagilimindan faydalanir. Her pikselin uzamsal komsuluklarinda
bulunan degerlerle piksel modeller doldurulur. Boylece ilk goriintii karesi igin
modelleme baslatilmis olur. Bundan sonraki asamalar artik giincelleme islemidir. Arka

plan modelini baslatma iglemi t=0 aninda Denklem (3.13)’de formiile edilmistir.
MOG) = (v° (] y € No(x))} (3.13)

Denklem (3.13)’de v°(y) 6nceden belirlenmis &rnek smnifin, N;(x) x pikselinin

uzamsal komsuluk degerlerini temsil etmektedir.

3.4.3. Arka Plan Modelini Giincelleme

Arka plan modeli i¢in t=0 oldugu anda ilk goriintii karesi ile bir baglatma islemi
yapildiktan sonra gelen her goriintii karesi igin bir giincelleme iglemi yapilir. Her ne

kadar tek goriintii karesi ile basarili bir baslatma islemi yapiliyor olsa da birinci
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goriintli karesinden sonra gelecek goriintiiler i¢in defalarca ayni iglemi yapmak yerine
bir gilincelleme yoluna gidilebilir. Bu islem 151k degisimleri ve yeni objelerin sahneye
girmesi ile yasanabilecek problemleri de ortadan kaldirmaktadir. Arka plan modeli
giincelleme, ilk goriintiide elde edilen modelin komsuluk degerlerini ikinci goriintiide
kullanarak yeni bir model olusturma esasina dayanir. Olusturulan yeni model ile
siiflandirma islemi yapilarak hangi pikselin arka plan pikseli olduguna karar verilir.
Olusturulan yeni model bir sonraki goriintide yeni bir model olusturmak igin

kullanilir. Bu sekilde son goriintiiye kadar devam edilir [44].

3.5. Kalman Filtresi

Kalman filtresi, lineer ikinci dereceden denklem problemleri i¢in bir tahminci
algoritmadir. Tahmin algoritmasi tabanli bir 6zyinelemeli durum uzayr modeli de
diyebiliriz. 1960 yilinda Rudolph E. Kalman tarafindan [45]’de ortaya atilmistir. Bu
tez ¢alismasinda arka plan ¢ikarimu ile tespit edilen hedeflere etiket atamasi isleminde
Kalman filtresi kullanilmisgtir.

Kalman filtresi temel olarak tek boyutlu ve gergek zamanli, beyaz Gauss
glirtiltiisii ile bozulmus lineer sistemlerle iligkili sinyaller i¢in gelistirilmistir. Kalman
filtresi yaklasimi, dogrusal filtreleme problemine en uygun ardisil ¢éziimii getirmistir.
Ardisil ¢ozliimii hesaplamak icin durumun giincellenen kestirimi, onceki durum
kestirimi ve yeni giris verileri kullanilir. Bunun i¢in sadece 6nceki durum kestiriminin
saklanmasi yeterlidir.

Kalman bir siireci geribildirim kontrolii ile tahmin eder. Kalman filtresi i¢in
denklemler iki grup altinda incelenir: Zaman giincelleme denklemleri, Sl¢tim
giincelleme denklemleri. Zaman giincelleme denklemleri mevcut durumu yansitmakla
ve mevcut durumun ve hatanin kovaryans matrislerini bir sonraki zaman tasimakla
sorumludur. Olgiim giincelleme denklemleri, dnceki durumdan elde edilen yeni
Ol¢limiin  geribildirimini yapmakla sorumludur. Zaman giincelleme denklemleri
kehanette bulunur, 6l¢iim giincelleme denklemleri ise diizeltici gorev iistlenir. Sonug

olarak Kalman filtresi tahminci-diizeltici dongiisii ile ¢alisan bir algoritmadir.
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Zaman Giincelleme Olgiim Giincelleme
(Tahminci) (Ditzeltici)

Sekil 3.8. Ayrik Kalman Filtresi Dongiisii

Kalman, ayrik zaman kontrollii bir siirecin x € R?  durumunu Denklem

(3.14)’deki lineer fark denklemi ile tahmin eder [45]:

X = Axk_l + Buk_l + Wg_-1 (314)

Z 6lgme esitligi ise asagidaki denklem ile ifade edilir:

=l + @19

Denklem (3.14)’de wy siireg i¢in Qk (kovaryans) ile sistem giiriiltiisiinii (hata) ifade
eder ve wy, ~N (0, Q) seklinde ifade edilir. A matrisi, xk-1 durumunu k-1 zamandan k
zamana tagiyan matristir. B ise opsiyonel kontrol girisi olan u’nun x durumu ile
iliskisini saglayan matristir. Denklem (3.15)’de v, 6l¢tim degeri igin Rk (kovaryans)
ile sistem giiriiltiisiinii (hata) ifade eder ve v, ~N (0, Ry) seklinde ifade edilir. z;, k.
zamanda gozlemlenen ¢ikis vektoriidiir. H 6l¢iim degeri gecis matrisidir. wy ve vy
birbirinden farkli ve birbirileriyle iliskisi olmayan matrislerdir. Onceki (priori)
durumun kovaryans matrisi Denklem (3.16)’daki gibidir.

P; = Ele;e;"] (3.16)

Sonraki (posteriori) durumun kovaryans matrisi Denklem (3.17)’deki gibidir.

P, = Eleiefl] (3.17)
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Sekil 3.9’da Kalman filtresinin modeli gdsterilmistir. k-1. zamandan k. zamana
gecildiginde k-1. adimda elde edilen bilgilerin bir sonraki adima aktarildig:

gorilmektedir.

Zaman = k-1 Zaman = k Zaman = k+1

Sekil 3.9. Kalman Filtresi Modeli

3.6. Macar Algoritmasi

Macar algoritmasi atama (assignment) veya eslesme (matching) problemini
¢ozmek icin Macar arastirmact Harold Kuhn tarafindan 1955 yilinda gelistirilmis bir
algoritmadir [46]. Macar algoritmasi 2n tepeli bir tam iki pargali (bipartite) graf i¢in
atama problemini O(n®) aritmetik islemle ¢ozer. Bu tez ¢alismasinda hareketli
hedeflere etiket atama isleminde karsilasilan c¢akisma problemlerinde Macar

algoritmasi ile ¢oziim Uretilmistir.

Macar algoritmasini anlatmadan 6nce atama probleminden bahsetmek gerekir.
Atama problemleri hareket analizi yapan arastirmalarda en c¢ok karsilagilan
problemlerdendir. Atama probleminde, k adet hedef ve bu hedefe ulagsmasi i¢in de k
ayr1 birey bulunmaktadir. k birey iginde i. bireyin j. hedefe verilmesi durumunda ci;
maliyeti olugsmaktadir. Her hedefe mutlaka bir bireyin atanmasi ve bir bireyin sadece
tek bir hedefe atanmasi sartiyla toplam maliyeti en az olan bir gérevlendirme plani
olusturulmasi istenir. Bagka bir deyisle, en az maliyeti olusturacak birebir birey-hedef
eslesmesinin bulunmas1 beklenmektedir [47].

Problemin ¢oziimi igin ilk olarak mevcut durum nxn bir matris formunda

tanimlanir:
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X1 X X3 Xg

Yi Y2 V3 Ya
Z1 2y Z3 Zy
U4t Wy, W3 Wy

Yukaridaki matriste a,b,c,d iscileri ifade eder. 1,2,3,4 degerleri ise gorevleri ifade eder.
Matris kare oldugu i¢in her is¢i sadece bir gorev alabilir. Macar algoritmasi bu

problemi dort adimda ¢6zmektedir:

Adim-1: Oncelikli hedef indirgenmis matris elde etmektir. Indirgenmis matrisi
olusturmak i¢in maliyet matrisindeki her satirdaki en kiiciik degere sahip eleman, tim

elamanlardan ¢ikarilir.

Cizelge 3.1. Macar Algoritmasi 1.Adim
0 |x' [x3'|xy

yi' | y2' | ys' |0

Adim-2: Maliyet matrisinin satirlarindaki ¢ikarma islemi bittikten sonra siitunlardaki

tiim elemanlardan en kiigiik degere sahip eleman ¢ikarilir.

Cizelge 3.2. Macar Algoritmasi 2.Adim
0 x| x3' | xy
yi' y2 |y 0
0 |z'|z |z,

w0 w3 w,

Adim-3: Bu adima ulasmis olan matris indirgenmis matristir. Elde edilen matris
tizerinde, sifir olan elemanlarin bulundugu satirlar ve siitunlarin iizeri ¢izilir. Cizilen
satir ve siitunlarin en az sayida olmasi beklenir. Uzeri ¢izilen satir ve siitun sayis1 K
(maliyet matrisinin boyutu) sayisina esitse en iyi atama yapilmis demektir ve islem
durdurulur, esit degilse Adim-4’e gidilir.

24



Cizelge 3.3. Macar Algoritmasi 3.Adim

Adim-4: Satir ve siitunlarin {lizeri ¢izildikten sonra iizeri ¢izilmeyen elemanlar varsa
bunlar bulunur. Bu elemanlar i¢inde degeri en kiiciik olan eleman segilir. Secilen bu
deger lizeri ¢izilmeyen tiim elemanlardan ¢ikarilir. Ayni zamanda {izerinden iki defa
¢izgi gecmis tiim elemanlara da eklenir. Son adimda yeniden bir indirgenmis matris
elde edilecektir. Elde edilen bu indirgenmis matris ilenmek {izere Adim-3’e doniiliir.
Macar yonteminin basit bir yontemle ¢oziim iiretmesi islem zamani ve sayisi
acisindan c¢ok oOnemlidir. Bu yontemle dogrudan maliyet matrisi iizerinde islem
yapilmaktadir. Boylece bilgisayar hafizasi ihtiyacini olusturan sanal degiskenlerin

eklenmesi ve dejenerasyon sorunu ile ugrasmaz.

3.7. Lagrange interpolasyonu

Lagrange interpolasyonu bir polinom interpolasyonu ve egri uydurma islemi
olarak ifade edilebilir. Yontem adin1 1795’de yayinlanan bir makale ile Joseph Louis
Lagrange’dan almistir [48]. Bu tez calismasinda hareketli hedeflerin izledigi yol
bilgilerinin ayrik zamandan siirekli zamana c¢evrilmesi i¢in Lagrange interpolasyonu
kullanilmistir.

Lagrange interpolasyonu ile verilen x; ve yi noktalarindan gecen bir dogru ya da
egri uydurulur. Uydurma islemi ile olusan esitlik {izerinden istenilen noktalarin
degerleri hesaplanir. Polinomun derecesi nokta sayisi ile degisir. n adet nokta i¢in
uydurulacak polinomun derecesi n — 1 olur. Sekil 3.10°de iki noktadan uydurulmus
dogru goriilmektedir. Sekil 3.11°de ise ii¢ noktadan uydurulmus bir egri

gorlntiilenmektedir.
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*o * X, X X

Sekil 3.10. ki Noktadan Uydurulmus | Sekil 3.11. Ug Noktadan Uydurulmus
Egri Egri

k + 1 veri noktasi i¢eren bir kiime olsun;

(%0, Y0), 1, Y1), woes (%1, V) wovr (s Vi) (3.18)

Hicbir xj’nin ayni olmadig1 yerde, Lagrange formundaki polinom interpolasyonu,
dogrusal bir kombinasyon gibi caligir. Ayrik noktalarin Lagrange karsiligi Denklem
(3.19)’daki gibidir.

k
L) = ) ko) (3:19)
j=0

J

Denklem (3.19) deki [;(x) baz polinomu Denklem (3.20)’daki gibi hesaplanir.

X —Xm X — Xg X —Xj_1 X — Xj4q X — Xg
lj(x) = | | = *okk J J *kk (320)
0sm=k Xj —Xm Xj — Xp Xj — Xj_1 Xj — Xj+1 Xj — Xg
m#j

Denklem (3.20)’da biitiin x;’ler birbirinden farkli oldugundan her zaman igin;

Xj — x;,m # 0 olacak ve esitlik kusursuz bir sekilde galisacaktir.
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3.8. OpenCV

OpenCV (Open Source Computer Vision — A¢ik Kaynakli Bilgisayarli Gorii)
ger¢ek zamanh goriintii islemede kullanilan agik kaynak kodlu bir goriintii isleme
tekniklerinin fonksiyonlar halinde barmdig kiitiiphanedir. ilk olarak Intel’in arastirma
laboratuvarinda gelistirilmis, daha sonra robotik arastirma laboratuvari olan Willow
Garage tarafindan desteklenmis, son olarak da Itseez tarafindan siirdiiriilmeye devam
etmistir [49]. Kiitiiphanede 2D ve 3D o6zellik araglari, goriintii analizi, robotik hareket
kestirimi, histogram, renk uzaylari, temel doniisiimler, filtreler, eslestirme, kenar
algilama, kose algilama, sekil algilama, hareket tanima, nesne algilama, nesne tanima,
hareket takibi, yiiz tanima, mobil robotik, gibi konularna dair genel fonksiyonlar
bulunmaktadir.

Gorilintii veya videolar iizerinde islem yapma olanagi saglayan OpenCV
Kiitliphanesi ile robotbilim, otomotiv, biyomedikal, tip, tiiketim, giivenlik, tiretim ve
aragtirma alanlar gibi bir¢ok alanda gelismis uygulamalar yapmak miimkiindiir.

Kiitiiphane C programlama dilinde gelistirilmistir. C++, C#£NET, Java, Python,
Matlab gibi giincel kullanilan programlama dillerine de uyarlanmigtir. Biitiin isletim
sistemleri tarafindan desteklenmektedir(Windows, Linux, OS, Android, iOS vb. ).

Goriintii isleme tlizerine ¢alisma yapmaya olanak saglayan bir¢cok gelistirme
ortamu1 ve kiitliphane mevcuttur. Ancak OpenCV ’nin diger kiitliphanelerden farki sdyle
siralanabilir:

1. Sadece bilgisayarli gorii lizerine c¢alistyor olmasi ile biiylik bir islem ve
fonksiyon tecriibesi bulunmaktadir.

2. C ile yazildig1 i¢in endiistriyel tasarimlara da uygun calisabilmektedir. C
programlama dili ile yazilmasi OpenCV’ye platform bagimsizlig1 yetenegi
kazandirmistir.

3. Acik kaynakli yazilmis olmasi ile gelistiricilere giivenlik dnlemi alma olanagi

ve kod hakimiyeti saglamistir.
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4. SISTEM TASARIMI

Bu tez galismasinda tasarlanan sistem; ornek temini, donanim tasarimi ve
yazilim tasarimi olmak iizere ii¢ asamadan olusmaktadir. Bu boliimde bu ii¢ asama i¢in

detayl bilgi verilecektir.

Sperm Ornegi

Temini — 3| Donanim Tasarimi »| Yazilim Tasarimi

Sekil 4.1. Sistem Tasarimi

4.1. Bahk Sperm Ornegi Temini

Calismada kullamilan sperm &rnekleri Inénii Universitesi Siirgii Meslek
Yiiksekokulu Su Uriinleri Arastirma Tesisinde yetistirilen gokkusagi alabaliklardan
elde edilmistir. Ureme mevsiminde sperm &rnekleri alinmis ve immotil soliisyon
(sperm hiicrelerinin hareketlerini engelleyici soliisyon) icerisine birakilarak soguk
zincirde saklanmigstir. Daha sonra bu 6rnekler incelenmek {izere mikroskop altinda
aktivasyon soliisyonu eklenerek hareketlendirilmis ve goriintii alinmigtir. Siirekli
olarak sperm Ornegi temin edebilen laboratuvar ortami bu sistemin gelistirilmesine

bliytik katki saglamistir.
4.2. Donanmim Tasarimi

Mikroskopta incelenen 6rnegin goriintiisiinii kameraya aktarmak i¢in kamera
mikroskopun iizerine monte edilmistir. Boylece mercekten gelen goriintii kameradan
goriintlilenebilmektedir. Montaj isleminin yapilabilmesi i¢in mikroskop kasasinin
buna uygun olmasi gerekmektedir. Gorlintiilerin daha saglikli alinabilmesi icin de
analog kamera kullanilasina karar verilmistir. Analog kameradan goriintiilerin
alinmasi i¢in bir bilgisayara Cat5 kablo ile baglanmis ve goriintiiniin bilgisayardan
izlenmesi ve bir depolama aygitina kaydedilmesi saglanmistir. Boylece kaydedilen bu
goriintiilerin bilgisayar ilizerinde analizinin yapilabilmesi saglanmistir. Sekil 4.2°de

sistemin donanim yapis1 gorsel olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.2. Sistemin Donanim Yapisi

Calismada kullanilan mikroskop “Olympus BX53” modelidir. Bu firiinii tercih
etmemizin sebepleri; 20000 saat LED aydinlatma sistemi ile 151k yogunlugunu en iyi
sekilde yoneterek parlakligi kontrol etmesi, floresan, faz kontrasti, polarizasyon ve
karanlik alan gibi g¢esitli modiiler iinitelere sahip olmasi, biiyiitme oranini 2x’den
100x’e kadar c¢ikarabilmesidir. Zira sperm hiicrelerini analiz ederken kullanilan
mikroskopun karanlik alan aydinlatmasi ve en az 20x’e kadar biiyiitme 6zelliklerinin
olmasi1 gerekmektedir.

Kullanilan analog kamera “Sony Impela SNC-VB600B” modelidir. Maksimum
¢Oziiniirliigi 1280 x 1024, Maksimum kare hiz1 60 FPS olabilmektedir. Calismada
1280x720’lik ve 30 FPS’lik videolar kullanilmistir. Bu degerlerin sperm analizi igin

yeterli oldugu goriilmiistiir.

4.3. Yazilim Tasarimi

Bu tezle sunulan sistem, C++ ve C#.NET programlama dili ile yazilmis ve
Microsoft Visual Studio 2013 ortaminda gelistirilmistir. Goriintii isleme ile ilgili
yazilan kodlamalar C++ dilinde gelistirilmistir. Mikroskoptan goriintii kaydedilmesi
islemleri, raporlama, yardim gibi boliimler C#NET dilinde gelistirilmistir. Yazilimimn

akig diyagrami Sekil 4.3’da gosterilmistir.
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i=0 j=0
toplamSayi =0;
M = frame sayisi;
M =0 {Spem Sayisi)

<N

sayi = toplamSayi / (i+1)

Y

WL Dgerini Hesapla

Y

WCL Degerini Hesapla

Y

VAP Degenni Langrange
Interpolasyonu ile Hesapla

l

STR. LIN, WOB, BCF, ALH ve
MAD Degerlerini Hesapla

l

Hareketh ve Hareketzsiz
Hizre Saylanm Hesapla ve
Hizlarna Gare
Sinaflandirma Yap

i

=)

Gérintiyu Gauss Blur
ile yurnusat

l

VIEE ile arka plan
gikarma islemini yap

Garuntiyu Adaptive
Threshold ibe Tkilik
Duzene Cevir

'

Kalman Filtresi ile
Mesneler Tahmin Et

:

Hough
Transformation ile
Segmentasyon

Macar Algoritmasi ile
Eslesme Problelerini
Gider

X = segmentasyon says;

toplamSayi += X

=i+l

Tahmini Yapilan
Nesnelere Mumara Ver
Eder Yeni bir numara
verildiyse M'yi 1 artir

Mesnenin piksel
koordinatini diziye at

Sekil 4.3. Sistemin Akig Diyagrami

30




Yazilmin Sahte Kodu:

1. Baglat.

A w0

. Sperm videosunu Capture metodu ile al.
. Integer i =0, j = 0 ve toplamSayi =0 degerlerini tanimla.

. Integer “N = videoda incelenecek goriintii karesi (frame) sayis1” degerini tanimla.

5. Integer M = 0 degerini tanimla.

. Eger i >= N ise 23. Adima git.

img = Videodaki i. goriintii karesi.

img = Gauss(img) ile goriintliyii yumusat.

img = AdaptiveThreshold(img) ile 6zellik ¢ikarimi yap ve ikilik formata cevir.

hough = Hough(img) ile segmentasyon yap.

toplamSayi = toplamSayi + hough.size() - bulunan daire sayilarini topla.
Egeri =0 ise 22. adima git.

img2 = Videodaki i. goriintii karesi.

img2 = BacgroundSubstruction(img?2) - arka plan ¢ikarimi yap.

sperm = Kalman(img2) — nesne tahmini yap.

sperm = Macar(sperm) — atama problemlerini gider.

M = Max(sperm.numarasi) — son verilen numara satyisini al.

Integer j = 0 degerini tanimla.

Eger j >= sperm.size() ise 22. adima git.

dizi[i,j] = {i, sperm[j].numarasi, sperm[j].XKoordinat, sperm[j].YKoordinat}

j=j+1yapve19. adima don.
i =i+1 yap ve 6. Adima don.

. Ortalama sperm say1s1 = toplamSayi / (i+1)

. VSL = VSLHsapla(dizi).

. VCL = VCLHesapla(dizi).

. VAP = VAPHesapla(dizi).

. ALH = ALHHesapla(dizi), BCF = tepeNoktaSayisi.

. MAD = MADHesapla(dizi).

.STR=VSL/VAP, LIN =VSL /VCL, WOB = VAP/VCL degerlerini hesapla
. Hareketli hiicrelerin siniflandirmalarini yap.

. Bitir.
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4.3.1.Sperm Sayim

Sperm sayimi i¢in videodaki tiim karelerden faydalanilmistir. Tiim karelerdeki
hiicre sayist ortalamasi alinarak sperm sayimi icin bir tahminde bulunulmustur.
Mercegin baktigt noktadaki sperm yogunlugu lamel iizerindeki Ornegin her
bolmesinde ayni olmayabilir. Ancak spermiogram ile ilgilenen uzmanlar 6zel
soliisyonlar kullanarak sperm yogunlugunu olabildigince dagitabilmektedirler. Bu
sayede bu tahmin gercege daha yakin olabilmektedir. Ayrica mercegin baktig1 ac1 da
genisletilerek (20X yerine 10X mercek ile gdzlem yapmak) daha homojen bir yapida

inceleme yapilmis olacaktir.

Sekil 4.4. Ornek Sperm Video Goriintiisii

Sperm Sayimi i¢in videodan alinan ve bir 6rnegi Sekil 4.4’de gosterilen her

gorilintii i¢cin asagidaki islemler yapilmistir:

1. Goriintii gri formata ¢evrilmis ve Gauss filtresi uygulanmistir. Goriintiiye
Gauss filtresi uygulanmasi Sekil 4.5’de gosterilmistir.

2. Gauss ile filtrelenen goriintii Otsu metodu kullanilarak adaptif esikleme ile
ikilik (binary) formata cevrilmistir. Esikleme ile siyah beyaza cevrilen
goriintii Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

3. Elde edilen ikilik formattaki resim iizerindeki hiicre olamayan nesneleri
temizlemek i¢in balik spermine uygun olan karakteristik 6zelliklere gore

Erosion ve Dilation islemleri uygulanmistir.
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4. Elde edilen goriintii lizerinde Dairesel Hough Doniisiimii ile segmentasyon
yapilmis ve sperm baslar1 tespit edilecektir.

5. Segmentasyon sonunda elde edilen daire bilgileri ile sayim yapilmastir.

6. Tim karelerde sayim yapildiktan sonra ortalama alinmis ve nihai say1 elde

edilmisgtir.

Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de gauss filtresinden gecirilmis
sperm hiicrelerine ait gériintiiniin hangi T esik degerinde nasil bir sonugla siyah-beyaz
resim formatina doniistiiriildiglinii asamali olarak gorebiliriz. Adaptif Otsu esikleme

kullanildiginda daha uygun formlar elde edilebildigi goriilmektedir.

Sekil 4.5. Gauss Filtresinden Gegirilen

Orijinal GOriintii

Sekil 4.7. T Esik Degeri 0,75 Sekil 4.8. T Esik Degeri = 0,5882
(Otsu ile bulunan)

Ikilik formata déniistiiriip, adaptif esikleme ile hiicrelerin daha belirgin hale
getirildigi gorlintimiiz lizerinde artik segmentasyon islemini yapabiliriz. ~ Sperm
hiicreleri sekil itibariyle daireseldir. Bu sebeple Hough donisiimii kullanilarak
goriindii tizerinde boliitleme yapilmis ve dairesel noktalarin yeri belirlenmistir. Hough
dontisiimiinii ile segmente edilen dairelerin yaricap araligini belirlemek miimkiindiir.
Bu sayede sperm hiicresi olmayan kirli zemin veya soliisyon maddelerinin elenmesi

saglanabilmektedir.
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Sperm hiicrelerinin bas bolgesi genel olarak belirli araliklarda yarigapa sahiptir.
Bu aralik deneme yanilma yontemi ile saptanmis ve dairesel Hough doniisiimiinde
otomatik tespit icin parametrik bir deger olusturmustur. Dairesel Hough doniistimii
uygulandiktan sonra goriintii izerinde, génderilen parametrik araliga uyan yarigaptaki
daireler bir liste halinde geri gonderilir. Bu listede her bir satirdaki ilk iki deger
dairenin x ve y koordinatinda bulundugu noktanin degerleri, ligiincii deger bulunan
dairenin yarigap degerini, son deger ise daireye benzeme oranini temsil etmektedir.
Hough ile elde edilen listede sperm hiicresi olmayan ¢ok fazla merkezi noktanin
olustugu goriilmiistiir. Bu noktalar aslinda ayn1 daire i¢inde bulunan pikseller farkli
benzeme oranlar1 ile yapilmis segmentasyon bilgileridir. Aslinda merkezi noktasi
kendi daireleri i¢ine giren bu noktalar1 elemek i¢in bir esik degeri ile benzeme orani
karsilastirilmis ve esik degerden diisiik olan benzeme oranina sahip nesneler listeden
cikartlmistir. Egik deger oncelikle rasgele se¢ilmis ardindan deneysel sonuglarla belirli
bir say1 elde edilmistir. Benzeme oran1 diisiik olan bu hiicrelerin listeden ¢ikarilmasi
ile nihai liste elde edilmis olur. Olusan listede bulunan sekillerin x ve y diizlemindeki
merkez koordinat bilgileri ve dairenin yarigap:t bilgileri bir sonraki asamada
kullanilmak i¢in gonderilir. Son olarak listedeki bilgilerden yola ¢ikilarak Sekil

4.9°deki gibi gergek goriintii tizerinde bulunan hiicreler renklendirilmistir.

Sekil 4.9. Dairesel Hough Dontisiimii ile Sayilmis Sperm Goriintiisii
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Alman tek bir kareden toplam sperm say1s1 tahmini yapmak her zaman dogru sonuglar
iiretmeyecektir. Islemin dogruluk oranmi artirmak igin birim kareye diisen sperm
sayisinin homojen olarak dagilmasi beklenir. Bu durumu saglamak icin &zel
karisimlarla elde edilen aktivasyon soliisyonlar1 kullanmak gerekir [1]. Yapilacak bir
diger islem de goriis agisin1 genisletmektir. Bu sayede daha ¢ok alana bakarak daha
homojen bir sayim saglanabilir.

Toplam say1 tahmini i¢in Oncelikle baktigimiz karenin boyutunu bilmeliyiz.
Genislik ve yiiksekligi bilinen bu alan igin bilinen sayr Imm?®lik alanda ne kadar
sperm hiicresi olabilecegine dair bir fikir verecektir. Goriintii alaninin boyutunu
ogrenebilmek i¢in Makler sperm sayma kamarast kullanilmistir [36]. Sekil 4.10°da

Makler sperm sayma kamarasi kullanilarak alinmis bir goriintii bulunmaktadir.

Sekil 4.10. Makler Sperm Sayma Kamarasindan Alinan Goriintii

Makler sperm sayma kamarasi ile bakilan alanda boyutu sabit kareler
goriilmektedir. Bu da genislik ve uzunluk olarak niceligi belirlenmis bir alana
baktiginiz anlamina gelmektedir. Makler ile alinan goriintiide her bir kare 25 pm’dir.
Bu sayede toplam goriintiilenen ¢ergcevenin pum birimi ile genisligi ve uzunlugu
belirlenmistir. Alinan goriintiiniin 1280x720 piksellik goriintii oldugunu diistinecek

olursak bir pikselin boyutu asagidaki gibi olacaktir:

1280 (4.1)

piksel boyutu = W

Denklem ’de bir pikselin boyutunu elde ettikten sonra goriintiilenen alanin derinliginin

de bilinmesi gerekmektedir. Bu derinligi belirlemenin iki yolu vardir: Derinligi sabit
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lameller kullanmak veya derinligi sabitlestiren soliisyonlar kullanmak. Bu verilerle bir

hacim bilgisi elde edilebilecektir.

hacim = Genislik x Uzunluk x Derinlik (4.2)

Denklem (4.2)’de genislik, uzunluk ve derinlik bilgileri milimetreye ¢evrilerek
hesaplama yapilir. Son olarak elde edilen hacim degeri milimetre® birimi ile ifade
edilir. Bu degeri mililitreye doniistiiriilerek 1 mililitreye diisen sperm sayis1 hesaplanir.
Bir mililitreye diisen toplam sperm sayisini etkileyen unsurlardan biri de seyreltme
oranidir. Kullanilan soliisyondaki seyreltme orani kadar hiicre dagilimi yagsanacagi i¢in
seyreltme yapilmadiginda gozlemlenen bolgede seyreltme orani kati kadar hiicre
goriintiilenecektir. Bu da tespit islemini daha zor hale getirecektir. Seyreltme (S) orani
da denkleme eklendiginde 1 mililitredeki toplam sperm sayisi tahmini su sekilde
formiile edilebilir:

N (4.3)

Denklem (4.3)’de; T toplam tahmini sperm sayisini, N bir karede tespit edilen sperm
hiicresi sayisini, H goriintiilenen karenin mililitre cinsinden hacmini, S ise aktivasyon
soliisyonunda belirlenen seyreltme oranmi temsil etmektedir. Ornek olarak;
goriintiilenen karenin hacminin 0,00000648 ml oldugu, seyreltme oraninin 1000 kat
oldugu, goriintiilenen karelerde tespit edilen ortalama sperm hiicresi sayisinin 200

oldugu bir ortamda toplam tahmini sperm sayis1 soyle olacaktir:

T=—22 %1000 =30x10°
0,00000648

Bir mililitrede bulunan toplam sperm sayis1 tahmini i¢in yapilan bu ¢alisma WHO

standartlarina uygun olarak gelistirilmistir [3].

4.3.2.Coklu Sperm Takibi

Sperm goériintiilerinden analiz yapabilmek icin video goriintiilerdeki biitlin
hareketli hiicrelerin takip edilmesi gerekmektedir. Bir videoda FPS 6zelliklerine ve
video stiresine gore belirli sayida goriintii karesi vardir. Sperm analizi yapabilmek i¢in

tiim kareleri incelemek dogru sonuglar iiretmeyecektir. Dogru analiz yapabilmek i¢in
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belirli sayida goriintii incelemek daha net sonuglar iiretecektir. Canli tiiriine gore
spermler aktive olduktan sonra ¢ok uzun veya ¢ok kisa bir siire iginde hareketliliklerini
kaybetmektedirler. Genel olarak aktivasyonun hemen basinda ¢ok hizlidirlar. Bu
ornekten 6rnege degisen bir hal de alabilir. Kimi 6rnekte aktivasyondan birkag saniye
sonra hareketlilik artmaya baslamaktadir. Dogru sonuglar iiretebilmek i¢in incelenecek
saniye araligimi belirlenebilmelidir. Bununla beraber incelenen kare sayisi arttikca
analiz islemi de gereksiz bir sekilde uzamaktadir. Bu sorunlar1 gidermek i¢in yazilima
analizin baglanacagi saniye ve ka¢ goriintiiniin incelenecegi bilgisi parametrik olarak
gonderilmektedir. Boylece kullanic istedigi aralikta 6rnek alabilecektir.

Sperm analizi yapabilmek i¢in kalite parametrelerinin  belirlenmesi
gerekmektedir. Kalite parametreleri genel olarak hareketlilik ve hiz verilerinin
saptanmasi ile belirlenebilmektedir. Hareket ve hiz bilgilerinin elde edilebilmesi i¢in
sperm gorintiisiindeki her hiicre ayr1 ayri takip edilmeli ve gectigi noktalar
belirlenmelidir. Sperm hiicresi takibi i¢in bu c¢aligmada asagidaki adimlar

uygulanmaistir:

1. Adim: Goriintii iizerinde VIBE algoritmast ile arka plan ¢ikarimi yapilmistir. Coklu
nesne takibi yapabilmek i¢in arka plan c¢ikariminin saglam ve kararli caligmasi
gerekmektedir. Bu anlamda VIBE algoritmasi son yillarda gelistirilen en iyi arka plan

¢ikarimi algoritmalarindan birisi olmasi sebebiyle bu ¢alismada tercih edilmistir.

2. Adim: Arka plan ¢ikariminin ardindan Kalman Filtresi kullanilarak nesne tahmini
ve etiket atama islemi yapilmistir. Nesne tahmininden kasit bir dnceki karedeki
bilgilerden yola ¢ikilarak bir tahmin yapilmasidir. Yani hareketli nesnelerden x;. nesne

k. karede nerede ve k+1. karede nerede sorularina cevap tiretilmistir.

3. Adim: Kalman’dan sonra bazi hatali etiketlemeler oldugu tespit edilmistir. Kalman,
hareket halindeyken iist iiste gelen hiicrelerin bir sonraki karede hangi pikselde
olacagina karar vermekte zorlanmaktadir. Bu problemi ¢6zmek icin eslesme ve atama
problemlerinde 1iyi sonuglar {iireten Macar algoritmasi kullanilmistir. Macar
algoritmasi ile bir son 4 goriintii karesindeki konum bilgilerinden yola c¢ikilarak

eslestirme tablosu olusturulmus ve en uygun etiket atama iglemi yapilmistir.

4. Adim: Atama islemi bittiginde tiim hareketli nesnelere bir numara verilmis olur.
Ayn1 zamanda bu hareketli nesnelerin hangi karede ve (x,y) koordinat diizleminde

hangi konumda oldugu bilgisi de hafizaya alinir.
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5. Adim: Tiim goriintii kareleri bu sekilde islendikten sonra elde edilen ve igerisinde
goriintii karesi numarasi, nesne numarasi, X koordinatt ve y koordinati bilgilerini

barmndiran bir tablo hesaplama yapilmak tizere olusturulur.

4.3.2.1. VIBE Algoritmasi ile Arka Plan Cikarma

Iyi bir nesne takibi yapabilmek i¢in iyi bir arka plan ¢ikarimi yapilmalidir. VIBE
algoritmasi ile arka plan ¢ikarimi yapabilmek icin Oncelikle piksel bazli bir model
smifi olusturulmus ve gorilintiideki her piksel i¢in bu model tiiretilerek bir piksel
modeli listesi elde edilmistir. Bu piksel modeli; pikselin x koordinati, y koordinati,
giincelleme faktorii, karsilastirma esigi gibi bilgileri barindirir. Ilk goriintii karesinden
sonra gelen diger goriintii karelerindeki her piksel i¢in bir dnceki piksel degerlerinin
farki alinarak bir karsilastirma esigi degeri ile karsilastirma yapilir. Eger fark bu esik
degerden kiiciikse lizerinde degerlendirme yapilan bu piksel arka plana aittir. Eger fark
esik degerden biiyiik ve esitse piksel hareketli bir nesneye aittir. Pikselleri bu sekilde
iki sinifa ayirdiktan sonra goriintii, arka plan rengi siyah ve hareketli hiicre rengi beyaz
olacak sekilde tekrar olusturulur. Sekil 4.11°’de alinan bir video goriintiideki bir

videodaki herhangi bir goriintii karesinde arka plan ¢ikarimi resmedilmistir.

Sekil 4.11. VIBE Algoritmasi ile Arka Plan Cikarimi
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4.3.2.2. Kalman Filtresi ile Etiket Tahmini

Arka plan ¢ikarimi yapildiktan sonra bir sonraki goriintiide karsilagtirma yapmak
tizere bir glincelleme islemi yapilir. Piksellere ait modeller yeni degerleri ile
giincellenir. Bu asamadan sonra artik goriintii iizerinde etiket atama islemi yapilabilir.
Etiket atama islemi, hareket halindeki bir sperm hiicresinin zaman ¢izelgesindeki
konum bilgisi i¢in gereklidir. Etiket atama isleminde bir 6nceki goriintiiden gelen
veriler de degerlendirilmelidir. Etiket atanacak sperm hiicresinin bir dnceki goriintiide
var olup olmadig1 ve varsa hangi etiketle atandig: bilgisi ile ya yeni numara verme
islemine tabi tutulacak ya da daha once numara verilen hiicrelerden birinin devami
oldugu tahmin edilerek o hiicrenin numarasi atanacaktir. Kalman filtreleme ile tahmini

etiket atama islemi Sekil 4.12°de gosterilmistir.

k. Goriintii k+1. Goriintii

Sekil 4.12. Kalman Filtresi ile Sperm Numarast Tahmini

4.3.2.3. Macar Algoritmasi ile Atama Problemlerini Giderilmesi

Kalman Filtreleme ile etiket atama islemi Ozellikle iist iiste binen sperm
hiicrelerinde hatali sonuglar iiretebilmektedir. Tahmin isleminde bir pikselin hangi
etiket gurubuna dahil oldugunu anlamak i¢in Kalman bir 6nceki goriintiideki piksel
modeline ait verilerden faydalandigina goére bu durumda yanlis karar vermesi
muhtemeldir. Burada bir etiket atama problemi olusmaktadir. Sekil 4.13.’de etiket

atama problemine bir 6rnek gosterilmistir.
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K. Goriintii k+1

k+2 k+3

Sekil 4.13. Etiket Atama Problemi

Etiket atama problemini gidermek i¢in bu tiir problemlerde oldukg¢a basarili sonuglar
tireten Macar algoritmasindan faydalanilmistir. Sekil 4.13’de k. zamanda alinan
goriintiide farkli koordinatlarda mavi, mor ve kirmizi renkle boyanmis farkli spermler
gosterilmistir. Bu sperm hiicrelerinden mavi ve kirmizi renkte olanlar1 k+1. zamanda
tist Uste bindigi goriilmektedir. k+1. zamanda mavi ve mor hiicrelere bir etiket
atanabilmesi i¢in bir onceki kareden gelecek bilgiler yeterli olacaktir. Ancak k+2.
zamanda bir Onceki kareden gelen veriler ¢akisma problemini olusturacaktir. Bu
problemin giderilmesi i¢in Macar algoritmasi ile 6nceki 4 karedeki koordinat bilgileri

yardimiyla en uygun segenek atanir.

4.3.2.4. Hareketli Spermlerin Konumsal isaretlemesi

Son adimda hareket halinde olduklar1 tespit edilen biitiin hiicreler Sekil
4.14°deki gibi isaretlenmistir. Biitiin goriintii kareleri bu sekilde incelenmis ve

hiicrelerin 6zellikleri hesaplanmak tizere kayit altina alinmagtir.
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Sekil 4.14. Hareketli Sperm Hiicreleri

Her bir karedeki hiicre oOzelliklerini saklamak igin bir analiz modeli sinifi

olusturulmustur. Analiz modeli asagidaki 6zelliklerden olusmaktadir:

1. Goriintii Numarasi: Parametrik olarak gonderilen baslangi¢c saniyesindeki
goriintli karesi ilk olacak sekilde ardigik gelen goriintiliniin sirasidir.

2. Hiicre Numaras1: Her goriintiide etiketlenen hiicreye verilen tanimlayici
sayidir.

3. Piksel Konumu (X)

4. Piksel Konumu ()

4.3.2.5. Hesaplama Tablosunun Olusturulmasi

Her goriintli incelendikten sonra o goriintii i¢in yukaridaki bilgileri igeren bir
model olusturulur ve bu model analiz modeli listesine eklenir. Cizelge 4.1.’de 6rnek
bir model listesi gosterilmistir. Cizelge 4.1.’de iki goriintii karesinden alinmig 10 adet
sperm hiicresine ait takip bilgileri yer almaktadir. Bu listedeki satir sayisini
incelenecek goriintii karesi sayisi ve her goriintiideki hareketli sperm hiicresi sayisi

belirlemektedir.
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Cizelge 4.1. Sperm Hiicrelerinin Konumu I¢in Ornek Tablosu

Goriintii Numarasi | Hiicre Numarasi | Piksel Konumu (X) | Piksel Konumu (Y)
3 1 238 713
3 2 633 558
3 3 217 709
3 4 367 710
3 5 347 706
3 6 535 655
3 7 646 656
3 8 664 649
3 9 498 613
3 10 6 632
4 1 238 714.235
4 2 628.129 539.491
4 3 216.026 709.974
4 4 383.561 711.948
4 5 347.974 706.974
4 6 535 655
4 7 630.413 662.819
4 8 664 649.974
4 9 505.793 615.922
4 10 6 632

4.3.3. Kalite Parametrelerinin Hesaplanmasi ve Yeni Yaklasimlar

Cizelge 4.1.°deki gibi elde edilen hesaplama tablosu ile sperm kalite
parametreleri olan VSL, VCL, VAP, LIN, STR, ALH, MAD, BCF ve WOB degerleri
hesaplanmistir. Her bir parametre i¢in literatiirde belirlenmis olan hesaplama
yontemleri uygulanmistir. VCL, VAP ve ALH hesaplama yontemlerine yeni

yaklasimlar onerilmistir.

4.3.3.1. VSL Hesaplama

Diiz Cizgi Hizi. Her bir sperm hiicresi i¢in baslangictaki goriintii karesi ile bitis
goriintii karesinde bulundugu noktalarin arasindaki diiz ¢izgi uzakliginin zamana
boliinmesinden elde edilir. Tiim hareketli hiicreler i¢in VSL hesaplamas: yapildiktan
sonra toplanir ve hiicre sayisina boliiniir. Bdylece ortalama bir VSL degeri elde edilmis
olur [50, 51]. VSL hesaplama Denklem (4.4)’deki gibidir.
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Z' <\/ (e — x0132*+A t(yk — yo)2> 4

=0

VSL =

n

Denklem *de x ve y 2 boyutlu piksel uzayindaki enlem ve boylam koordinat diizlemini
ifade eder. n, video takibi boyunca tespit edilen toplam hareketli sperm hiicresi
sayisidir. (Xk, Y«), hiicrenin son karedeki konumunu ifade eder. p, sperm hiicrelerinin
gecis yaptigi (x,y) noktalarinin toplam sayisidir. At, incelenen goriintii karesi boyunca

gecen zamani temsil etmektedir ve Denklem (4.5)’deki gibi hesaplanmustir.

K (4.5)
At = — '
S

Denklem (4.5)’de K, analiz edilen toplam goriintii karesi sayisini ifade eder. S ise
videonun saniyedeki kare hiz1 bilgisidir. Orek bir VSL degeri hesaplamas1 Sekil
4.15.”de gosterilmistir.

¥, |

Sekil 4.15. VSL Hesaplama

Cizelge 4.1°de saniyede 30 goriintli karesi ile alinan videodaki 2 numarali
hiicrenin hareketi i¢in baslangi¢c goriintii karesinin 3 ve bitig goriintii karesinin 4

oldugunu varsayalim, bu durumda 2 numarali hiicrenin VSL degeri;

(628,129 — 633)% + (539,491 — 558)2

5 = 143,544 olacaktir.
2+ (3p)
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4.3.3.2. VCL Hesaplama

Egri Cizgi Hiz1 (um/s). Sperm basinin videodaki baslangi¢ noktasindan bitis
noktasina kadar gectigi tiim noktalarin birlesmesi ile olusan uzakligin zamana
boliimiinden elde edilen deger. Her sperm hiicresi i¢i VCL hesaplamas1 yapildiktan
sonra ortalama bir VCL degeri elde edilir [50, 51]. VSL hesaplama Denklem (4.6)’deki
gibidir.

. \ p* AL / (4.6)

VCL =

Denklem (4.6)’de i¢ toplam, sperm hiicresinin gectigi noktalarin birbirlerine olan
uzakliklarinin toplanmasi ile ilk kareden son kareye kadar aldigi toplam yolun
hesaplanmasidir. Dig toplam ise hizlarinin (VCL) toplamini ifade eder. Ornek bir VCL
degeri hesaplamasi Sekil 4.16°de gosterilmistir.

(x,¥)

(5. %)

Sekil 4.16. VCL Hesaplama
4.3.3.3. VAP Hesaplama

Ortalama yol hizi (um/s). Egrisel yolun diizlestirilmesi ile elde edilen yolun
zamana boliinmesi ile elde edilir. Her bir noktada VSL ve VCL degerinin ortalamasi
alinarak hesaplanir [50, 51]. Bu parametre arastirmaciya hiicrelerin hedefine hangi

meyille gittiginin bilgisini vermektedir. VAP degeri her bir hiicre i¢in hesaplandiktan
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sonra ortalama bir deger {iretilir. Denklem (4.7)’da VAP hesaplamasi formiile

edilmistir.

C Y Em T G )

p * At (4.7)

VAP = J=0

Denklem (4.7)’da x ve y ifadeleri VSL ve VCL koordinatlarinin ortalamasidir.
Ortalama yol ¢izgisini hesaplamak i¢in her hiicrenin t. zamanindaki VSL ve VCL
konumlar1 kayit altina alinmis ve VAP hesaplamasinda kullanilmistir. Ornek bir VAP

hesaplamasi1 Sekil 4.17°da gosterilmistir.

¥, |

Sekil 4.17. VAP Hesaplama

VSL her zaman i¢in diiz bir ¢izgidir. Ancak ayn1 durum VAP ve VCL i¢in gegerli
degildir. Ayrik zamanli konum birlestirme yapildig1 icin gergek uzunluk elde
edilememektedir. Elde edilen ayrik zamanl ¢izgiden siirekli zamanli ve gergege daha
yakin bir bilgi elde edebilmek icin Lagrange egri uydurma yontemi kullanilmig ve

sistem daha kararli hale getirilmistir.

4.3.3.4. Lagrange ile VCL ve VAP Hesaplamada Yeni Bir Yaklasim

Literatiirde VAP ve VCL hesaplamas1 ayrik zamanli koordinat diizlemi {izerinde

yapilmaktadir [50]. Eger incelenen video iizerinde hareket halindeki sperm hiicreleri
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cok hizli hareket ediyorsa ve kameranin FPS’si diisiikse yakalanacak goriintiilerde iki
zaman araligindaki konum farklilig1 ¢ok fazla olacaktir. Bu konum farkliligi ayni
zamanda VAP ve VCL degerlerinin gercek degerinden uzaklasmalarina sebep
olacaktir. Bu durumu 6nlemek i¢in egri uydurma yontemi ile siirekli zamanli sisteme
gecis yapilabilir. Her bir hiicrenin gectigi noktadaki (VCL + VAP) / 2 noktasindaki (x,

y) koordinatlarinin listesi Denklem (4.8)’deki formiil ile siirekli zamana doniistiiriiliir.

k
L@ = ) b (48)
j=0

Sekil 4.17°da gosterilen ayrik zamanli noktalarin birlestirilmesi ile elde edilen
dogru Lagrange interpolasyonu ile siirekli zamana gecirilmis ve Sekil 4.18’deki gibi

bir dogru elde edilmistir.

(X Vo) |

Sekil 4.18. Lagrange interpolasyonu ile VAP Egrisi Uydurma

Lagrange ile alman sonuglar klasik yonteme gore farkliliklar gostermistir. Bir
videodan alinan 10 adet farkli hiicrenin VAP hesaplamasinda klasik yontem yerine
Lagrange yontemi kullanildiginda ortaya c¢ikan farkliliklar sonuglar boliimiinde

gosterilmistir.
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4.3.3.5. LIN Hesaplama

LIN, Cizgisel rotanin dogrusalligi, VSL parametresinin VCL parametresine

bolimii ile elde edilir [50, 51].

VSL (4.9)

LIN = —
VCL

4.3.3.6. STR Hesaplama

STR, Ortalama rotanin dogrusalligidir. VSL parametresinin VAP

parametresine boliimii ile elde edilir [50, 51].

VSL (4.10)

4.3.3.7. ALH Hesaplama

ALH, sperm baginin lateral yer degistirme genligidir [50, 51]. Ayn1 zamanda bir
sperm basmin ortalama rotast1 boyunca yana sapma uzunlugu da (yalpalama)

denilebilir.

Sekil 4.19. ALH, Ortalama Yoldan Sapma Genligi

ALH bilgisi hesaplanmadan 6nce sperm hareketliligi ile olusan dalgalanmalarin

tepe noktalarinin belirlenmesi gerekir. Yayilimin tepe koordinatlarini tespit edebilmek
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icin Oncelikle VAP ve VCL dogrularinin zamansal boyuttaki (x, y) karsiliklarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu sayede tepe noktalari belirlendiginde t zamanindaki
VAP degerinden ¢ikarilarak ALH degerleri elde edilebilir. Tepe noktalarini belirlemek
icin VCL dogrusunun VAP dogrusundan uzaklasma ve VAP dogrusuna yakinlasma
anlarindan faydalanilmistir. Tepe noktasi hesaplama 2 adimdan olugmaktadir:

Birinci Adim: VAP dogrusundan uzaklagarak devam eden bir VCL dogrusu i¢in T
tepe noktast Denklem (4.12)’deki gibi hesaplanir. ilk hareket VAP ¢izgisinin VCL
cizgisinden uzaklasarak devam ettigi bir ilerleme hareketidir. Bu hareketten sonra

T, = 1 oldugu noktada yakinlagsma iglemi baslar.

Ui = (VEL(x) = VAP())* + (VELO) — VAP())? (“.11)
= {0 U= U1 20 (4.12)
Tk B {1; Uk_ Uk—l <0 } kER

ikinci Adim: VAP dogrusuna yakinlasarak devam eden bir VCL dogrusu icin T tepe
noktas1t Denklem (4.13)’deki gibi hesaplanir. Yakinlasma hareketi boyunca Tj, = 1
oldugu noktada uzaklagsma hareketi baglamis olur ve 1. adima dontiliir.

(0, Up— Up_y <0 (4.13)
T = {1, U, — U,\,,_1>0}kER

Tepe noktalar1 belirlendikten sonra, Tj, degerinin 1 oldugu tiim k noktalar1 icin
hesaplanan biitiin U, degerlerinin ortalamas1 alinarak her bir sperm hiicresinin ALH

degeri hesaplanir.

P
= (4.14)
p
Tiim hareketli sperm hiicreleri i¢in ALH degeri hesaplandiktan sonra ortalama ALH
degeri elde edilir:
ALy = Zizo(ALH) (4.15)
n

4.3.3.8. MAD Hesaplama

Ortalama agisal hareket (derece). Sperm basinin anlik doniisleri sirasinda yaptigi

acisal degisikligin ortalamasidir. ALH hesaplamasi yaparken elde edilen tepe
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noktalarinin birbiri arasinda yaptigi acisal hareketlere bakilir [51]. Calismada bir

sperm hiicresine ait MAD hesaplamasi1 Denklem (4.16)’deki gibi yapilmistir.

MAD, = 2k=0(01) (4.16)

MAD hesaplamasinda tepe noktalarinin kendi aralarindaki yaptiklar1 agilar Sekil
4.20°da gosterilmistir.

Sekil 4.20. MAD Hesaplama

Tiim hareketli sperm hiicreleri icin MAD degeri hesaplandiktan sonra ortalama MAD
degeri Denklem (4.17)’daki gibi elde edilir:

i=o(MAD;) (4.17)
n

MAD =

4.3.3.9. BCF Hesaplama

Capraz Kesisme Frekansi (kesigme/saniye). Spermin egrisel ¢izgi rotasinin
ortalama rotasiyla kesisme siklig1 ortalamasidir. VAP ve VCL c¢izgilerinin birbirini

kestigi noktalarin sayisi alinarak elde edilmistir [51].

4.3.3.10.WOB Hesaplama

Spermin ilerleme karasizligidir. VCL yolunda ilerlerken izlenen dalgalanmanin
ortalama yola orani ile hesaplanir ve VAP degerinin VCL degerine orani ile elde

edilmistir [50, 51].

VAP (4.18)
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4.4. Sistemin Kullanimi

Gergeklestirilen sistem dort ana menii altinda toplanmistir. Bu meniiler: Mikroskoptan

goriintli alma, sperm analizi, raporlama-istatistik ve yardim ekranlarina yonlendirilmektedir.

Bilgisayar Destekli Sperm Analiz Programi (BASA - Sperm Andro)

1 m!

Mikroskoptan Goriinti Al Sperm Analizi

Raporlama - istatistik

Merk Biyoteknoloji

Sekil 4.21. Sisteme Giris

Mikroskoptan goriintii alma islemi i¢in analog kameranin video kayit ara
yiizliniin sisteme entegre edilmesi saglanmistir. Kameradan alinan goriintii belirlenmis
olan bir klasore yine belirlenmis bir isim formati ile otomatik olarak kaydedilmektedir.

Sekil 4.22°de mikroskoptan goriintii alma ekran1 gosterilmistir.

@ = @
Sperm Analizi Raporlar Yardim

aaaaa

LR Video kavit dodmesi a
% Kayit durdurma dagmesi Goruntayu saga, sola,
T

asa, yukan
Dosya kayt yeri ve kaydedilen M kavdirma dogmelert
'| dosvavi acma dugmesi

Sekil 4.22. Mikroskoptan Goriintii Alma
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Sperm analizi meniisii ile agilan ekranda yeni analiz olusturma, daha dénceden

kaydedilen bir analizi agma, tlizerinde islem yapilacak bir videodan belirli kesitleri

alma gibi islemler yapilabilmektedir. Sekil 4.23’de analiz segenekleri gosterilmistir.

S

Mikroskoptan Gorintd Al Sperm Analizi

@

! ( ; )
Raporlar Yardim

Sperm Analizi

Yeni Analiz Olustur Kayith Analizi Ag

X @

Video Kesme Yardim

Sekil 4.23. Sperm Analizi Segenekleri

Yeni bir sperm analizi yapilmak istendiginde once analiz ayarlarinin yapilmasi

istenmistir. Bu ayarlar; analiz edilecek videonun secilmesi, analiz edilecek canli

tiiriiniin secilmesi, alinan ornegin hangi oranda seyreldigi bilgisinin girilmesi, kag

goriintii karesi tizerinde islem yapilacaginin belirtilmesi, hangi saniyeden itibaren

analiz yapilacaginin belirlenmesi, piksel boyutunun, hiz bilgisinin ve hacimsel

verilerin girilmesi islemleridir. Sekil 4.24°de analiz ayarlar1 ekran1 gosterilmistir.

Raporlar

Sperm Analiz Ayarlari

Analiz Edilecek Videoyu Sec

Analiz Yapilacak Canh Turd  Alabalk ~ Analiz Edilecek Frame Sayisi | _ ‘ a0 ‘ +

Seyreftme Orani | - ‘ 40 ‘ - Analize Hangi Kaginci Saniyede | _ ‘ 0 ‘ -

Saniyede Kag Frame Var | - | 30 [ Gorantanin Piksel Yaksekigi | - | 720 I+

20X Objektifin Piksel Boyutu | - ‘ 0,375 ‘ + Gorintinin Piksel Genishgi | - ‘ 1280 ‘ +
Goruntunun Derinligi (um) | - ‘ 50 ‘ +

Gelismis Ayarlar

Analize Basla

Sekil 4.24. Analiz Ayarlar1 Ekram
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Analiz edilecek balik tiirleri arasinda alabalik, sazan balig1, mersin baligi, ¢ipura
ve levrek bulunmaktadir. Her tiiriin sperm hiicresi farkli sekillerde ve farkli
biiyiikliiktedir. Dolays1 ile farkli ayarlarla analiz edilmelidir. Canli tiirline gore
yapilan ayarlar “gelismis ayarlar” sekmesi ile yapilabilmektedir. Analiz edilecek
goriintii karesi sayis1 da dnemlidir. Bu say1 ¢ok oldugunda hareket halindeki hiicrelerin
cakigsma orani artacak ve dogru analizden uzaklasilacaktir. Say1 az oldugunda da ayni
sonug olacaktir. Bu ylizden analiz i¢in en uygun say1 belirlenmelidir.

Analiz ayarlar1 yapildiktan sonra analize basla butonuna basildiginda analiz
sonuglar1 ekrani acilir. Bu ekranda istemin analiz sonuglar1 gosterilir. Sonuglar
arasinda; motilite yiizdeleri, 1 ml’deki toplam sperm sayist ve hareketlilik
parametreleri vardir. Bu sonuglarin sperm hiicresi bazinda ve toplamsal bazda
sonuglar1 Excel’e aktarma butonu ile raporlanabilmektedir. Sekil 4.25.de analiz

sonuglar1 ekran1 gosterilmistir.

i

Yar;|m

Mikroskoptlaﬁ Goriinti Al ‘Sperm Analizi Raporlar
n Analiz Sonucl
(5% YeniAnaliz |[F] Kayithi Analiz A |45} Analizi Ayarlan |of~  Video Kesme 45 Analize Bagla |/ Analizi Kaydet [ 7 - cal
alz Ozel
: ! 8 U o) [ Topiam Sperm [2423x10° |
3 s s |

@ o

[ ot () 4572
Kalite Parametreleri
VSL (umisaniye) [136001 |
[ VoL (umisanye) |107,2528
B | VAP (umisaniye) 382947
[ smosuvaposse |
| uNsuvey) 02119
BCF (Hz) 13,2958
ALH (’pn;)”W,DSJB
o] WoB (vAP/VCL) 104402 |
MAD (derece) 0.0197

ISl Spermatozoa hucrelerine ait
kalite  parametrelen  ve A
o] sonuglart

- « » B8 —
g de Elde edilen sonuclari
D ATO2ALABALIK\I\KT\K-1 (T)som 2wt timing EXCEL ortamina

Sekil 4.25. Analiz Sonuglari

Analiz sonuglar1 alindiktan sonra bir analiz grubu altinda yazilimin veri tabanina
kaydedilebilmektedir. Bu sayede belirlenen analiz grubu igin istatistiksel raporlama
yapilabilmektedir. Bu istatiksel raporlama hem liste olarak hem de VSL, VCL ve VAP
bazinda grafik olarak elde edilebilmektedir. Sekil 4.26.’da analiz raporu ekrani

gosterilmistir.
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Mikroskoptan Gorlintd Al Sperm Analizi

|@ Listeye GeniDon | [ Excete Axtar |
i - L] -l
124
Bo4
M4
4 (2
-
0
g
Arwalr Wideo 1 Aorwalr Wideo 2 Ansliz Video | Anair Video 2
. P

Anakz Video | Ansiz Vadeo 7
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda spermiogram bilimi ile ilgilenen uzmanlar ve arastirmacilar
i¢in analiz yontemlerini otomatiklestiren ve daha saglikli sonuglara ulastiran, verimli
ve basarimi yliksek karar destek yazilimi (bilgisayar destekli sperm analizorii)
gelistirilmistir.

Gelistirilen sistemde sperm analizi i¢in donanimsal ve yazilimsal tasarim
yapilmis ve basariyla gergeklestirilmistir. Yazilimsal tasarim sperm sayimi, c¢oklu
sperm takibi ve kalite parametrelerinin belirlenmesi adi altinda ii¢ ana baslikta
incelenmistir.

Sperm sayimminda basarili sonuglar iiretebilen bir ydntem uygulanmistir.
Segmentasyon i¢in bagli bilesen etiketleme yontemi ile yapilan [52]’deki ¢alismada
90 adet sperm goriintiisii icerisinde toplam 8331 adet hiicrenin var oldugu ve hiicre
tespiti bagarim yiizdesinin %92,8 oldugu gozlemlenmistir. Ancak ayni veri setinde
dairesel Hough doniisiimii ile yapilan segmentasyonda %98,48’lik bir basarim
saglandig1 goriilmiistiir. Bu da dairesel Hough doniisiimiiniin bu konu i¢in ne kadar
isabetli bir yontem oldugunu gostermektedir. Karsilastirma sonuglar1 Cizelge 5.1. ve

Cizelge 5.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Bagl Bilesen Etiketleme ile Segmentasyon Basarimi [52]

Goriintii Numaras1 | Bulunan Sperm Sayis1 | Tespit Edilemeyen | Yanhs Tespit Edilen
1 131 15 4
2 115 11 4
3 79 8 2
4 120 10 5
5 201 16 11
Toplam 90 Adet 7734 597 468
Basarim Yiizdesi 9%092.8

Cizelge 5.2. Dairesel Hough Doniisiimii ile Segmentasyon Basarimi

Goriintii Numaras1 | Bulunan Sperm Sayis1 | Tespit Edilemeyen | Yanhs Tespit Edilen

1 144 2 1

2 123 0

3 88 0 1

4 128 2 2

5 214 3 2

Toplam 90 Adet 8205 126 89

Basarim Yiizdesi 9098,48
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Coklu sperm takibinde, arka plan ¢ikarimi igin yeni bir algoritma olan ve basarili
sonuglar tireten VIBE kullanilarak hizli ve etkili nesne takibi saglanmistir. Takip
edilen nesnelere etiket atamasi yapmak igin siklikla kullanilan bir tahmin yéntemi olan
Kalman filtresi kullanilmistir. Hareket halindeyken gakisan hiicrelerin Kalman filtresi
ile tahmininde karsilagilan atama probleminin ¢6ziimii i¢in Macar algoritmasi
kullanilmistir.

Kalite parametrelerinin belirlenmesinde literatiirde gegen hesaplama yontemleri
uygulanmus, ilaveten yeni yaklasimlar sunulmus ve karsilastirmalar yapilarak Cizelge
5.3.’de gosterilmistir. Karsilastirma sonucunda yeni yontemin farkliliklart

vurgulanmistir.

Cizelge 5.3. VAP hesaplamasinda Lagrange ve klasik yontem karsilastirmasi

Hiicre No Klasik Yontem Lagrange ile
1 17,8489 19,2748
2 11,9151 13,1174
3 17,4323 18,8122
4 14,072 16,1998
5 15,0292 17,5512
6 16,971 18,932
7 15,7994 18,8795
8 10,5968 12,8718
9 19,5965 21,8489
10 19,031 21,9151

Ortalama 15,82922 17,94027

Tez calismast ile gergeklestirilmis olan CASA sitemi endiistriyel anlamda
Tiirkiye’de bir ilk olma niteligi tasimis ve TUBITAK tarafindan 1512-Girisimcilik
Asamali Destek Programi 2140052 numarali ve “Bilgisayar Destekli Sperm Kalite
Analizori Yazilimi Gelistirilmesi-BASA” baglikli proje ile desteklenmistir.

Bu calisma ile birlikte edinilen bilimsel kazanimlarla birlikte, insan sperm
analizine yogunlagmak ve sperm hiicrelerinin DNA fregmantasyonu {izerine arastirma

ve gelistirme yapilmasi hedeflenmistir.
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