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Ozetce —2-foton mikroskopi goriintiileme yontemi kul-
lanilarak elde edilen goriintiilerdeki dendritik dikenlerin
(spine) morfolojik ve hacimsel 6zelliklerinin analizi, sinir-
bilimi alanindaki arastirmacilarin son yillarda ilgi gos-
terdigi bir calisma konusudur. Bu analizleri daha giirbiiz
ve giivenilir yapacak otomatik araclarin gelistirilebilmesi,
dendritik dikenlerin dogru béliitlenmesine baghdir. Bu
calismada, dendritik dikenlerin bdliitlenmesi icin water-
shed ve etkin cevrit yontemlerine dayali yeni bir boéliitleme
yontemi oneriyoruz. Onerdigimiz yontemde éncelikle, den-
dritik diken bdlgesi genel hatlariyla, watershed algorit-
mas1 kullamlarak boliitlenir. Elde edilen sonug, bolge
tabanh etkin cevritlere dayal boliitleme kullamlarak iy-
ilestirili. Onerdigimiz yontemin ve literatiirdeki mevcut
yontemlerin béliitleme sonuclari, uzman bdéliitlemeleriyle
karsilastirilmistir. Deney sonuclari, 6nerdigimiz yontemin,
literatiirde dendritik diken boliitlemesi icin sunulmus
mevcut yontemlere gore daha iyi sonuclar iirettigini goster-
mektedir.

Anahtar Kelimeler—Dendritik diken boliitleme, Sinir
goriintiisii analizi, Etkin cevritler.

Abstract—Analysing morphological and volumetric
properties of dendritic spines from 2-photon microscopy
images has been of interest to neuroscientists in recent
years. Developing robust and reliable tools for automatic
analysis depends on the segmentation quality. In this
paper, we propose a new segmentation algorithm for den-
dritic spine segmentation based on watershed and active
contour methods. First, our proposed method coarsely
segments the dendritic spine area using the watershed
algorithm. Then, these results are further refined using
a region-based active contour approach. We compare our
results and the results of existing methods in the literature
to manual delineations of a domain expert. Experimental
results demonstrate that our proposed method produces
more accurate results than the existing algorithms pro-
posed for dendritic spine segmentation.

Keywords—Dendritic spine segmentation, Neural image
analysis, Active contours.

I. GIRIS
Goriintiileme teknolojilerindeki gelismeler, noronal
yapilar ve bu yapilarin fonksiyonlar1 arasindaki iligki-
978-1-4673-5563-6/13/$31.00 (©2013 IEEE

lerin tek bir dendritik diken seviyesinde arastirilmasina
imkan tanimastir [1], [2], [3]. Dendritik dikenlerin (den-
dritic spine) zaman igindeki morfolojik ve hacimsel
degisiklikleri, bilginin beyinde nasil tutuldugu ile il-
gili Onemli bilgiler vermesinin yaninda, Frajil X ve
Rett sendromu gibi diken yapisi ve fonksiyonlarin-
daki anormalliklerle iligkilendirilen cesitli norogelisim-
sel bozukluklarin anlagilmasina katki saglayabilir. Bu
alanda c¢aligsan arastirmaci sayisinin hizla artmasi ve el
ile yapilan analizlerin ¢ok uzun zaman almasiyla bir-
likte, analiz edilmesi gereken veriler hizla birikmektedir.
Dolayisiyla, bu analizleri otomatik yapabilecek goriintii
isleme aracglarina ihtiyac duyulmaktadir.

Geligtirilen bir otomatik goriintii isleme aracinin
sinirbilimi alaninda c¢alisan aragtirmacilar tarafindan
kullanilabilir olmasi i¢in, bu aracin bir dendritik dikenin
zaman i¢indeki morfolojik ve hacimsel degisimini giir-
biiz ve giivenilir olarak analiz edebilmesi gerekir. Bu
sekilde calisan bir ara¢ gelistirebilmenin en Onemli
adimi, dendritik dikenlerin tespit edilip tim zaman
noktalarinda dogru bir gekilde béliitlenmesidir. Liter-
atiirde, bir dendrit iizerindeki tiim dikenleri 3 boyutlu
ve 2 boyutlu goriintiilerde tespit eden c¢aligmalar vardir
[4], [5]. Bu calismalarda dendritik dikenlerin dogru
boliitlenmesi degil, sayilarinin ve yerlerinin tespit
edilmesi esas amagtir. Boliitleme {izerine daha 6nce yap-
mis oldugumuz bir caligmada [6], ilk olarak 2 boyutlu
goriintiideki dendritik diken olmaya aday tiim bolgeler
otomatik olarak bulunur. Bulunan bolgelerin genel hat-
lartyla boliitlenmesi watershed algoritmasiyla yapildik-
tan sonra bu boliitlemeyi iyilestirmek icin sirasiyla cizge
tabanli [7] ve siradiizensel (hierarchical) kiimeleme al-
goritmalart uygulanir. O ¢aligmamizda sunulan yontem,
ilgilenilen tek bir dendritik diken secilerek sadece o
dendritik dikenin boliitlenmesi icin de kullanilabilir. Ote
yandan, [8]’de bir dendrit lizerindeki tiim dikenlerin
tespiti ve bdoliitlenmesi i¢in jeodezik etkin cevritler
tabanli bir yontem sunulmustur. Bu yontemde once-
likle tiim goriintii, Otsu egiklemesi kullanilarak ik-
ili goriintilye dondistiiriiliir. Ardindan ikili goriinti tiz-
erinde inceltme uygulanarak dendritik dikenlerin u¢ bol-
geleri tespit edilir. Bulunan ug¢ bolgeler, jeodezik etkin



cevritlere dayali bir boliitleme algoritmasina baglangi¢
cevriti olarak verilerek dendritik dikenler boliitlenir.
Bu calismayi, bizim bu makalede sunmakta oldugu-
muz calismadan ayiran en 6nemli fark, jeodezik etkin
¢evrit modelinin kenar tabanli (edge-based), bizim ¢alig-
mamizda kullanilan etkin ¢evrit modelinin ise bolge ta-
banli (region-based) olmasidir. Ayrica [8] ¢alismasinda
kullanilan goriintiiler, 2-foton mikroskopi’den farkli
bir modalite olan optik floresans mikroskopi ile elde
edilmigtir.

Bu ¢alismada, dendritik dikenlerin boliitlenmesi icin
kullandigimiz etkin ¢evrit modeli [9]’da 6nerilen model
olup, literatiirde farkli problemlerde sik kullanilmig bir
modeldir. Bolge tabanli etkin c¢evritlere dayali boliitle-
menin daha once dendritik diken boliitlemesi proble-
minde kullanilmamig olmasi bu caligmadaki en 6nemli
katkilardan biridir. Ayrica, 2-foton mikroskopi goriin-
tilerinde etkin cevritlere dayali boliitleme ilk kez bu
calismada kullanilmistir. Onerdigimiz yontem ve lit-
eratiirdeki mevcut yontemler, uzman bdoliitlemeleriyle
Dice olgiitii kullanilarak karsilagtirilmigtir. Dice Olgiitii
ile elde edilen sayisal sonuglar, 6nerdigimiz yontemin,
uzman boliitlemelerine daha yakin boliitlemeler iiret-
tigini gostermistir. Etkin cevritlere dayali boliitleme
yonteminin parametrelere diger yontemlere gore daha
az duyarl olmasi bir diger yarar kazanimdir.

II. DENDRITIK DIKENLERIN WATERSHED
VE ETKIN CEVRITLER ILE BOLUTLENMESI

Bu boliimde oncelikle, dendritik dikenlerin boliitlen-
mesinde kullanilan etkin c¢evrit modelinin tanimi ver-
ilmig, ardindan onerdigimiz algoritma anlatilmugtir.

A. Etkin Cevrit Modelinin Tanum

Verilen bir [, goriintiisiiniin, her bir bolgedeki
yogunluk degerleri yaklasik olarak ayni olan (piecewise-
constant) iki bolgeden, 1§ ve I, olustugunu kabul ede-
lim. Bu bolgelerin sinir1 C' ile gosterilsin. Bu durumda
cl ve ¢2 sirastyla I} ve I§ bolgelerinin ortalama yogun-
luk degeri olmak iizere, asagidaki enerji fonksiyonunu
tanimlayalim:

F(C) = F1(C) + F2(C)

= [To(,y) — e1]*dudy
»/inside(C) (D

t [ (o) - cofdady
outside(C)

Bu enerji fonksiyonunun en kiiciiklenmesiyle I goriin-
tiisiiniin, I} ve I bolgelerinin yogunluk varyanslari
toplam1 en kiiciik olacak sekilde, iki boliite ayrilmasi
hedeflenir.

Bu noktadan hareketle, [9]’da sunulan etkin gevrit
modeli, (1) denklemine, C' cevritinin uzunlugu ve C
cevritinin iginde kalan alan gibi diizenleyici terim-
ler eklemektedir. Egri uzunlugu kisitlamasindaki temel

diisiince; kisa egrilerin dogru sekle daha yakin ola-
cagidir [10]. Boylece, enerji fonksiyonu, p > 0, v > 0,
A1, A2 > 0 kisitlara verilen agirlik katsayilari olmak
lizere,

F(cy,¢2,C) = p.Length(C) + v. Area(inside(C))

+ )\1./ |To(x,y) — c1]*dxdy
inside(C)

+ )\2./ |To(z,y) — co|*dady
outside(C)
2

olarak tanimlanmugtir. Bu bildiride sundugumuz tiim test
sonuglart A} = Ay =1, v = 0 ve p = 0.2 katsayilariyla
elde edilmigtir.

B. Dendritik Dikenleri Boliitleme Algoritmast

2-foton mikroskopi kullanilarak elde edilen goriin-
tiller 3 boyutludur ve bu gériintiiler z ekseni yoniinde
en yliksek yogunluk izdiistimii (maximum intensity pro-
jection) [11] almarak 2 boyuta indirgenir. Onerdigimiz
algoritmanin girdisi bu 2 boyutlu goriintiidiir. Goriin-
tilleme sirasinda olusan giiriiltiillerden dolayr onisleme
gerekmektedir. Bu calismada 2 boyutlu goriintii {iz-
erinde 11 x 11 boyutunda ortanca siizgeci (median filter)
kullamlmistir. Onisleme asamasindan sonra boliitlen-
mek istenen (ilgilenilen) dendritik dikenin oldugu bolge,
dendritik diken segilen bolgenin ortasina yakin olacak
sekilde elle segilir. Ortanca silizgeci uygulanmig goriintii
ve ilgilenilen bir dendritik diken sirasiyla Sekil 1 ve
Sekil 2(a)’da gosterilmisgtir.

iz

Sekil 1. Ortanca siizgeci uygulanmis 2-foton mikroskopi goriintiisii

Tlgilenilen dendritik dikenin oldugu bolge secildik-
ten sonra, bu bolge watershed algoritmasi1 kullanilarak
boliitlenir. Bu bildiride, watershed ile bdliitleme, [6]
caligmasinda oldugu gibi uygulanmistir. Bu yontemde,
dendritik dikenlerin genellikle, yiiksek yogunluga sahip
bolgeler igerdigi kabul edilerek, ilgilenilen bolgedeki
yiiksek yogunluga sahip alanlar genisletilmis en yiik-
sek doniigiimii (extended maxima transform) [12] ile
Sekil 2(b)’de gosterildigi gibi bulunur. Yiiksek yogun-
luga sahip alanlar, Otsu esiklemesi ile bulunan diisiik



(b) Yiiksek yogunluklu
bolgeler ve Otsu esik-
lemesi ile bulunan sinir-
lar

(a) Tlgilenilen dendritik
diken bolgesinin
secilmesi

(c) Watershed algorit- (d)

Watershed
mast ile bulunan boliitler algoritmasi ile
boliitlenmis  dendritik

diken

Sekil 2.  Watershed algoritmast ile ilgilenilen bir dendritik dikenin boliitlenmesi

yogunluga sahip alanlarla birlikte, ilgilenilen bolgedeki
havuzlarin tabanini olusturur. Watershed algoritmasi
havuzlar1 bu bolgelerden baglayarak doldurur. Sonugta
olusan setler boliitlerin simirlarimi belirler (Sekil 2(c)).
Olusan boliitler arasindan, dendritik diken ilgilenilen
bolgenin ortasina yakindir kabullenmesi kullanilarak
dendritik diken bulunur (Sekil 2(d)). Watershed algo-
ritmasiyla olugturulan dendritik diken boliitlemesinin
sinirlari, uzman boliitlemesinden genellikle biiyiik ol-
maktadir [6].

Watershed algoritmasi sonucu bulunan béliitlemenin
iyilestirilmesi igin etkin cevritlere dayali boliitleme
kullanilmaktadir. Bu amacla, watershed algoritmasi ile
bulunan dendritik diken bdolgesinin icinde kalan alan,
etkin cevritler ile tekrar boliitlenir. Etkin cevritlere
dayal1 boliitleme algoritmasina girdi olarak watershed
ile boliitlenen bolgenin yami sira bir baglangic cevriti
de verilmelidir. Bu calismada baglangi¢ cevriti olarak,
dendritik diken bolgesinde halihazirda bulmus oldugu-
muz yiiksek yogunluklu bolgenin sinirlari verilmistir.
Sekil 2(d)’de gosterilen dendritik diken bolgesine ver-
ilen baslangi¢ cevriti Sekil 3(a)’da gosterilmektedir.

(a) Baslangic cevritinin (b) Etkin  cevritlere

verilmesi dayali boliitleme ile
boliitlenmis  dendritik
diken

Sekil 3. Etkin gevritlere dayali boliitlemenin adimlar

Boliitlenmesi istenen bolgeye verilen baslangig
cevriti, (2) de verilen enerji fonksiyonu en kiigiik-
lenene veya belirli bir iterasyon sayisina kadar gelisir.
Bu bildiride yaptifimiz deneylerde en ¢ok yapila-
bilecek iterasyon sayist 500 olarak belirlenmistir.
Baglangi¢c cevritinin gelisimi tamamlandiktan sonra
olusan boliitleme Sekil 3(b)’de gosterilmistir.

III. DENEYSEL SONUCLAR

Bu boliimde elde ettigimiz deney sonuglarini sunuy-
oruz. Boliitleme sonuglarinin dogrulugu, uzmanin el
ile yaptig1 boliitlemeler baz alinarak Dice olciitii ile
karsilagtinlmigtir. Bu 0Olgiit, verilen iki kiime, X ve
Y, arasindaki benzerligi ol¢mektedir. Bizim uygula-
mamizda X ve Y, uzmanin el ile yaptig1 ve bir al-
goritma tarafindan bulunan béliitlemelerin oldugu ikili
goriintiilerdir. Dice olctiti [0, 1] araliginda degerler
almakta olup, (3) formiiliiyle hesaplanmaktadir.

21X NY|

D(X,Y) = x|+ Y| 3)

Onerdigimiz yontem, 5 farkli veri kiimesinden
secilen birer dendritik diken iizerinde test edilmistir.
Kullanilan birinci veri kiimesi 48, ikinci, ligiincii ve
dordiincti veri kiimeleri 54, beginci veri kiimesi ise 41
zaman noktasinda kaydedilmis goriintiiler icermektedir.
Her veri kiimesinde segilen birer dendritik diken tiim za-
man noktalarinda boliitlenmistir. Ayn1 testler, watershed
ve [6] calismasinda sunulan yontem i¢in de yapilmis ve
Onerdigimiz yontemle karsilagtirilmigtir.

Tablo I'de, deney sonuglarinda elde edilen sayisal
degerler gosterilmektedir. Sayfa sayisi kisitlarindan
dolay: tiim zaman noktalarindaki Dice skorlar1 yerine,
ortalama ve varyanslart verilmigtir. Ayrica, ortalama
Dice skorlar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadig1 ¢-testi ile incelenmistir. Ortalama
Dice skoru sonuglari, dendritik diken boliitlemesi icin
onerdigimiz yontemin, diger yontemlere gore uzman
boliitlemelerine daha yakin sonuclar rettigini goster-
mektedir.

Ilgilenilen bir dendritik dikenin tiim zaman nokta-
larindaki hacim veya seklinin otomatik olarak analiz
edilebilmesi, boliitleme i¢in Onerilen yontemin parame-
trelerine olan hassasligiyla dogrudan ilgilidir. Bu ne-
denle, tiim zaman noktalarinda ayni parametreler kul-
lanilarak yapilan bdéliitlemelerin varyansinin ¢ok fazla
olmamasi beklenir. Tablo I’de tiim zaman noktalarin-
daki Dice skorlarinin varyansi, 5 farkli veri kiimesi
i¢in de verilmistir. Bu sonuglar, etkin gevritlere dayali
boliitlemenin ayn1 parametrelerle, daha giirbiiz ve tutarli
boliitlemeler {irettigini gostermektedir.



Dice Skor Ortal:

+ Varyans

[6]’da Sunulan Yontem

Onerilen Yontem

0.8675 & 0.0031

0.8739T + 0.0014

0.6320 & 0.0064

0.82397F £ 0.0066

0.7300 + 0.0051

0.9169TF + 0.0045

0.8388 & 0.0046

0.87117F £ 0.0031

Veri Kiimesi Watershed
1 0.8293 + 0.0038
2 0.5885 + 0.0057
3 0.6735 £ 0.0064
4 0.7965 + 0.0038
5 0.7029 + 0.0037

0.7544 + 0.0046

0.91737F £ 0.0016

Tablo 1.

5 FARKLI VERI KUMESINDEN ELDE EDILEN DICE SKORLARIN ORTALAMALARI VE

VARYANSLARI. Anlamlilik derecesi o = 0.05 olmak iizere; t: Onerilen yontemin ve watershed algoritmasinin sonuglart arasmda anlaml
bir fark vardwr. *: Onerilen yontemin ve [6]’da sunulan yontemin sonuglart arasinda anlamly bir fark vardur.

(a) Uzman boliitlemesi (b) Watershed

Sekil 4. Gorsel boliitleme sonuglart

Sekil 4’te bir dendritik dikenin farkli boliitleme
yontemleriyle elde edilmis gorsel boliitleme sonuglart
verilmistir. Sekil 4(b) ve Sekil 4(c)’de arka plandaki
bulanik bolge de dendritik diken olarak boliitlenmisgtir.
Etkin cevritler modelindeki ¢evrit uzunlugu terimi,
cevritin ¢ok fazla genislemesini engelledigi i¢in bulanik
bolge boliitlemeye dahil edilmez. Onerdigimiz yontemin
boliitleme sonucunun (Sekil 4(d)) uzman boliitlemesine
(Sekil 4(a)) daha yakin oldugu agik¢a goriilmektedir.

IV. VARGILAR

Bu bildiride, dendritik dikenlerin boliitlenmesi icin
watershed ve etkin cevritlere dayali bir yontem Oner-
ilmigtir. Onerilen yontem ile yiiksek yogunluga sahip
bolgeler iceren dendritik dikenler, tiim zaman nokta-
larinda ayni parametreler kullanilarak, basarili bir sek-
ilde boliitlenebilmektedir.

Incelenmek istenilen dendritik dikenin yiiksek
yogunluga sahip bolgeler icermedigi durumlarla
karsilasilabilir. Ayrica, 3 boyutlu goriintiiniin 2 boyuta
indirgenmesi sirasinda bazi dendritik dikenlerin bir
kismi ya da tamami kaybolabilir. Bu tiir durumlardaki
dendritik dikenlerin incelenebilmesi i¢in 3 boyutlu
goriintii iizerinde sekil 6n bilgisi kullanan bdliitleme
algoritmalar1  gelistirmek, ilerideki caligmalarimiz
icinde olacaktir.

V. TESEKKUR

Yazarlar, faydali tartigmalar1 ve kod paylagimi icin
Murat Yagci’ya; 2-foton mikroskopi goriintiileri ve uz-
man boliitlemeleri saglama konusundaki yardimlarindan
otiirii Inbal Israely, Yazmin Ramiro-Cortés ve Anna F.
Hobbiss’e tesekkiirlerini sunar.

(c) [6]’da Sunulan Yon-
tem
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[2]

[3]

[4]
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(d) Onerilen yontem
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