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Figure A. Gel image acquisition and image processing system

Purpose: By applying image processing techniques on the image of the electrophoresis applied gel, the base
pair (BP) counts can be found very close to the reference BP numbers. In this study, image processing
techniques that enable the designed system to find BP numbers with the lowest error compared to previously
made software are explained.

Theory and Methods:

To find the BP counts with the lowest error, filtering into the gel image, scanning the image horizontally and
vertically, converting the image into a signal, correcting the baseline and finding the peak points by derivation,
finding the lanes and bands and calculating the BP values according to the RF values were performed. For the
best-filtered image, different combinations of Background Clear (BG Clear), Adaptive Histogram Equalization
(Clahe), Gabor filter and K- mean methods were applied. As a result of these analyzes, it was seen that the
most successful method was BG Clear + Gabor + K-mean combination. To find the lanes in the filtered image,
the vertical and horizontal sums of the image pixels were taken, respectively, and the image was converted
into a signal, and then the peaks were obtained by derivation process and the lanes and bands were found.
Regression analysis was performed by creating a 2-term power function to calculate BP numbers according to
the RF values of the bands found.

Results:

As aresult of the analysis, R2 =0.9999533 and error rates for the lanes were found in the range of 0.55-0.86%
and the closest values to the actual reference BP values were calculated. The calculated values are presented
to the user on the image with the user interface software.

Conclusion:

This study presents a gel image processing application controlled by the embedded system to estimate the BP
counts of the bands in the images. With the application, it is revealed that the estimated average error rates of
BP count measurements decreased to 0.55 - 0.86% by using the software algorithm function.
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Python programlama dili tabanli, mini jel elektrofrez sistemi goriintii isleme arayiizii yardimiyla jel elektroforez
bant goriintiilerinin iyilestirilmesini saglayan algoritma fonksiyonu olusturarak deneysel bir ¢alismanin yapilmasi
amaglanmistir. Bu sistem ile jel goriintiilerinin UV (Ultraviyole) 151k altindaki analizi, tasarlanan arayiiz yazilimi
ile yaptlmistir. Goriintiiler kamera araciligiyla arayiiz yazilimina aktarilip serit ve bantlart belirginlestiren filtreler
uygulanmistir. BP (Baz Cifti ) sayilarin en dogru sonugla tahmin eden iki terimli kuvvet fonksiyonu kullanilmigtir.
Yazilim, Raspberry Pi 3B+'da OpenCV Kkiitiiphaneli Python programlama dili ile mini jel elektroforez sistemine
entegre edilerek kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada, gomiilii sistem tarafindan kontrol edilen mini jel elektroforez
sisteminden elde edilen jel goriintiileri, gorintiilerdeki bantlarin BP sayilarini tahmin etmek i¢in kullanilmistir.
Arayiiz yazilim algoritmasi, jel goriintiilerini sistemdeki kamera {izerinden veya dosyadan ige aktararak el ile
yapilan 6l¢iimlerdeki BP sayilarmin tahminini ve ortalama hata oranlarini % 0,55 -% 0,86 araligina diisiiriilmesini
saglamustir. Jel goriintiilerinde seritlerin ve BP sayilarinin en diisiik hata oraniyla hesaplanabilmesini saglayan
arayiiz yaziliminda, {istel fonksiyonlarn kuvvet fonksiyonu olarak da tanimlanabilmesi ilkesinden yola ¢ikarak iki
terimli iistel fonksiyon yerine iki terimli kuvvet fonksiyonu uygulanmistir. Bu iki terimli kuvvet fonksiyonu ile
hesaplanan BP degerlerin, gercek BP degerlerine yakiligini gosteren R?=0,9999533 degeri ile amacina uygun
olarak calistig1 ortaya konulmustur.

Improvement algorithm application with image processing interface software for the
improvement of mini gel electrophoresis images

HIGHLIGHTS

e Applying gel electrophoresis image processing function
e  Creating the best BP value calculation algorithm function based on RF value
e User interface design showing UV gel image and BP counts on the image

Article Info

ABSTRACT

Research Article
Received: 15.05.2021
Accepted: 29.08.2021

DOL:
10.17341/gazimmfd.937650

Keywords:

Gel Electrophoresis,
image processing,
embedded systems,
python user interface

It is aimed to carry out an experimental study by creating an algorithm function that enables the improvement of
gel electrophoresis band images with the help of the Python programming language-based, mini gel electrophoresis
system image processing interface. With this system, the analysis of gel images under UV (Ultraviolet) light was
made with the designed interface software. The images were transferred to the interface software via the camera
and filters were applied to highlight the lanes and bands. The two-term power function, which estimates BP (Base
Pair) numbers with the most accurate result, was used. The software can be used on Raspberry Pi 3B+ by being
integrated into the mini gel electrophoresis system via Python programming language with OpenCV library. In this
study, gel images obtained from the mini gel electrophoresis system controlled by the embedded system were used
to estimate the BP numbers of the bands in the images. By importing the gel images from the camera or from the
file in the system, the interface software algorithm enabled the estimation of BP numbers in the manual
measurements and reducing the average error rates to the range of 0.55% - 0.86%. In the interface software, which
enables the calculation of lanes and BP numbers in gel images with the lowest error rate, two-term power function
has been applied to the image processing algorithm instead of the two-term exponential function, based on the
principle that exponential functions can also be defined as power functions. It has been revealed that the BP values
calculated with this two-term power function work in accordance with its purpose with the value of R?=0.9999533,
which shows the closeness of the actual BP values.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Makromolekiillerin elektrik alanda yiiriitiilmesi ile olusan
BP (Base Pair-Baz Cifti) sayilarinin gercege en yakin
degerde bulunabilmesi; mikrobiyoloji, kimya ve tip alanlart
i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Makromolekiillerin yiiriitiilmesi bir
yerden baska bir yere gitmek anlamina gelen "phoresis"
kelimesinden tiiretilen elektroforez islemi ile yapilmaktadir
[1]. Elektroforez, bir elektrik alaninin etkisi altinda yiikli
parcaciklarin gogiine dayanir. Bu makromolekiiller bakteri,
viriis, protein molekiilleri, niikleik asitler veya sentetik
partikiiller olabilir. Elektroforez, etkin ayirma giici,
uygulama kolayligt ve wucuzlugu nedeniyle siirekli
geligtirilen ve tercih edilen bir elektrokinetik yontemdir [1,
2].

DNA jel elektroforezi, farkl1 boyutlardaki DNA pargalarini
ayrran bir molekiiler biyoloji teknigidir. DNA jel
elektroforezinin uygulamalar1 arasinda DNA parmak izi
(genetik tan1), DNA boyutu tahmini i¢in DNA ayrimi yer
alir.  Elektroforetik  goriintiilerden DNA  bandlama
modellerinin dogru yorumlanmas: zahmetli ve elle
belirlenen  bircok band oldugundan hataya agik
olabilmektedir [3].

Green ve Sambrook'un [4] arastirmasina gére, DNA'nin ¢ogu
rutin elektroforetik analizi, agaroz mini jeller kullanilarak
¢ok hizli bir sekilde gerceklestirilebilir. Mini jeller, klonlama
protokoliinde bir sonraki adim atilmadan dnce hizl bir yanit
gerektiginde dzellikle yararlidir. Kuyucuklar daha kiigiik ve
jeller daha ince oldugundan, gorsellestirme i¢in normalden
daha az DNA gereklidir. Ayrica, jeller hizli bir sekilde
hazirlanip caligtirilabildiginden ve daha az reaktif
gerektirdiginden, zaman ve maliyet ac¢isindan Onemli
tasarruf saglar. Mini jeller, 3 kilo bazdan (3000 baz) kii¢iik
DNA fragmanlarinin analizi i¢in en uygun boyutlardir. Daha
biiyiik pargaciklar, daha biiyiik voltajlar kullanilmasi ve jelin
nispeten kisa uzunlugu nedeniyle zayif bir sekilde ayrilir.
Her jel kuyusu, jelin kalinligina ve tarak dislerinin
genigligine bagli olarak 3-12 pl numune alir. Genel olarak,
tercih edilen jel doldurma tamponundaki 10-100 ng DNA bir
kuyuya uygulanir. Kevin M. Bourzac vd. [5] etidyum
bromiirii kanserojen bir boya olarak belirterek, jelin
boyanmasinda kullandiklar1 daha giivenilir ve gelistirilmis
boyama Ozelliklerine sahip olan SyBr Safe yesil boya ile
boyanan jel uygun mesafeye getirilene kadar jelin boyutuna
bagli olarak cm bagina 5 ila 20 Volt, 30 ila 60 dakika siireyle
uygulanir. Buna gore, 5 cm'lik bir agaroz jele 25-100V'luk
bir voltaj uygulanmalidir. Uygulama tamamlandiginda,
agaroz jelin goriintlisii UV 15181 altinda bir CCD kamera ile
alinabilir [6]. Pek ¢ok farkli alanlarda kullanilan goriintii
isleme yontem ve teknikleri (6rnegin: elektrotermal mikro-
aktiiatoriin karakterizasyonu [7], ekmek doku analizi [8],
hizli iist eksremite degerlendirme [9] gibi) kamera ile alinan
bu goriintiiler iizerinde de uygulanabilir.

Kamera ile jel goriintisiinin istenilen dogrulukta
alinabilmesi ve bu goriintiiniin giincel teknolojiler ile

islenebilmesini saglayan bir calismada; GOmiilii sistem
iizerinde olusturulan bir kontrol yaziliminin, bilinmeyen
DNA'larin boyutlarint belirlemek icin jel goriintiilerinin
tespit siiresini iyilestirebilecegi varsayilarak olusturulan
Mini Jel Elektroforez Sisteminde; SyBr yesil boya ile
boyanmis DNA goriintiisiiniin gomiilii sistem tizerindeki
analizinde, en az hata ile en hizli ve en hassas sekilde
kullanilan yontemler gelistirilmistir [10].

Kavsaoglu ve Mersinkaya’nin [11] c¢aligsmas1t Python
programlama dili ile olusturulan kontrol yazilimi ve bu
yazilim ile kontrol edilen gii¢c kaynag1 devresi, elektroforez
stiresince bant goriintiilerinde etkilerin olugmasma neden
olan gerilim ve zamana bagli degerlerin iglem siiresince sabit
tutulmasint saglamigtir ve bant goriintiilerindeki seritlerin,
goriintii isleme yazilimu ile biitiinlestirildiginde diizgiin ve
oOlctilebilir bir sekilde ayrilabilecegi belirtilmistir.

Jel elektroforez islemi sonrasi jel goriintiisiinde olusan
bandlarin belirlenmesinde goriintii igleme igin ¢esitli
programlar kullanilmaktadir. S. Khakabimamaghani [12] ve
arkadaglarinin caligmasinda jel elektroforez goriintii analizi
icin birkag ara¢ ve yazilimlar kargilagtirilmistir, ancak ¢ogu
ticari yazilimlardir. Ayrica bu yazilimlardan bazilar
kullanicilarin  tiim  gereksinimlerini  karsilamamaktadir.
Omegin, QIAxcel System [12, 13], goériintiileri
nicellestirebilir ancak ornekleri kiimeleyemez.
BioDocAnalyze [14] ve Gel Doc EZ [15] disiik kaliteli
goriintiileri islerken bu yazilimlarla ¢alismak kolay degildir.
Bahsedilen yazilimlara ek olarak, kiimeleme yetenegine
sahip baska araglar da vardir. Ornegin, ClusterVis [16],
GelQuest tarafindan saglanan bilgilere dayanarak 6rneklerin
filogenetik agacii ¢izebilir. GelQuest ile ¢alismak kolay
olsa da, gérevlerin cogu manuel olarak yapilmaktadir. Bu da
goriintiilerin analizi i¢in gegen siireyi yavaslatir. Ayrica,
GelScan [17], Phoretix 1D [18] ve Quantity One [19],
bahsedilen araglarin tiim Ozelliklerini paylasan ii¢ ticari

yazilimdir.  Ayrica  Ornekleri  fizyolojik  olarak
kiimeleyebilirler. Bu araglar, kullanicilarin
gereksinimlerinin -~ ¢ogunu  karsilarken,  kullanicilarin

Ogrenebilmek icin ¢ok uygulama yapmasim gerektiren
karmasik kullanimlarinin  olmasi ve yiiksek fiyatlarla
kullanicilara sunulmasi dezavantajlaridir [20]. Ayrica,
Rementeria ve ark. [21] ve Cardinali ve ark. [22], jel
goriintiilerine dayali olarak bantlarin saptanmasinda ve
genotiplerin sayisinin belirlenmesinde baz1 ticari paketlerin
dezavantajlarini ve aralarindaki farkliliklar tartismigtir. Bazi
aragtirmacilar bu amag i¢in kendi ticari olmayan ve basit
araglarmi gelistirmeye caligmislardir. Ornek olarak PyElph
[23], ticari yazilimlarin tiim yeteneklerini saglayan, agik
kaynakli, kullanict dostu, egitim amacgli uygulamalar icin
tasarlanmig, ancak siitiinlar1 ve bantlar1 tespit etmede ¢ok
basarili olmayan bir yazilimdir. Diger yazilim, java tabanl
ancak acik kaynakli olmayan ve seritleri manuel tespit eden
bir iirlin olan GelAnalyzer [24]’dir. Sistemimizde bulunan
ozellikler ile diger yazilimlarin bazi &zellikleri Tablo 1°de
gosterilmigtir.  Tabloda verilen programlar  gdomiilii
sistemlere uygun olarak tasarlanmamustir. Sadece Python
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Tablo 1. Baz1 band goriintiisii isleme programlarinin 6zellikleri (feature of some of band image processing programs)

YVazthm Ticari Otomatik serit BIitahmin R? UV géﬁintiileme Gomiilil sistem
ve bant bulma  degeri sistemi uyumlulugu
QIAxcel Sistem Evet Evet Bilinmiyor Hayir Hayir
BioDocAnalyze Evet Evet Bilinmiyor Hayir Hayir
Gel Doc EZ System Evet Evet Bilinmiyor Hay1r Hay1r
Gelquest & ClusterVis  Evet Manuel Bilinmiyor Hayir Hayir
GelScan Evet Evet Bilinmiyor Hay1r Hay1r
Phoretix 1D Evet Evet Bilinmiyor Hay1r Hayir
Quantity One Evet Evet Bilinmiyor Hayir Hay1r
GelQuest Hayir Manuel Bilinmiyor Hay1r Hayir
PyElph Hayir Manuel Bilinmiyor Hayir Hayir
GelAnalyzer Hayir Manuel 0,9850 Hayir Hayir
Gell Hayir Manuel 0,9952 Hayir Hay1r

tabanli, pyElph gomiilii sistemde calismaya en uygun
yazilimdir. Bu yazilim Python 2.7 siirtimii ile tasarlanmistir
ancak  giinlimiizde  Python 2.7  siirimii  artik
desteklenmemektedir. Bu c¢aligmada tasarlanan yazilimin
kullanimi diger arayiizlere gore daha basit olup, BP tahmin
degerlerini yakimligin1 gosteren R? degerinde 1°e en yakin
(0,9999) degere ulagsmustir. Ayrica ortalama hata oranlarini,
gelistirilen algoritma ile % 0,55 -% 0,86 araligina
diisiiriilmesini saglayan yenilikg¢i bir sistem olusturulmustur.
Diger yazilimlardan farkli olarak kendisine ait bir UV
goriintiileme sistemiyle tiimlesik olarak tasarlanmugtir.
Gomiilii sistem ile tasarlandigi i¢in bir bilgisayardan ve ayri
olarak olugturulan goriintiileme sisteminden daha az yer
kaplayan, daha az enerji tiiketen, daha diisiik maliyetle
islemleri yapabilen bir sistem gelistirilmistir.

Tasarlanan sistem, UV 151tk kaynagmni arayliz yazilim
iizerinden kontrol ederek UV goriintilleme sistemi ile
biitiinlesik olarak c¢aligmaktadir. Bu 06zelligi kamera
lizerinden anlikk jel goriintilerinin arayiiz {izerine
alinabilmesi saglanmaktadir. Jel elektroforez
goriintiilerindeki BP bandlarmi  belirginlestiren ~ filtre
kombinasyonu onerilmektedir. Onerilen bu kombinasyonun
bandlarin konumlarimin tespitinin kolaylastirdig: bir arayiiz
tasarimi sunulmaktadir. Ayrica makromolekiillerin en az
hata orani ile hesaplanabilmesi igin arayiiz yazilim ile
biitlinlesik iyilestirme algortimasi gelistirilmektedir. Arayiiz
yazilimi kullanicinin jel goriintiilerini yiiklemesi sonrasinda
goriintii iyilestirme algoritma 6zelliklerini ayarlayabilmesini
de igermektedir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)

Jel elektroforez deneyleri dijital goriintiilerde gosterilebilir
olduklarindan o6nemli bilgileri ¢ikarmak igin molekiiler
biyoloji uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
[25]. Mini jel elektroforez isleminde gorintii elde etme
yontemi, yaygin olarak bir dijital kamera ile UV 15181 altinda
SyBr yesil boya ile boyanmis DNA goriintiisiiniin elde
edilmesini igerir. Daha sonra bu goriintii bilgisayar ortamina
aktarilip agisal bozuklugu varsa diizeltilip, goriintii analizi
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yaptirtlmak {izere bir 6l¢iim programina aktarilmaktadir. Bu
programda bantlarin yiiriidiikleri mesafeleri, belli bir
referansi baz alan sanal bir cetvel ile dlgiilebilmektedir. Bu
yontemde kamera agisini sabitleyerek bozulma dnlense de
151k yansimalari ya da gonderilen 1518 yiizeyde ya da
ortamda patlamasiyla olusan kontrast bozunmalarini
onlemek pek miimkiin degildir.

Bu ¢aligmada olusturulan sistem, Sekil 1°de verilen bir UV
goriintiileme elemani, tiimlesik bir kamera ve gomiilii
sisteme sahip bir goriintii isleme arayiiz sistemidir. Gomiili
sistem, UV 118101 kontrol ederek yazilima bagl kamera ile
UV altindaki agaroz jel goriintiisiiniin ekrana aktarilarak
islendigi ve goriintli ayarlarinin kullanic1 tarafindan
yapilabildigi uygulama yazilimi ile goriintiiniin analizini
saglayan bir sistemin olusturulmasi saglanmstir.

Makale caligmasinda jel goriintiilerinin dijital ortalama
alinmasindan sonra goriintii iizerinde sirasiyla filtreleme,
goriintliniin yatay ve dikey olarak taranip sinyale gevrilmesi,
taban ¢izgisi diizeltme ve tiirev alarak tepe noktalar1 bulma
islemleri ile serit ve bantlarin bulunmasi sonrasinda RF
degerlerine gore BP degerlerini hesaplayan fonksiyonlar
olusturulmustur. Gorlintii  isleme teknikleri, OpenCV
kiitliphanesi ile Python programlama iizerinde ve analiz
yontemleri kullanilarak, goriintiiniin kullanict arayiiziinde
otomatik olarak igslenmesi iizerinde durulmaktadir.

2.1. Arayiiz (Interface)

Caligmada, program araylizi, programin kontroliini
sadelestiren bir yapi olarak tasarlanmustir. Sekil 2 programin
ana ekranmi gostermektedir. Kullanicilara dosyadan veya
kameradan goriintii alma Ozelligi sunmaktadir. Arayiiz
yazilimi ile jel goriintiilerine uygulanan goriinti isleme
teknikleri goriintii filtreleme, seritleri ve bantlar1 bulma, bant
konumlarini belirleme ve belirlenen bant konumlarini
bulurken RF (Relative Front-Goreli on taraf) ile BP’yi
hesaplamak i¢in iistel fonksiyondan uyarlanarak olusturulan
kuvvet fonksiyonunun caligmast ve uygulama iizerinde
yapilan ¢alismalar agiklanmaktadir.
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Jel goriintii isleme arayiizii

=

Kamera

Jel goriintiisii

UV altmda jel goriintiisii

Elektroforez
gii¢ kaynag

GOmiill sistem mikroislemcisi
(Raspberry pi 3B+)

Sekil 1. Tasarlanan goriintii elde etme ve goriintii isleme sistemi arayiizii blok semasi
(Designed image acquisition and image processing system interface block diagram)

2.2. Jel Goriintiisii Filtreleme ( Gel Image Filtering)

Agaroz jel goriintiileri {izerinde elektroforetik hareketi
saglanmis molekiillerin serit ve bandlarini bulmak igin
kullanilan birgok yontem vardir. Hemen hemen her yontem,
goriintii iyilestirme ile elde edilen sinyalden bilgi ¢ikarmaya
dayanir. Ayrica band goriintiilerini iyilestirmede kullanilan
birgok yontem ve teknik mevcuttur. Uygulanan en basit
yontemlerden biri, jel goriintiilerinde parlaklik degerlerini
bir esik degerine gore ayirarak ve arka plan ile bantlar
arasindaki ton farkini agarak bantlar1 belirlemektir [27].
Diger yontemlerden bazilari bulaniklagtirma [28], kenar
algilama, uyarlamali egikleme, histogram esitleme [29, 30],
Morfolojik Geri Catma (Morphological Reconstruction -
MR) [31-33], Gabor filtre (GF) uygulamasi [34, 35], K-
means kiimeleme [36, 37] gibi bir veya daha fazla goriintii
filtreleme ve goriintil iyilestirme islemi uygulandiktan sonra

bantlarin  konumunu  netlestirerek  bantlarin  tespit
edilmesidir.

Belirtilen  yontemlerden  Morfolojik  Geri  Catma
(Morphological ~ Reconstruction - MR)  yontemi,

matematiksel morfoloji baglaminda, goriintiideki sinirlar,
iskeletler ve digbiikey zarf gibi bolgesel sekillerin tanim ve
temsilinde goriintii  bilesenlerini elde edebilmek igin
kullanilabilecek teknik ya da teknikleri niteler. S6z konusu
morfolojik teknikler, budama (ayiklama), inceltme ve
morfolojik filtreleme gibi 6n veya son islemlerde
kullanilabilir [17]. “Opening” yontemi agindirma (Erozyon -
erode) ve genisletme (Dilation - dilatasyon) yontemlerinin
artarda tekrarlariyla elde edilmektedir. Bir goriintiiye 6nce

asindirma iglemi uygulaylp ardindan genisletme yontemi
uygulanirsa beyaz alanlar 6nce kiigiiliir, kiigiik beyaz alanlar
yok olur, sonra ise kiigiilen beyaz alanlar tekrar genisletilerek
eski haline getirilir. Boylelikle giiriiltiiler yok edilmektedir
[20]. MR islemi, goriintiiniin farkli bolimlerindeki arka plan
seviyelerini tahmin eder ve bunlart orijinal goriintiiden
¢ikarir.  Uzamsal  bir  filtreleme  teknigi  olan
Genisletme/asindirma (Opening) iglemi goriintiideki her
pikseli kendisinin ve en yakin sekiz komsusunun degerini
maksimum/minimum gri degeri ile degistirmektedir. Genel
olarak, bir resmi n kez genisletmek ve ardindan genisletilmis
resmi n kez kiigiiltmek, alanlar1 (2n+1) pikselden daha az
olan nesneleri, yani, agilis (Opening) hareketleri gibi etkili
bir sekilde algak gegirgen bir filtre gibi filtrelemektedir.
Goriintiiden  kaldirilacak nesnelerin  boyutu, goriintiiye
uygulanan genisletme ve asindirma islemlerinin sayisi ile
belirlenmektedir [19]. Bir diger yontem Gabor Filtresi (GF),
bir goriintiiyli farkli bolgelere ayirma iglemi olan goriintii
boliitlemede yaygin olarak uygulanan bir yaklagimdir. Bu
yaklagim, gergek diinya kosullarinda gorsel yorumlama igin
kullanilan insan gorsel sisteminin ¢ok kanall1 ¢aligmasindan
esinlenmistir. GF, Gauss zarflar1 tarafindan modiile edilen
karmasik sinlizoidal dalgalar olarak tanimlanabilen iki
boyutlu Gabor filtrelerinden olusur. Bu filtre, iki boyutlu bir
sinyalin yerellestirilmis ve yonlendirilmis bir frekans
analizini gergeklestirir. GF, Es. 1’de zaman diizlemi, Es.
2’de frekans diizlemi olarak verilmektedir [38].

1|x2

2
—-= —+y—] }cos(Znu x)
h(x,y) = L '

Ok

(1
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Sekil 2. Arayiiz yazilimi ana ekrani (Home screen of interface software) [26]
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Gabor filtresinin ¢ekirdegi “cv2.getGaborKernel(ksize,
sigma, theta, lambda, gamma, psi, ktype)” kodundaki
parametreler incelendiginde; ksize, Gabor c¢ekirdeginin
biiyikliigiidiir. Eger ksize = (a,b) ise, o zaman Gabor
cekirdegi boyutunda axb piksellere sahip olunmaktadir.
Sigma, Gabor filtresinde kullanilan Gauss fonksiyonunun
standart sapmasidir. Teta, Gabor fonksiyonunun normalin
paralel cizgisine acisal olarak yonlendirmesidir. Teta
haricindeki parametrelerin sabit olmasit kosuluyla a¢1 degeri
artttkga Gabor filtresi saat yoniinde donmektedir. Lambda,
Gabor filtresindeki siniizoidal faktoriin dalga boyudur.
Lambda degeri arttikca Gabor filtresi kalinlagmaktadir.
Gama, uzaysal en boy oranidir. Diger parametreler sabit
tutulmasi kaydiyla gamma parametresinin degeri azaldikca
gabor filtresinin boyu uzamaktadir. Psi, faz kaymasidir.

1008

Ktype, Gabor ¢ekirdegindeki her pikselin alabilecegi
degerlerin tiiriinii ve araligim1 gosterir [21]. K-means
kiimeleme (K-means Clustering) yontemi ise, denetimsiz
makine 0grenimi yOntemi, otomatik veri gruplamasi igin
basit ama giiglii bir algoritmadir. Bu yénteme dayali olarak,
benzer ozelliklere sahip goriintii pikselleri tek bir kiimede
gruplandirilabilir. Buna gore, bir kiimeye ait veri ornekleri
en kii¢lik varyasyon derecesine sahiptir [38]. Sekil 3’te K-
means kiimeleme algoritmast gosterilmektedir.
Algoritmanm isminde yer alan “k” harfi, aslinda kiime
sayisini belirtir: Algoritma, hata hesaplamada yaygin olarak
kullanilan karesel hata fonksiyonunu en aza indirgeyecek
“k” kiime sayisin1 da aramaktadir. Verilen “n” sayidaki veri
seti “k” tane kiimeye bu hata fonksiyonunu en aza
indirgeyecek sekilde yerlestirilmektedir. Bu nedenle kiime
benzerligi kiimedeki degerlerin ortalamaya yakinliklar ile
Ol¢tilmektedir. Bu da kiimenin agirlik merkezi olmaktadir.
Kiimenin merkezinde yer alan deger kiimenin temsilci
degeridir ve medoid olarak adlandirilmaktadir [24].
Tasarlanan arayiiz yazilim algoritmasinda kullanilan K-
means kiimeleme filtresi arayiiz {izerinde segilebilme
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ozelligine sahiptir. Kullanici yiikledigi goriintii i¢in en uygun
k degerini arayiiz lizerinden secebilmektedir. Sekil 4’te
kullanilan K-means filtreleme yonteminde k=2 olarak
almmigtir.

K kiimesini

tanim la K-means kiimeleme
= 1
A 1. Her veri noktasin1 en yakin

v ortalamaya sahip kiimeye ata
" Veri atamalan ™

\ degigtimi? /=7

2. Her kilmeye atanan veri
noktalar: i¢in araclan yeniden
NS hesapla

Sekil 3. K-means kiimeleme algoritmasi
(K-means clustering algorithm) [38]
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Calismada jel goriintlisine Sekil 4’te verilen filtre
yontemleri ve bu yontemlerin birlesimleri uygulanmis,
algoritma fonksiyonu ile bulunan tepeler verilmistir.
Grafiklerde son bantlarin bazi birlesimlerde tamamen
kayboldugu, bazi birlesimlerde olduk¢a belirgin hale geldigi
ve fonksiyon tarafindan kolaylikla tespit edilebildigi
goriilmektedir. Belirsiz bantlar1 en belirgin hale getiren
yontem birlesimi MR + Gabor + K-means olarak bulunmusg
ve bu yontem birlesimi goriintii isleme fonksiyonunda
kullanilmigtir. Filtreleme sonucunda ladder DNA katalog
gOriintiisiinde belirtilen 13 bantin tamami gelistirilen bu
yontem ile bulunmustur. Clahe (Contrast Limited Adaptive
Histogram Equalization - Kontrast smirlamali adaptif
histogram esitleme) 15 tepe ve Clahe + Gabor 17 tepe
bulurken, MR + Gabor + K-means goriintiisiinde 13 tepe
bulunmustur. Bu analizler sonucunda en basarili yontemin
MR + Gabor + K-means birlesimi oldugu goriilmektedir.

MR yonteminde goriintiilerin arka alan giirtiltiillerine gore
tekrar miktar1 degisen genisletme/asindirma uygulanarak
bantlar arka plandan ayristirtlmistir. K-means yontemiyle
birbirine yakin piksel degerleri her goriintiiye gore farkli
kiime sayisinca kiimelenip goriintiide keskin farklar
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Sekil 4. Filtre yontemlerinin birlesim halinde karsilastirilmasi (Combination comparison of filter methods) [26]
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olusturulmustur. Bu sayede bantlarin konumlar1 daha fazla
belirginlestirilmistir.

2.3. Seritleri ve Bantlar: Bulma (Finding Lanes and Bands)

Agaroz jel goriintiilerinde serit ve bant bulma islemi i¢in
oncelikle filtrelenmis goriintiideki pikseller dikey olarak
toplanir. Daha sonra findLane() fonksiyonu ile sinyalin taban
cizgisi diizeltilir ve seritlerin kenarlari tespit edilir.
Olusturulan findBands() fonksiyonu ile goriintiide seritlerin
bulundugu boélgelerdeki pikseller yatay olarak toplanarak
elde edilen sinyalden bantlarin bulundugu tepe noktalarinin
indisleri kat edilen piksel mesafesi olarak bir diziye aktarilir.
Bu dizideki degerler ile Ladder DNA’daki BP arasinda bir
fonksiyon olusturmak igin calculateBP() fonksiyonu
cagirilir. Serit ve band bulma fonksiyonu i¢in arayiiz
yazilimi akis semasi Sekil 5’te gosterilmektedir. Serit ve
band bulma islemi igin Sekil 6a’daki sinyal, goriintiideki
piksellerin dikey toplamini (mavi) ve sinyalin taban ¢izgisini
(turuncu) vermektedir. Goriildiigii iizere sinyalde arka 151k

parlamalar1 ve kontrast farkliliklar1 nedeniyle bozulmalar
vardir. Bu bozulmalar, giiriiltiilii sinyalden taban sinyali
(turuncu) ¢ikarilarak, Sekil 6b’deki diizeltilmis sinyal elde
edilir. Sinyaldeki biiyiik degisimlerin yerleri, goriintiideki
seritlerin kenarlarin1 temsil eder. Kenar noktalarinin dogru
belirlenmesi i¢in sinyalin tiirevi alinarak Sekil 6¢’deki sinyal
elde edilir. Sinyalin tiirevine pozitif ortalama ve negatif
ortalama filtreleri uygulanarak Sekil 6d’de belirtilen
sinyaldeki kiigiik parazitlerin yok edildigi sinyal elde edilir.
Ardindan, Sekil 6e’de elde edilen sinyalin tepe noktalari
bulunur. Gosterilen tepeler, seritlerin [39] kenar noktalarinin
konumlarin1 vermektedir. MR filtresi uygulanmis jel
goriintiisii  Sekil 7a iizerinde serit bulma fonksiyonu
caligtirllarak, Sekil 7b’deki seritlerin mavi ¢izgi ile
belirtildigi goriintii elde edilmektedir.

2.4. Bant Konumlarinin Tespiti (Detection of Band Positions)

Dikey olarak toplanan pikseller her serit i¢in bir de yatay
olarak toplanir ve Sekil 8’deki sinyal elde edilir. Buradaki

Jel Gériintiisii Yiikle
img=cv2.imread( )

Serit Bulma Dongiisii
for lane in lanes

A

’ Filtreleri Uygula

v

Serit Bulma Fonksiyonu

T Sonuclar1 Goster
BP Hesaplama Fonksiyonu imshow(img)

Calculate BP( )

T Y

Y

i : BITIR
Find_Lanes() Bant Bulma Fonksiyonu .
I Find_Bands()
Sekil 5. Arayiiz yazilimi akis semasi (Interface software flowchart)
a b c
60000 1 60000 4 2000 4
40000 ﬂ I-L 40000 0
20000{" ' 20000 ] _—
0 0 R SN [
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000 250 500 750 1000
d e
3000 3000 4 F
2000 2000
1000 1 1000 1 ﬁ [ [ ]‘
0 4 0
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Sekil 6. (a) Jel goriintiisiinde piksellerinin dikey toplami (mavi) ve sinyalin taban ¢izgisi (turuncu), (b) Diizeltilmis sinyal,
(c) Diizeltilmis sinyalin tiirevi, (d) “c” deki sinyalin mutlak degeri, (¢) "d" deki sinyale ortalama filtre uygulandiginda,

sinyalin tepe noktalar1 (turuncu) seritlerin kenarlaridir
((a) Vertical sum of its pixels in the gel image (blue) and baseline of the signal (orange), (b) Smoothed signal, (c) Derivative of the smoothed signal, (d)
Absolute value of the signal in “c”, (¢) When the average filter is applied to the signal in “d”, the peaks of the signal (orange) are the edges of the strips.)
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Sekil 7. (a) MR filtresi uygulanmis jel goriintiisii, (b) Serit bulma fonksiyonu uygulanmis jel goriintiisii
((a) Gel image with MR filter applied, (b) Gel image with lane finding function applied)
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Sekil 8. Seritteki piksellerin yatay toplanmasi sonucu bulunan sinyal (mavi) ile sinyalin tepe noktalari (turuncu)
(The signal (blue) and the peaks (orange) of the signal found by the horizontal collection of pixels in the strip)

sinyal incelendiginde tepelerin tespit edilmesi ile bantlarin
piksel olarak konumlarinin tespit edilmesi miimkiindiir. Bu
sinyal ayn1 zamanda taban ¢izgisi sinyalini de igerdiginden
diizeltilmis bir sinyal, giiriiltiilii sinyalden ¢ikartilarak elde
edilir. Daha sonra elde edilen bu sinyalin tepeleri bulunur ve
bantlarin yerleri piksel olarak ifade edilir. Sekil 8 filtrelenmis
ve tepe noktasi tespit edilmis sinyali géstermektedir.

Piksel mesafeleri ile BP sayilar1 arasindaki iliskiyi saglayan
iistel fonksiyon Es. 3’te verilmektedir. Sekil 9, BP sayilari
ile pikseller arasindaki iliskinin grafigini ve egri uydurmanin
tutarliligi-R? degerini gostermektedir.

y = 3.108x~2:302 3
BP Sayisy/mesafe(Piksel)

y:3-loslx(-230:)
R?= 09854

[\]

BP Sayilar
i—'b—‘té)l.l
3888888

[ 2

(2]
-0
- n

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Mesafe (Piksel)

Sekil 9. BP Sayilar1 ve Mesafesi Grafigi (piksel) (mavi),
egriye uydurma grafigi (Turuncu)
(BP Numbers and Distance Graph (pixel) (blue), curve fit graph (Orange))

Ladder DNA’y1 iireten firmadan alinan Sekil 10a’daki bilgi
sayfasindan DNA 6rneginde hangi bandinda kag¢ baz cifti
bulundugunu 6grenilip, baz ¢ifti sayist ile bantlarin
yliriidiigii mesafe arasinda bir fonksiyon olusturulmaktadir.
Olusturulan bu fonksiyon sayesinde diger DNA
orneklerindeki hareket eden baz iftlerinin kat ettikleri
mesafeler hesaplanarak barmdirdiklar1 baz ¢ift sayilart
tahmin edilmektedir. Bu iglemin dogrulugu odl¢iilen baz ¢ift
mesafelerinin gercege yakinhigi ve R? 6lgiisii, dogrusal
modeller igin en genel olarak kullanilan ve rapor edilen hata
ve uyumluluk 6lgiistidiir. R? tahmini, 0,0 ve 1,0 civarinda bir
yerde bulunan uyumunu &lger. R, 1’e ulastiginda, egri
uydurma siirecini durdurmak daha iyidir. R?, SSE (sum of
squares of errors of regression - regresyon hatalarinin
karelerinin toplami) ve SST (sum of squares of total -
toplamin karelerinin toplami) olmak {tizere iki terim
kullanilarak belirlenir. SSE, gbzlemlenen deger ile tahmin
edilen degerin karelerinin toplamindan hesaplanir. Buna
regresyonun karelerinin toplami da denir. SST, gézlemlenen
deger ile ortalama degerin karelerinin toplamindan
hesaplanir. Egri uyumu iyiyse, normalde SSE, SST’den daha
kiigiiktiir. Daha sonra, Es. 4’deki denklem kullanilarak R?
hesaplanir [40].

SSE

R = [1- (5] @
Bu deger 1’e ne kadar yakin ise formiil gercek degerlere o
kadar yakin degerleri tahmin ettigi sdylenebilmektedir.
Yiizde hata degerinin hesaplanmasinda her band i¢in gergek
BP sayisindan tahmin edilen BP sayisinin ¢ikarilarak hata
farki bulunmaktadir. Bu hata farki bandin gerg¢ek degerine
boliintip 100 ile carpilmast ile yiizde hata (hata orani)
hesaplanmaktadir. Bulunan piksel tepelerinin mesafeleri
Tablo 2’de verilmektedir.
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Sekil 10. (a) Ladder DNA bilgi sayfasindaki BP sayilari, (b) Bantlarin hesaplanan piksel konumlari
((a) BP counts of Ladder DNA in datasheet, (b) Calculted pixel locations of the bands))

Tablo 2. Tahmini BP sayilariin ve Gergek BP sayilarinin tasarlanan arayiiz yazilimi ile karsilagtirilmasi
(Comparison of estimated BP numbers and Real BP numbers with the designed interface software.)

Bant No Mesafe Gergek BP Tahmini BP Fark Hata (%)
1 154 3000 2894 106 3.53
2 178 2000 2150 -150 7.50
3 203 1500 1627 -127 8.47
4 254 1000 993 7 0.70
5 268 900 879 21 2.33
6 283 800 776 24 3.00
7 304 700 658 42 6.00
8 326 600 559 41 6.83
9 358 500 445 55 11.00
10 394 400 356 44 11.00
11 441 300 270 30 10.00
12 509 200 191 9 4.50
13 605 100 124 -24 24.00

Ortalama Hata (%) 7.60

- o x
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Sekil 11. Arayiiz yazilim fonkisyonu tarafindan bulunan bantlarin BP sayilar1
(BP numbers of bands found by the interface software function)
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Bant konum sinyallerinin tepe degerinin bulundugu piksel
degerleri goriintii lizerinde belirtilerek, bu degerler
kullanictya arayliz iizerinde Sekil 10b’deki gibi
gosterilmektedir. Sekil 10a’da verilen Ladder DNA bilgi
sayfasindaki BP sayilari referans alinarak, Sekil 10b’deki
baz ciftlerinin ne kadar piksel yol kat ettikleri tespit
edilmistir. Ornegin elde edilen bu degerler incelendiginde
3000 BP igeren ilk bantin 154 piksellik bir mesafede, 100 BP
iceren 13. bantin ise 605 piksellik bir mesafe oldugu
goriilmektedir. Bant bulma isleminin tim seritlere
uygulanmasi sonucunda Sekil 11°deki goriintii elde edilir.
Arayliz fonksiyonu ile goriintiideki tiim bantlarin mesafeleri
piksel olarak belirlenir. Seritler ve bantlar belirlendiginde
goriintii iizerinde ¢izilerek kullaniciya sunulmaktadir.

2.5. RF (Goéreceli yiizey) degeri ile BP sayisini hesaplayan

fonksiyon olugturma (Creating a Function That Calculates BP
Counts with RF (Relative front) Value)

Bantlarin konumlar1 piksel olarak belirlendikten sonra bu
degerler son mesafeye oranlanarak RF (Relative Front-
Goreli ylizey) degerlerine doniistiiriilir. Ladder DNA BP
sayilari, bantlarin yer degistirme sirasina gore regresyon
uygulanarak belirlenir.

BP sayilar azaldikg¢a bantlarin ilerleme mesafesinin arttigi,
Tablo 3 incelendiginde goriilmektedir. Yiiksek BP sayilarina
sahip bantlar arasindaki mesafe kisa iken, BP sayilar
azaldikea iki bant arasindaki mesafe genistir.
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20001 &
A
L ]
\\
1000 - \.‘
9.
0 —— e
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R*=0.9999533317

Esitlik 6 R*=0.9981716939
3000 A
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\ ® RF-BP
20001 &
\
& o &
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.-._
0 v ' i, e
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Esitlik 8
3000 {®
\
1
20001 @&
o A}
) .\\
1000 \‘
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Sekil 12. Olusturulan fonksiyonlarn grafikleri (Graphs of created functions)

Tablo 3. Arayiiz yazilim fonksiyonu tarafindan bulunan bantlarin piksel konumlar1 ve RF degerleri
(Pixel locations and RF values of the bands found by the interface software function)

vs)
o
=)
=3

No BP sayilari Serit 1 RF 1 Serit2  RF2 Serit3 RF3 Serit4  RF 4
1 3000 154 0,137 149 0,132 144 0,128 141 0,125
2 2000 178 0,158 173 0,153 168 0,149 165 0,146
3 1500 203 0,180 198 0,176 193 0,171 189 0,168
4 1000 254 0,225 250 0,222 244 0,216 240 0,213
5 900 268 0,238 263 0,233 257 0,228 254 0,225
6 800 283 0,251 277 0,246 272 0,241 269 0,238
7 700 304 0,270 299 0,265 293 0,260 290 0,257
8 600 326 0,289 322 0,285 316 0,280 312 0,276
9 500 358 0,317 353 0,313 348 0,309 344 0,305
10 400 394 0,349 389 0,345 383 0,340 379 0,336
11 300 441 0,391 436 0,387 429 0,380 425 0,377
12 200 509 0,451 501 0,444 494 0,437 491 0,435
13 100 605 0,536 596 0,528 587 0,520 582 0,516
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BP Hesaplama
calculate BP(bands)

2-terimli kuvvet fonksiyonu ile RF degerine bagh BP
say1s1 hesaplama fonksiyonu

Vg

Her bantin RF degerini
hesaplama -
for rf in bands

2-terimli kuvvet fonksiyonu ile BP
hesaplama

def func_2term_pwr(x. a. b.c.d.e):

bp = int(func_2term_pwi(rf.*popt))

return a ( x**b)+c(x**d)t+e

BP hesaplama
return bp

Sekil 13. iki terimli kuvvet fonksiyonu akis semasi (Binomial force function flow chart)

Tablo 3’te belirtilen RF degerleri, gidilecek son mesafeye
gore makromolekiillerin ne kadar gog ettiklerini belirleyerek
hesaplanir. Fonksiyonlarin parametreleri, RF degerleri ile
BP sayilar1 arasinda olusturulan regresyon ile bulunur.
Regresyon kullanilarak elde edilen parametreler ile, BP
saytlarin1i RF degerlerine gére tahmin eden bir fonksiyon
olusturulabilir. Ustel fonksiyonlarin kuvvet fonksiyon serisi
olarak da belirtilebilmesi ile Es. 5’te verilen fonksiyon,
goriintii isleme fonksiyonu olarak yazilim {iizerinde jel
goriintiilerine uygulanmustir. Es. 5°te belirtilen “x” degiskeni
RF degeri, “y” degiskeni ise BP degeri olarak
kullanilmaktadir. BP yi  hesaplamak i¢in Python
programlama dilinde scipy kiitiiphanesi kullanilarak
regresyon fonksiyonunun a, b, ¢, d ve e katsayilarn
hesaplanmigtir. Regresyon fonksiyonu tanimlandiktan sonra
Es. 8 elde edilmis ve en diisiik tahmin hatasi ile sonuglara
ulagilmigtir.

y=ax?) +c(x?) +e 5)

Makale calismasinda, en iyi fonksiyona ulagmak i¢in 3 farkl
fonksiyon parametreleri ile birlikte hesaplanarak; Ustel
fonksiyon [41] (Es. 6), iki terimli iistel fonksiyon [42] (Es.
7) ve iki terimli kuvvet fonksiyonu (Es. 8) olusturulmustur.

y = —0,00245832 + 0,00100707(1 + e™*/7°30)  (6)
y = 899542,94. e73799% 4 529350, ¢ =624 %)
y = 1390319982.x74¢ + 4,33,107°. x 729 — 247,25 (8)

Bu fonksiyonlar ile olusturulan RF-BP grafikleri Sekil 12°de
gosterilmektedir. R? degerleri karsilastirildiginda en diigiik
deger Es. 6’daki R?=0,99817216, biraz daha biiyiik deger
olan Es. 7°deki R?>=0,9999125 ve en yiiksek deger olarak Es.
8’deki R?=0,9999533 olarak bulunmustur.

R? degerinin daha yiiksek bir deger olarak hesaplanabilmesi
icin, istel fonksiyonun kuvvet fonksiyonu bigimine
uyarlanmast sonucunda iki terimli kuvvet fonksiyonu
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olusturularak 1°e en yakin R?=0,9999533 degeri elde
edilmistir. Bu deger ile Sekil 13’te verilen blok semada
tanimlanan tahmin algoritma fonksiyonu ortalama hata
degerini %2’den %0,55-%0,86 arasinda degisen degerlere
diisiiriilebilmektedir. Hata oranlarinin jel goriintiilerinin en
diisiik deger ile iyilestirilmesinde kullanilabilecek yeni bir
gOriintii igleme algoritma fonksiyonu, bu ¢alisma ile
onerilmektedir. Fonksiyonlar arasindaki farklarmn daha iyi
goriilebilmesi i¢in, bantlarn RF degerleri fonksiyonlara
uygulandiginda tahmini BP sayilari ile gergek BP sayilar1 ve
ortalama tahmin hata oranlar1 Tablo 4’te detayli olarak
karsilastirilmaktadir. Tablodaki degerlere gore; R? degerleri
1’e en yakin olan Es. 7 ve Es. 8 fonksiyonlarinin tahmin
ettigi BP sayilarinda, ortalama tahmin hata orani en diistik
Es. 8 olmasina ragmen, Es. 7°nin baz1 bantlarda daha yakin
tahminler yaptig1 soylenebilmektedir.

4. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND CONCULISIONS)

Bu ¢aligmada tasarlanan sistem ile gomiilii sistem iizerinde
elektroforez jel goriintiileri {izerinde goriintli isleme analizi
yapmak i¢in goriintlii filtreleme yontemleri ve farkli
birlesimleri de uygulanarak arka plan giiriiltiisiinii gidermek
icin en etkili yontem olarak MR + Gabor + K-means
filtreleme yontem birlesimi gelistirilmistir.

Bantlarin konumlarini bulma islemi ile piksel tizerinde RF
degeri olarak hesaplanmig ve bu RF degerleri ile gergek BP
sayilar1 arasinda bir fonksiyon gelistirilmistir. Gelistirilen
fonksiyon, matematiksel olarak {istel fonksiyonlarin ayni
zamanda kuvvet fonksiyonu olarak da ifade edilebilmesi
Ozelligine dayanilarak iki terimli {istel fonksiyonun iki
terimli kuvvet fonksiyonu bigiminde kullanilmasi ile elde
edilmistir. Elde edilen fonksiyon jel goriintiisiine
uygulandiginda BP sayilarinin tahmininde R? degerinin
0,99995 degeri ile 1’e en yakin deger olmasiyla %0,55-
%0,86 degerleri arasinda oldukca diigiik bir ortalama hata
degeri elde edilmistir. Bu sonug ile jel goriintii analizi i¢in
yiiksek R? degerine sahip en diisiik ortalama hata ile
kullanilabilecek bir goriintii isleme algoritma fonksiyonu
onerilmektedir.



Tablo 4. RF degerleri fonksiyonlara uygulandiginda tahmini BP sayilar1 ve gercek BP sayilari ile ortalama tahmin hata
oranlar1 (The predicted BP counts and real BP counts with average predictive error rates when RF values are applied to functions)
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Serit 1 Gergek Esitlik 6 Esitlik 7 Esitlik 8
Bant No BP Tahmin Hata  Hata(%)  Tahmin Hata  Hata(%)  Tahmin Hata  Hata(%)
1 3000 2972 28 0,93 2999 1 0,03 3000 0 0,00
2 2000 2062 62 3,10 2005 5 0,25 1996 4 0,20
3 1500 1533 33 2,20 1495 5 0,33 1510 10 0,67
4 1000 963 37 3,70 987 13 1,30 989 11 1,10
5 900 865 35 3,89 896 4 0,44 894 6 0,67
6 800 776 24 3,00 811 11 1,38 805 5 0,63
7 700 674 26 3,71 707 7 1,00 700 0 0,00
8 600 587 13 2,17 613 13 2,17 608 8 1,33
9 500 487 13 2,60 499 1 0,20 498 2 0,40
10 400 401 1 0,25 397 3 0,75 401 1 0,25
11 300 318 18 6,00 294 6 2,00 302 2 0,67
12 200 233 33 16,50 190 10 5,00 198 2 1,00
13 100 156 56 56,00 103 3 3,00 99 1 1,00
Ortalama Hata(%) 8,00 1,37 0,61
R2  0,99817 0,99991 0,99995

Serit 2 Gergek Esitlik 6 Esitlik 7 Esitlik 8
Bant No BP Tahmin Hata  Hata(%) Tahmin Hata  Hata(%) Tahmin Hata  Hata(%)
1 3000 2971 29 0,97 2999 1 0,03 3000 0 0,00
2 2000 2063 63 3,15 2004 4 0,20 1996 4 0,20
3 1500 1534 34 2,27 1496 4 0,27 1511 11 0,73
4 1000 956 44 4,40 982 18 1,80 983 17 1,70
5 900 865 35 3,89 898 2 0,22 895 5 0,56
6 800 782 18 2,25 817 17 2,13 812 12 1,50
7 700 674 26 3,71 707 7 1,00 701 1 0,14
8 600 583 17 2,83 609 9 1,50 604 4 0,67
9 500 487 13 2,60 499 1 0,20 498 2 0,40
10 400 401 1 0,25 396 4 1,00 400 0 0,00
11 300 317 17 5,67 293 7 2,33 301 1 0,33
12 200 235 35 17,50 193 7 3,50 200 0 0,00
13 100 158 58 58,00 105 5 5,00 98 2 2,00
Ortalama Hata(%) 8,27 1,48 0,63
R*  0,99804 0,99988 0,99992

Serit 3 Gergek Esitlik 6 Esitlik 7 Esitlik 8
Bant No BP Tahmin Hata  Hata(%) Tahmin Hata  Hata(%)  Tahmin Hata  Hata(%)
1 3000 2972 28 0,93 2999 1 0,03 3000 0 0,00
2 2000 2062 62 3,10 2005 5 0,25 1997 3 0,15
3 1500 1532 32 2,13 1495 5 0,33 1508 8 0,53
4 1000 961 39 3,90 985 15 1,50 986 14 1,40
5 900 869 31 3,44 900 0 0,00 897 3 0,33
6 800 779 21 2,63 813 13 1,63 808 8 1,00
7 700 675 25 3,57 708 8 1,14 702 2 0,29
8 600 584 16 2,67 609 9 1,50 605 5 0,83
9 500 484 16 3,20 495 5 1,00 495 5 1,00
10 400 400 0 0,00 395 5 1,25 400 0 0,00
11 300 317 17 5,67 294 6 2,00 302 2 0,67
12 200 235 35 17,50 193 7 3,50 200 0 0,00
13 100 158 58 58,00 106 6 6,00 99 1 1,00
Ortalama Hata(%) 8,21 1,55 0,55
R*  0,99815 0,99990 0,99994

Serit 4 Gergek Esitlik 6 Esitlik 7 Esitlik 8
Bant No BP Tahmin Hata  Hata(%) Tahmin Hata  Hata(%)  Tahmin Hata  Hata(%)
1 3000 2972 28 0,93 3000 0 0,00 3001 1 0,03
2 2000 2056 56 2,80 2000 0 0,00 1993 7 0,35
3 1500 1542 42 2,30 1503 3 0,20 1515 15 1,00
4 1000 963 37 3,70 987 13 1,30 987 13 1,30
5 900 864 36 4,00 896 4 0,44 892 8 0,89
6 800 775 25 3,13 809 9 1,13 804 4 0,50
7 700 672 28 4,00 705 5 0,71 700 0 0,00
8 600 584 16 2,67 611 11 1,83 608 8 1,33
9 500 484 16 3,20 497 3 0,60 498 2 0,40
10 400 401 1 0,25 397 3 0,75 402 2 0,50
11 300 318 18 6,00 295 5 1,67 304 4 1,33
12 200 235 35 17,50 193 7 3,50 199 1 0,50
13 100 160 60 60,00 108 8 8,00 97 3 3,00
Ortalama Hata% 8,54 1,55 0,86
R*  0,99807 0,99992 0,99992
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Tablo 5. Tasarlanan arayiiz yazilimi ile mevcut jel goriintii analiz programlarinin karsilastirtlmasi
(Comparison of the designed interface software and existing gel image analysis programs)

GelQuest PyElph GelAnalyzer Gell  Tasarlanan Arayiiz Yazilim

R? - - 0,985 0,9952 0,9999
Otomatik Serit Bulma - + + - +
Otomatik Bant Bulma - + + + +
K-Means - - - - +
. Gabor - - - - +
Filtreler MR ) ) ) n n
Diger - - - + -
e Dosyadan + + + + +
Goriintii Alma Kameradan ) ) i i .
UV Goriintiileme Sistemi - - - - +
Arayiizde UV Isik Kontrol Islevi - - - - +
GoOmiilii Sisteme Uyumluluk - - - - +
Bulunan Bant Sayisina (13 olmali) 13 14 12 13 13
Ortalama Hata Orani (%) - 9,813 8,422 14,02 1,174

Tablo 6. Programlarin hesapladigi BP sayilarinda ortalama hatalarinin karsilagtirilmasi
(Comparison of mean errors in BP numbers calculated by programs)

Tasarlanan Arayliz
Yazilim

GBP* Tahmin Hata Hata% Tahmin Hata Hata% Tahmin Hata Hata% Tahmin Hata Hata%
3000 2243 757 25,23 2815 185 6,167 3,016 16 0,533 2993 7 0,233

Pyelph GelAnalyzer Gell

2000 1898 102 51 2173 173 8,65 1,902 98 4,9 2000 0 0
1500 1606 106 7,067 1666 166 11,07 1,508 8 0,533 1542 42 2,8
1000 1113 113 11,3 1007 7 0,7 1,039 39 39 999 1 0,1
900 1021 121 13,44 882 18 2 950 50 5,556 902 2 0,222
800 924 124 15,5 767 33 4,125 866 66 825 817 17 2125
700 793 93 13,29 651 49 7 773 73 10,43 708 8 1,143
600 674 74 12,33 546 54 9 669 69 11,5 610 10 1,667
500 539 39 7,8 442 58 11,6 550 50 10 496 4 0,8
400 418 18 4,5 367 33 8,25 442 42 10,5 400 0 0
300 300 0 0 306 6 2 317 17 5,667 305 5 1,667
200 186 14 7 261 61 30,5 165 35 17,5 203 3 L5
100 95 5 5 - 100 - 7 93 93 103 3 3
Ortalama Hata% 9,813 8,422 14,02 1,174

*GBP: Gergek BP degerleri

Arayiiz
yazilim
ekrani

Kamera

UV ik ile
goriintileme

Sekil 14. Tasarlanan goriintii elde etme ve goriintii isleme sistemi

Makale caligmasi ve gelistirilen jel goriintii isleme arayiiz mevcut olarak kullanilan programlara goére istiinliikleri
yazilimi, jel goriintiilerinden BP sayilarinin mevcuttur. Bu &zellikler bir tablo halinde kullanimda olan
hesaplanabilmesi i¢in gerekli 6zellikler karsilastirildiginda, bazi agik kaynak programlar ile karsilastirildiginda Tablo
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5’te belirtilen iistiinliikler ortaya ¢ikmustir. Bu tabloda “+”,
“-” jgaretleri sirasiyla tasarlanan band goriintiisii isleme
arayiiz sistemi ile diger yazilimlarin belirtilen 6zelliklere
sahip olup/olmama durumunu gostermektedir. Tasarlanan
goriintii isleme arayiiz yazilimi R? degeri 1’e yakinlig1 bagta
olmak tizere birgok oOzellikte diger jel goriintlisii isleme
yazilimlarindan daha iistiin oldugu tabloda belirtilmistir.
Geligtirilen algoritmanin gomiilii sistem {izerinde g¢alisma
zamani process_time_ns kodu ile hesaplandiginda 2,5 sn gibi
kisa bir siirede goriintii isleme analizini gergeklestirdigi
tespit edilmistir. Bu siire jel goriintiisii yiiklendikten sonra
band bulma isleminin baslatilmas: ile goriintii iizerinde
bandlarin ¢izilmesi ve BP sayilarinin goriintiilenmesine
kadar gegen siiredir. Ortalama yiizde hata degeri olan Tablo
5’teki dort program ig¢in BP sayilarinin tahminindeki
ortalama hata hesaplamasi Tablo 6’da verilen gergek BP
degerlerine gore yapilarak karsilatirilmis ve tasarlanan
arayiiz yazilim programinin en diigiik hataya sahip oldugu
gosterilmigtir. PyQuest programinda her band igin
hesaplanan BP degeri ve R? degeri programdan elde
edilemedigi i¢in karsilagtirmaya dahil edilmemistir.

Tasarlanan sistem Sekil 14’te gosterildigi gibi karanlik alt
bolmede bir UV 151k kaynagi iizerinde, jel goriintiilerine dik
acida yerlestirilmis bir kameradan gomiilii sistem tizerindeki
arayiiz yazilimina goriintiilerin anlik aktarilarak iglenmesi
saglanmaktadir. Jel goriintiileri lizerinden BP sayilarinin en
diisiik ylizde hata ile hesaplanmasini ve bu sayilarin jel
goriintiisii iizerinde kullaniciya sunulmasii saglayan bu
sistem, GOmiili Sistem Kontrollii Mini Jel Elektroforez
sistemi [11] ile birlestirilerek kullanilabilmektedir. Bu iki
sistem, teknoloji temelinde 6zgiin yazilimlar ile elektroforez
islem siirecini ve sonrasinda jel gorlntiilerini gomiilii
sisteme aktaran ve goriintiileri diger muadillerine gore az
hata orantyla analiz eden daha kompakt bir tasarim
olusturulmustur. Bu sayede daha az yer kaplayan ve uygun
maliyetli bir sistem olarak mikrobiyoloji, kimya ve tibbi
laboratuvarlarda kullanilabilir oldugu bu calismalar ile
ortaya konulmustur.

KAYNAKLAR (REFERENCES)

1. Yalcintepe L., New Approaches in Electrophoresis,
Journal of Engineering and Naturel Sciences, Sigma 27,
151-160, Mar. 2009.

2. Francisco da Silva Neto G., Luiza de Andrade
Rodrigues M., and Fonseca A., A New Quantitative Gel
Electrophoresis Method With Image-Based Detection
for The Determination of Food Dyes and Metallic Ions,
Talanta, 221, 121602, Jan. 2021.

3. Intarapanich A., Kaewkamnerd S., Shaw P., Ukosakit
K., Tragoonrung S., and Tongsima S., Automatic DNA
Diagnosis for 1D Gel Electrophoresis Images Using
Bio-Image Processing Technique, BMC Genomics, 16,
S15, Dec. 2015.

4. Green M. R. and Sambrook J., Agarose Gel
Electrophoresis, Cold Spring Harbor Protocols, 2019
(1), 87-94, 2019.

5. Bourzac K. M., LaVine L. J., and Rice M. S., Analysis
of DAPI and SYBR Green I as Alternatives to Ethidium

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Bromide for Nucleic Acid Staining in Agarose Gel
Electrophoresis, Journal of Chemical Education, 80
(11), 1292-1296, Nov. 2003.

Yilmaz M., Ozi¢ C., and Gok 1., Principles of Nucleic
Acid Separation by Agarose Gel Electrophoresis, Gel
Electrophoresis - Principles and Basics, 33-40, 2012.
Ulkir O., Ertugrul 1., Akkus N., Characterization Of
Electrothermal Micro-Actuator Using Image Processing
Algorithm, Journal of the Faculty of Engineering and
Architecture of Gazi University, 36 (2), 1160-1170,
2021.

Alkan A., Selcuk T., Colakoglu A.S., Bread Texture
Analysis and Development of User Interface Using
Image Processing Techniques, Journal of the Faculty of
Engineering and Architecture of Gazi University, 33 (1),
31-41, 2018.

Can G.F., Figlali N., Image Processing Based Rapid
Upper Limb Assessment Method, Journal of the Faculty
of Engineering and Architecture of Gazi University, 32
(3), 719-731, 2017.

Ausubel F. M., Current Protocols in Molecular Biology,
Molecular Reproduction and Development, 1(2), 146,
Jan. 1989.

Mersinkaya I. and Kavsaoglu A. R., Python ile Mini Jel
Elektroforez Kontrol Yazilimi ve Sistem Tasarimi, Gazi
Universitesi Fen Bilimleri Dergisi Part C: Tasarim ve
Teknoloji, 7 (4), 969-984, 2019.

Khakabimamaghani S., Najafi A., Ranjbar R., and Raam
M., GelClust: A Software Tool for Gel Electrophoresis
Images Analysis and Dendrogram Generation,
Computer Methods and Programs in Biomedicine, 111
(2), 512-518, Aug. 2013.

Abu-Asab M. S. et al., Biomarkers in the Age of Omics:
Time for a Systems Biology Approach, OMICS A
Journal of Integrative Biology, 15 (3). 105-112, Mar.
2011.

Adamczyk M., van Eunen K., Bakker B. M., and
Westerhoff H. v., Enzyme Kinetics for Systems
Biology: When, Why and How, in Methods in
Enzymology, 500, 233-257, 2011.

Gel Doc EZ, Bio-Rad. Gel Doc EZ Gel Documentation
System.  https://www.bio-rad.com/en-tr/product/gel-
doc-ez-gel-documentation-system?ID=04950KK G4,
Erigim tarihi Mayis 15, 2021.

Adams L. G. et al., Multi-Comparative Systems Biology
Analysis Reveals Time-Course Biosignatures of in Vivo
Bovine Pathway Responses to B. Melitensis, S. Enterica
Typhimurium and M. Avium Paratuberculosis, BMC
Proceedings, 5 (S4), Dec. 2011.

Alan A. et al., A Systems Biology Approach to
Infectious Disease Research: Innovating the Pathogen-
Host Research Paradigm, mBio, 2(1), €00325-10, Jun.
2021.

Afacan N. J.,, Fjell C. D., and Hancock R. E. W., A
Systems Biology Approach to Nutritional Immunology
- Focus on Innate Immunity, Molecular Aspects of
Medicine, 33 (1),14-25, Feb. 2012.

Agusti A., Sobradillo P., and Celli B., Addressing the
Complexity of Chronic Obstructive Pulmonary Disease:
From Phenotypes and Biomarkers to Scale-Free

1017



20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

1018

Kavsaoglu ve Ozkara / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 37:2 (2022) 1003-1018

Networks, Systems Biology, and P4 Medicine,
American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, 183 (9), 1129-1137, 2011.

Gerner-Smidt P., Graves L. M., Hunter S., and
Swaminathan B., Computerized Analysis of Restriction
Fragment Length Polymorphism Patterns: Comparative
Evaluation of Two Commercial Software Packages,
Journal of Clinical Microbiology, 36 (5), 1318-1323,
1998.

Rementeria A., Gallego L., Quindés G., and Garaizar J.,
Comparative Evaluation of Three Commercial Software
Packages for Analysis of DNA Polymorphism Patterns,
Clinical Microbiology and Infection, 7 (6), 331-336,
2001.

Cardinali G., Martini A., Preziosi R., Bistoni F., and
Baldelli F., Multicenter Comparison of Three Different
Analytical Systems for Evaluation of DNA Banding
Patterns from Cryptococcus Neoformans, Journal of
Clinical Microbiology, 40 (6), 2095-2100, 2002.

Pavel A. B. and Vasile C. L., PyElph - A Software Tool
for Gel Images Analysis and Phylogenetics, BMC
Bioinformatics, 13 (1), 2012.

Lazar L, GelAnalyzer 19.1.
http://www.gelanalyzer.com, Erigim tarihi Mayis 15,
2021.

Horgan G. W. and Glasbey C. A., Uses of Digital Image
Analysis in Electrophoresis, Electrophoresis, 16 (1),
298-305, 1995.

Ozkara K., Elektroforez Goriintii Isleme Arayiizii ve
Yazilimi Gelistirme, Yiiksek Lisans Tezi, Karabiik
Universitesi, Lisansiistii Enstitiisii, Karabiik, 2019.
Kusim A. S., Abdullah N. E., and Ab Rahim A. A., An
Image Processing Enhancement Approach to Extract
Information in Gel Electrophoresis Image, Proceedings
of 2013 International Conference on Technology,
Informatics, Management, Engineering and
Environment, TIME-E 2013, 9-16, 2013.

Mese A. K., Erdamar A., and Iseri O. D., Image
Analysis for Single Cell Gel Electrophoresis, 25th
Signal Processing and Communications Applications
Conference (SIU), 1-4, 2017.

Gonzalez R. C., Woods R. E., and Masters B. R., Digital
Image Processing, Third Edition, Journal of Biomedical
Optics, 14 (2), 029901, 2009.

Chityala R., and Pudipeddi S., Image Processing and
Acquisition Using Python 2nd Edition, Chapman and
Hall/CRC, 2020.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Goutsias J., Chapter 4 Morphological Methods for
Biomedical Image Analysis, Handbook of Medical
Imaging, 175-263, 2009.

Walker J. M., Chapter 20 Computer Analysis of 2-D
Electrophoresis Gels, New Protein Techniques, 1988.
Bradsky G. and Kaehler A., Learning OpenCV-
Computer Vision with the OpenCV Library, 16 (3),
2009.

Fogel I. and Sagi D., Gabor Filters as Texture
Discriminator, Biological Cybernetics, 61 (2), 103113,
1989.

Chen C. C. and Chen D. C., Multi-Resolutional Gabor
Filter in Texture Analysis, Pattern Recognition Letters,
17 (10), 1069—-1076, Sep. 1996.

Minichino J. and Howse J., Learning OpenCV 3
Computer Vision with Python Second Edition,
Birmingham, 152, 2015.

Wiley J., Unsupervised Learning-Clustering Using K-
Means, Python® Machine Learning, First Edition, 221—
242,2019.

Hoang N. D., Image Processing-Based Spall Object
Detection Using Gabor Filter, Texture Analysis, and
Adaptive Moment Estimation (ADAM) Optimized
Logistic Regression Models, Advances in Civil
Engineering, 2020, 8829715-16, 2020.

Turan M. K., Sehirli E., Elen A., and Karas I. R.,
Identification of Column Edges of DNA Fragments by
Using K-Means Clustering and Mean Algorithm on
Lane Histograms of DNA Agarose Gel Electrophoresis
Images, Proc.SPIE, 9631, Jul. 2015.

Vidyullatha P. and Rajeswara Rao D., Machine
Learning Techniques on Multidimensional Curve
Fitting Data Based on R- Square and Chi-Square
Methods, International Journal of Electrical and
Computer Engineering, 6 (3), 974-979, Jun. 2016.

Rill R. L., Beheshti A., and van Winkle D. H., DNA
Electrophoresis in Agarose Gels: Effects of Field and
Gel Concentration on The Exponential Dependence of
Reciprocal Mobility on DNA Length, Electrophoresis,
23 (16), 2710-2019, 2002.

M. L. Marshall, Fitting The Two-Term Mixed
Exponential and  Two-Parameter =~ Lognormal
Distributions to Grouped and Censored Data, Journal of
Applied Statistics, 23 (3), 313, 1974.



