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1. Wstep

Patomorfologia jest dziedzing o kluczowym znaczeniu w diagnozowaniu wielu chordb,
W szczegolnosci chorob nowotworowych. Mata liczba czynnych patomorfologéw (w Polsce
okoto 300-500 osob), dtugi czas ksztalcenia przysztych ekspertow oraz powickszajaca si¢
z roku na rok liczba zlecanych badan histopatologicznych powoduja znaczace wydluzenie
oczekiwania na wyniki oraz wplywajg na przepracowanie ekspertow. Cyfrowa diagnostyka
patomorfologiczna stanowi dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing zwigzang z analizg
I przetwarzaniem zdygitalizowanej postaci preparatow patomorfologicznych.

Preparat histopatologiczny stanowi fragment tkanki pobrany przez lekarza podczas zabiegu
medycznego. Przygotowanie preparatu histopatologicznego stanowi wieloetapowy, zloZony
proces prowadzacy do uzyskania szkielka ze skrawkiem zabarwionej tkanki. Nastgpnie
uzyskane szkietko z preparatem histopatologicznym moze zosta¢ poddane ocenie
mikroskopowej, skanowaniu w celu uzyskania wirtualnego preparatu mikroskopowego lub
archiwizaciji.

Wirtualne preparaty (WSI) stanowig obrazy preparatow mikroskopowych uzyskane za
pomocy skanera szkietek mikroskopowych lub mikroskopu wyposazonego w kamere oraz
zmotoryzowany stolik. Sposob zapisu obrazu uzalezniony jest od producenta sprzetu oraz
oprogramowania zwigzanego z rejestracjg obrazu. Na rysunku 1 przedstawiono przyktady
wirtualnych preparatow. Obrazy WSI cechuja si¢ zmiennym charakterem, zwigzanym z r6zng
intensywnoscig preparatow wynikajgca z procesu barwienia, liczby poszczegdlnych struktur
oraz rozmiarow tkanki.

Systemy do wspomagania diagnostyki patomorfologicznej zwigzane sg z analiza kontekstowa
WSI, ktéora ma na celu wydzielenie okreslonych struktur oraz oszacowanie wskaznikoéw
zwigzanych z ich oceng. Analizie poddawane sg kolejne pola widzenia, ktére odpowiadaja
obszarowi widzianemu w okularze mikroskopu po zastosowaniu odpowiedniego
powigkszenia. Na rysunku 2 przedstawiono przyktadowe pola widzenia.



Rys.1. Przyktady Wirtualnych preparatow: A- fragmenty tozysk pochodzacych z Samoistnych poronien
(barwienie H&E) , B- guzy mézgu (barwienie Ki-67).

Rys.2. llustracja zmiennosci p6l widzenia: A-preparaty przedstaw1a3 ace fragmenty lozysk, B-
preparaty przedstawiajace guzy mozgu.

2. Przeglad zawartoSci pracy

W pracy przedstawiono dwa kompletne algorytmy do analizy preparatow
patomorfologicznych: system wspomagajacy diagnostyke guzoéw mozgu barwionych ki-67
oraz system wspomagajacy diagnostyke fragmentow tozysk pochodzacych z samoistnych
poronieh w pierwszym trymestrze cigzy. Prowadzone badania byly konsultowane
Z doswiadczonym zespolem patomorfologow z Zaktadu Patomorfologii Wojskowego
Instytutu Medycznego w Warszawie.

Praca ztozona jest z dziewigciu rozdziatéw obejmujacych cztery zasadnicze czesci. Pierwsza
czg$¢ pracy przedstawia ztozonos$¢ problemu badawczego, tlo medyczne oraz proces oceny
manualnej preparatow. Zwrdécono uwage na problemy wystepujace podczas oceny preparatow
przez patomorfologdw. W drugiej czesci przedstawione zostaty metody analizy 1 klasyfikacji
obrazow, pozwalajace na opracowanie ztozonych algorytmow.

W trzeciej czegsci pracy przedstawiono zaproponowane, autorskie algorytmy pozwalajace na
rozwigzanie postawionych probleméw. Szczegdélowo opisano rozwigzania pozwalajace na
detekcje 1 eliminacj¢ artefaktow, wplyw zaproponowanej funkcji kary na wybdr pol hot-spot



w preparatach przedstawiajacych guzy mézgu oraz ztozony algorytm pozwalajacy na detekcje
1 ocen¢ poszczegbdlnych struktur biologicznych w preparatach przedstawiajacych fragmenty
kosmkéw. Ponadto, przedstawione zostaty metody optymalizacji opracowanych algorytmow
poprzez zastosowanie zréwnoleglenia obliczen i1 obliczen z wykorzystaniem architektury
GPU-CPU. Innowacyjny algorytm umozliwiajacy komputerowa analize preparatow
histopatologicznych zabarwionych Ki-67 przedstawiajacych guzy mozgu (takie jak
skapodrzewiaki oraz oponiaki) zostal zaprezentowany w rozdziale pigtym. Natomiast w
rozdziale szostym omowiono ztozonos$¢ problemu badawczego oraz zaproponowano algorytm
do detekcji 1 oceny kosmkow oraz metody oceny poprawnosci detekcji struktur.

W czwartej czeSci pracy zawarto wyniki przeprowadzonych badan oraz wnioski. Rozdziat
O6smy zawiera informacje na temat zastosowanego materiatu badawczego, szczegodtowe
wyniki przeprowadzonych badan oraz mozliwo$ci zastosowania opracowanych metod.
Wykazano w nim, ktéore z metod sa najbardziej efektywne oraz przedstawiono wyniki
weryfikacji algorytméw w odniesieniu do wynikow ekspertow. W rozdziale dziewigtym
zawarto podsumowanie pracy oraz wnioski wynikajace z badan, w szczegolnosci uwypuklono
najwazniejsze oryginalne osiggniecia autora rozprawy.

3. Cel i teza pracy

Gléwnym celem pracy jest opracowanie komputerowych metod wspomagania diagnostyki
patomorfologicznej preparatow przedstawiajacych guzy mozgu oraz fragmenty tozysk
pochodzace z samoistnych poronien. Manualna ocena tego typu preparatdow przez
patomorfologéw jest zadaniem ztozonym oraz czasochlonnym. Wyniki oceny manualne;j
obarczone sg bledem zwigzanym z warunkami pracy, zmeczeniem, samopoczuciem. Zaletg
systemoéw komputerowych jest odporno$¢ na tego typu problemy oraz powtarzalnos¢
wynikow. Wyniki uzyskane na drodze automatycznej analizy preparatow sa w pehni
deterministyczne i ustandaryzowane. Zastosowanie automatycznych systemow analizy
preparatow pozwoli na zmniejszenie obcigzenia patomorfologdbw oraz zmniejszenie
czasochtonno$ci badan.

W pracy przedstawiono nowatorskie rozwigzania wykorzystujagce wiedz¢ z zakresu analizy
obrazow, sztucznej inteligencji oraz obliczen rownoleglych. Badania zwigzane
Z opracowaniem systemow realizujacych przedstawiony cel pracy zostaty podzielone na dwa
zadania:
I.  Opracowanie systemu wspomagajacego diagnostyke guzoéw mozgu
e opracowanie metod wczytywania preparatow zapisanych w roznych formatach
(.mrxs, .svs, .vsi);
e opracowanie metod wstepnego przetwarzania danych (detekcja mapy
preparatu);
opracowanie metod detekcji 1 eliminacji artefaktow;
opracowanie metod wyboru pél hot-spot (zastosowanie funkcji kary);
opracowanie metod detekcji 1 oszacowania liczby komorek proliferujacych;
optymalizacja algorytmow z wykorzystaniem obliczen rownolegtych;
przygotowanie bazy wirtualnych preparatéw przedstawiajacych guzy moézgu
barwione Ki-67(oponiaki i skapodrzewiaki);
e oOcena poprawnosci detekcji po6l hot-spot przez automatyczny system
W odniesieniu do wynikoéw eksperta.
Il.  Opracowanie systemu wspomagajacego diagnostyke tozysk
e opracowanie metod wstepnego przetwarzania danych;



e opracowanie metod detekcji struktur takich jak: trofoblast, mezenchyma,
kolagen, naczynia krwiono$ne;
e opracowanie metod oceny poszczegdlnych kosmkow pod wzgledem stopnia
unaczynienia oraz ich obrzeku;
e optymalizacja algorytméw z wykorzystaniem obliczen rownolegtych;
e przygotowanie bazy wirtualnych preparatow przedstawiajacych fragmenty
tozysk pochodzace z samoistnych poronien barwione H&E;
e ocena poprawnosci detekcji oraz ewaluacji kosmkow przez automatyczny
system w odniesieniu do wynikéw eksperta.
Przedstawione systemy oraz wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja udowodni¢
nastepujaca teze pracy: Dedykowane algorytmy przetwarzania obrazow w polgczeniu ze
strategiq obliczen rownoleglych pozwalajg na opracowanie efektywnych systemow analizy
kontekstowej wirtualnych preparatow mikroskopowych wspomagajgcych diagnostyke
histopatologiczng.

4. Podstawowe metody przetwarzania obrazow

Obraz w formie cyfrowej przechowywany jest w pamigci komputera jako tablica. W pracy
wykorzystano wiele ztozonych zagadnien analizy obrazow obejmujgcych: rozne reprezentacje
barw, opisy teksturalne, metodg¢ CORF, metody morfologii matematycznej i statystyczne oraz
metody klasyfikacji.

Podstawowg roznicg systemow reprezentacji barw jest sposob tworzenia barw. Ze wzgledu na
zalety poszczegdlnych modeli posiadaja one rézne zastosowania. Analiza spektrum barw,
tekstury i kontekstu stanowi podstawe do oceny obrazow przez ludzi. Spektrum barw opisuje
srednie odchylenia barwy w réznych pasmach widzialnego i/lub podczerwonego widma
elektromagnetycznego, podczas gdy tekstura zawiera informacje o przestrzennym
rozmieszczeniu odchylen barw w pasmie.

Wirtualne preparaty mikroskopowe zapisane sa3 w oparciu o przestrzen barw RGB. Jest to
popularny format zapisu obrazéw cyfrowych, w ktorym najczesciej stosowany jest 24-bitowy
zapis kolorow. W celu uzyskania maksymalnego rozrdznienia poszczegdlnych struktur
W pracy zastosowano nastgpujace przestrzenie barw: RGB, CMYK, Luv, YCbCr.

Obrazy cyfrowe mozna opisaé za pomocg parametrow takich jak: wymiary obrazu,
rozdzielczo$§¢ oraz rozmiar. Wymiary obrazu informuja o jego dhlugosci i szerokosci
wyrazone] w pikselach. Rozdzielczo$¢ to liczba pikseli jakg zawiera linia obrazu o dlugosci
jednego cala. Parametr ten jest bezposrednio zwigzany z jako$cig obrazu - im wigksza
rozdzielczo$¢ tym lepsza jako$¢, poniewaz wiecej pikseli reprezentuje dany element na
obrazie. Przyktadowy wirtualny preparat mikroskopowy posiada wymiary 61824x93961
pikseli oraz rozmiar 320391497 bajtow. Zastosowanie petnej rozdzielczo$ci obrazu nie jest
konieczne we wszystkich etapach analizy. Zmniejszenie rozdzielczo$ci obrazu powoduje
zmniejszenie liczby pikseli, ktore przedstawiajg dany obiekt. Ze wzgledu na znaczacy rozmiar
wirtualnych preparatéw, zastosowanie pomniejszenia obrazu jest istotne. Bardzo wazny jest
odpowiedni dobor pomniejszenia tak, aby poszczegélne struktury byly widoczne na obrazie
oraz reprezentowane przez wigcej niz jeden piksel. W przypadku preparatow
histopatologicznych nowotworéw moézgu, pomniejszenie o$miokrotne pozwala na uzyskanie
odpowiedniej widoczno$ci analizowanych komoérek przy jednoczesnej, znaczacej redukcji
danych, ktora pozwala na znaczace skrocenie czasu przetwarzania obrazu.



Metody morfologii matematycznej stanowig jedno z podstawowych narzedzi przetwarzania
obrazow cyfrowych, poniewaz pozwalajg na analize ksztaltoéw, detekcje struktur, konturow,
analiz¢ tekstur, rekonstrukcje obiektow oraz filtracj¢ obrazoéw. Jest to rozbudowana grupa
funkcji, ktorych potaczenie umozliwia budowe ztozonych systeméw do analizy obrazow. Ich
zaletami s3: prostota, szybko$¢ oraz skuteczno$¢.

Operacje morfologiczne opierajg si¢ na zastosowaniu elementéw strukturalnych (masek
wypetionych zerami oraz jedynkami) o dowolnym ksztalcie oraz wielkosci. Wielkos¢
elementu strukturalnego jest zwigzana z analizag wnetrz obiektu, natomiast ksztalt powigzany
jest z detekcja ksztaltu obiektu (konturu obiektu). Element strukturalny stanowi rodzaj
,ruchomego okna”, ktore jest przesuwane po powierzchni obrazu tak, aby analizowany piksel
byl punktem centralnym elementu strukturalnego. Nastepnie wykonywane sg testy logiczne
pomiegdzy elementem strukturalnym i odpowiednia cze$cig obrazu, wynikiem czego jest
obliczenie nowej wartosci dla danego punktu. Istotnym parametrem jest sasiedztwo
okreslajace liczbe punktoéw wokdét danego piksela branych pod uwage podczas analizy.
W pracy zastosowano nastepujace metody:
e dylacje, ktora prowadzi do zwigkszenia rozmiaréw obiektow widocznych na obrazie;
e erozjg, ktora prowadzi do zmniejszenia rozmiaréw obiektow widocznych na obrazie;
e otwarcie i domknigcie zwigzane sg z sekwencyjnym zastosowaniem operacji erozji
i dylatacji, prowadzace do wygladzenie krawedzi obiektow poprzez usunigcia
drobnych potaczen pomig¢dzy obiektami/ usunigcie dziur i wklestosci.
e rekonstrukcje morfologiczng, ktora pozwala na odtworzenie pierwotnych obszarow
tylko tych obiektow, ktére s3 oznaczone na obrazie maski. Operacja ta zwigzana jest
z iteracyjnym wykonywaniem erozji/dylatacji obrazu wejsciowego;
e metode rozszerzonych maksiméw/miniméw lokalnych zwigzang z detekcja obszarow
maksimow/minimow regionalnych (metoda h-maksiméw), a nastepnie rozszerzeniu
wykrytych obszarow o punkty sasiadujace, ktore spetniajace wartos¢ progowa.

Metoda CORF (Combination of Receptive Fields) zostala zastosowana do wykrywania
krawedzi obiektow na obrazach. Jej dziatanie zostato zainspirowane sposobem przetwarzania
informacji wizualnych w moézgu, a dokladnie funkcjonowaniem biologicznym komorki, ktora
jest pobudzana/dezaktywowana odpowiednimi bodZzcami. Model CORF pozwala na poprawe
stosunku sygnatu do szumu oraz uzyskanie separacja czestotliwosci i orientacji przestrzenne;.

Opis numeryczny tekstur stanowi jedng z metod analizy obrazéw poniewaz tekstury okreslaja
wlasciwosci specyficznego obszaru w obrazie. Lokalny wzorzec jest okre§lany poprzez
parametry takie jak: jasno$¢, kierunkowos$¢, porowatos¢. Jednoznaczny i uniwersalny
matematyczny opis tekstur jest trudny do realizacji, dlatego tez, do ich opisu stosowane sa
wektory cech. Cechy obrazu to opisujace go parametry, wsrod ktorych wyrdzniamy parametry
strukturalne, statystyczne, parametry wykorzystujace modele matematyczne oraz parametry
zwigzane z filtracjg. Do popularnych metod analizy teksturalnej zaliczamy: LBP, cechy
Markowa, zmodyfikowane cechy Unsera oraz filtry Gabora.

Local Binary Pattern (LBP) to metoda opisu tekstur wykorzystujaca widmo analizowanych
jednostek tekstury. Jednostka tekstury stanowi obszar ztozony z n-elementéw pochodzacych z
obszaru okreslonego sasiedztwa wzgledem analizowanego piksela. Analizie poddawany jest
piksel oraz n-punktow znajdujacych sie¢ w zadanym sgsiedztwie. Nastepnie obliczana jest
roéznica pomiedzy warto$cig piksela srodkowego oraz kazdego z analizowanych punktow.
Uzyskany wynik poddawany jest progowaniu oraz przemnozeniu przez mapg¢ wag. Suma
uzyskanych warto$ci stanowi numer danej jednostki teksturalnej. Istotne znaczenie ma



rozmiar analizowanego sasiedztwa, liczby analizowanych punktow oraz rozdzielczos¢
analizowanego obrazu. Rozwini¢gciem metody LBP jest jej polaczenie z histogramem
ukierunkowanego gradientu (HOG), co znaczaco poprawia wykrywanie okreslonych tekstur.

Opis tekstur za pomocg cech Unsera stanowi rozwini¢cie metody zaproponowanej przez M.
Haralica (opis tekstur w oparciu o znormalizowang macierzy zdarzen dla obrazéw w skali
szaro$ci), poprzez zastosowaniu dwoéch jednowymiarowych histograméw (histogram sum
oraz histogram roznic) jako przyblizenie macierzy koincydencji. Zmodyfikowane cechy
Unsera bazuja na znormalizowanym prawdopodobienstwie intensywnosci w histogramach
sum 1 roznic obrazéw. Obrazy te sg tworzone poprzez zastosowanie transformaty wzgledne;j
(relative translation). Ostatecznie mozliwe jest wyznaczenie osmiu cech dla danego piksela.
Istotnym zagadnieniem jest wiasciwy dobdr rozdzielczosci analizowanych obrazow oraz
rozmiaru sgsiedztwa tak, aby mozliwe byto uzyskanie lokalnej charakterystyki analizowanych
struktur. W przypadku analiz struktur przedstawiajacych komorki, powinny by¢ one
reprezentowane przez co najmniej kilka pikseli.

Metody statystyczne pozwalaja na rozbudowe systeméw analizy obrazow poprzez
wyznaczenie licznych charakterystyk oraz parametrow statystycznych obrazéw i obiektow
bazujac na histogramie obrazu, macierzy przej$¢, macierzy gradientu oraz macierzy dtugosci
pasm. Parametry statystyczne opisujace dany obiekt moga by¢ stosowane do jego klasyfikacji
oraz oceny. Polgczenie operacji morfologicznych, teksturalnych i metod analizy statystycznej
pozwala na ztozong analiz¢ obrazow cyfrowych. Do okreslenia przydatnosci danych cech do
klasyfikacji (réznicowania poszczegdlnych klas) zastosowano miar¢ Fishera. Cechy
0 wysokiej wartosci miary Fishera reprezentujg duze zréznicowanie pomig¢dzy klasami, przez
co moga by¢ stosowane w klasyfikacji obszarow, natomiast cechy o niskiej wartosci nie
wnoszg istotnych informacji do procesu klasyfikacji.

Istotnym aspektem analizy obrazoéw jest klasyfikacja danych pozwalajaca na detekcje,
wyodrebnienie oraz oceng¢ okreslonych struktur. Wsrdd sposobow klasyfikacji mozemy
wyrozni¢ metody: statystyczne, neuronowe, liniowe, nieliniowe oraz drzewa decyzyjne.
W pracy zastosowano metode wektoréw nosnych (SVM), ktora jest z powodzeniem
stosowana w problemach klasyfikacji i aproksymacji. Do zalet metody SVM mozemy
zaliczy¢ silne podstawy matematyczne, prawidtowe dziatanie w przypadku nieliniowych
granic decyzyjnych, jak rowniez mozliwo$¢ uniezaleznienia si¢ od wymiaru danych.

Maszyna wektorow nosnych to sie¢ jednokierunkowa wielowarstwowa, w ktorej mozliwe jest
zastosowanie roznych typow funkcji aktywacji, jednakze ze wzgledu na jeden neuron
W warstwie wyjsciowej, pojedyncza sie¢ umozliwia separacj¢ danych tylko na dwie klasy.
Celem uczenia sieci jest wyznaczenie lokalizacji hiperptaszczyzny rozdzielajacej dwie klasy
danych oraz maksymalizacja marginesu separacji pomi¢dzy nimi poprzez odpowiedni dobor
warto$ci wag oraz centrow rzutowania (wybrane wektory uczace). Dobdr szerokosci
marginesOw ma istotne znaczenie w procesie klasyfikacji. Szerszy margines zapewnia lepsze
wlasno$ci generalizacji oraz mniejszg podatno$¢ na przeuczenie, podczas gdy wezszy
margines moze powodowac radykalne zmiany klasy podczas klasyfikacji.

4. Automatyczna detekcja pol hot-spot w preparatach nowotworow mozgu
Pierwszy z zaproponowanych systeméw to innowacyjny algorytm umozliwiajacy

komputerowa analiz¢ preparatow mikroskopowych przedstawiajacych guzy mozgu (takie jak
skgpodrzewiaki oraz oponiaki). Ocena preparatow histopatologicznych przedstawiajgcych



oponiaki oraz skapodrzewiaki polega na analizie ilosciowej (oszacowaniu liczby komorek
nowotworowych z uwzglednieniem ich immunoreaktywnosci) wybranych p6l nazywanych
hot-spotami. Obszary te cechuje wysoki odczyn immunohistochemiczny oraz zrdéznicowana
lokalizacja. Liczba pdl wybieranych do analizy wynosi od kilku do dwudziestu. Wybierane
pola powinny reprezentowaé zroznicowane obszary guza o Wysokim odczynie
immunohistochemicznym tak, aby zapewni¢ kompleksowg ocen¢ preparatu. Zaproponowany
algorytm (rys.3) umozliwia w pelni automatyczny wybor pol do analizy, oszacowanie liczby
komorek nowotworowych, jak rowniez okreslenie indeksu proliferacji.
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Rys.3. Schemat algorytmu do wykrywania pol hot-spot.

Liczne problemy wystepujace podczas przetwarzania obrazow, takie jak znaczny rozmiar
danych, wystepowanie rdéznego rodzaju artefaktow, zmienno$¢ odcieni 1 rdznice
W intensywnos$ci barwienia preparatow oraz potrzeba uzyskania krotkiego czasu obliczen
zostaty rozwigzane w zaproponowanym algorytmie.

Proces detekcji artefaktow takich jak wylewy krwi, zagiecia preparatdow oraz zabarwione
Sciany naczynh wykonywany jest niezaleznie dla kazdego z wymienionych przypadkow. We
wszystkich przypadkach zastosowane sg metody analizy teksturalnej oraz klasyfikacji.

Kolejnym etapem algorytmu jest wykrywanie p6l hot-spot zwigzane z detekcja obszarow
0 wysokim odczynie proliferacji guza oraz zréznicowanej lokalizacji. Obszary te wybierane
sa w oparciu o okienkowanie mapy komoérek immunopozytywnych. W kazdym z okienek
zliczana jest liczba wykrytych komorek, a nastgpnie zgodnie z opracowanym Kkryterium kary
wybierane sg kolejne pola hot-spot. Ze wzgledu na konieczno$¢ uzyskania krotkich czaséw
obliczen, jadra komorek wykrywane sg na obrazie pomniejszonym o$miokrotnie, przez co sg
one reprezentowane zaledwie przez kilka pikseli (4-6) oraz cechuja si¢ znacznym rozmyciem
granic. Uniemozliwia to zastosowania analizy w oparciu 0 ksztatt obiektow lub ich teksture.
Na potrzeby pracy zaproponowano metode wstepnej detekcji komorek immunopozytywnych
w oparciu o zastosowanie metody rozszerzonych ekstremow lokalnych.

Wybor pdl zainteresowania zwigzany jest z Wartoscig indeksu proliferacji w poszczegdlnych
polach oraz ich lokalizacja. Algorytm stopniowego wygaszania pol zostat opracowany w celu
wymuszenia automatycznego wyboru pol hot-spot 0 wysokiej warto$ci indeksu proliferacji
oraz roznorodnej lokalizacji przestrzennej. Pierwszym wybranym polem hot-spot jest obszar
0 najwyzszej liczbie komorek immunopozytywnych. W kolejnych krokach zastosowana
zostaje funkcja kary, ktora modyfikuje warto$ci oceny poszczegdlnych pdl, powodujac
zmniejszenie wartosci dla pol sagsiadujagcych z polem juz wybranym. Wybor kolejnych pol
hot-spot zwigzany jest z wyborem obszarow o najwyzszym wskazniku proliferacji
zmodyfikowanym zgodnie z wartoscig wspotczynnika kary obliczanego zgodnie z:
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gdzie: x;,y; to wspolrzedne dotychczas wybranych pol hot-spot, p- wspotczynnik kary
(wybrany eksperymentalnie i wynoszacy 0.2)

Na rys. 4 przedstawiony jest wptyw funkcji kary na lokalizacje wybranych pol hot-spot.
Celem stosowania funkcji kary jest zamodelowanie sposobu wyboru pdl hot-spot przez
ekspertow medycznych.

"") ~ -.ﬁq, N ~

Rys. 4. Wptyw funkcji kary oraz parametru p na lokalizacje po6l hot-spot, gdzie A- wynik dla p=0, B -
wynik dla p=0.2, czerwony- wyniki eksperta, zielony- algorytm I, zotty- algorytm II.

Istotnym etapem oceny poprawnos$ci wyboru pol hot-spot jest pordwnanie z wynikami
ekspertow medycznych. W celu oceny rozmieszczenia pol wybranych automatycznie,
W odniesieniu do pol wybieranych przez eksperta medycznego, wprowadzona zostata miara
oceny zgodnos$ci lokalizacji (LCM), bazujaca na réznicach odleglosci lokalizacji pol
wybranych przez eksperta i algorytm oraz wartosci indeksu proliferacji Ki-67
W poszczegdlnych polach. Wartos¢ miary LCM obliczana jest zgodnie ze wzorem:

LCM = Z w; * sigm <min )
i
Ei

gdzie:w; = E
gdzie: Lgi- warto$¢ indeksu proliferacji w polach wybranych przez eksperta, Lg- $rednia
warto$¢ indeksu proliferacji w polach wybranych przez eksperta, FOVgjze- rozmiar
pojedynczego pola widzenia.

dist|(x;,y;), (i, v
4FOVsizg

Niska warto§¢ LCM $wiadczy o podobnej lokalizacji obszarow hot-spot wybranych przez
algorytm oraz eksperta. Oznacza to, ze pola wybrane zard6wno przez eksperta jaki 1 algorytm
reprezentuja te same obszary guza. Wysoka warto$¢ indeksu LCM oznacza, ze pola wybrane
przez eksperta oraz algorytm reprezentujg rozne obszary guza. Jezeli pole ma nizszg wartos¢
indeksu Ki-67, to jego pominigcie ma mniejszy wplyw na warto$¢ miary LCM. Proponowana
metoda pozwala na ocen¢ poprawnosci wyboru pol hot-spot oraz dobor odpowiednich
parametréw funkcji kary.

W celu uzyskania krotkich czaso6w obliczen opracowany algorytm zostat zrownoleglony
(rys.5). Zastosowanie obliczen w oparciu o architektur¢ CPU-GPU pozwolito na
zredukowanie czasu analizy jednego preparatu do okoto 2 minut.
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Rys. 5. Schemat zrownoleglenia opracowanego algorytmu w oparciu o architekture CPU-GPU.

5. Automatyczna analiza obszaréw zainteresowania w preparatach
przedstawiajacych fragmenty lozysk pochodzace z samoistnych poronien w
pierwszym trymestrze cigzy

Drugi z zaproponowanych systemow zwigzany jest z kompleksowa oceng preparatow
patomorfologicznych przedstawiajacych fragmenty tozysk pochodzacych z samoistnych
poronien w pierwszym trymestrze cigzy. Opracowany algorytm umozliwia detekcje
kosmkow, trofoblastu, mezenchymy, kolagenu oraz naczyn krwiono$nych, jak rowniez
analiz¢ poszczegoélnych kosmkoéw pod katem unaczynienia oraz stopnia obrzgku. Na rys. 6
przedstawiono opracowany algorytm, ktory sktada si¢ z dwoch glownych krokéw:
o detekcji struktur zwigzanej z wykrywaniem oraz klasyfikacja poszczegodlnych
obiektow;
e analizy iloSciowej zwigzanej z oszacowaniem liczby naczyn krwiono$nych oraz
okresleniem stopnia obrzeku w poszczegdlnych kosmkach.
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Rys.6 Schemat algo Schemat algorytmu do detekcji i oceny kosmkow.

Kazdy z gléwnych krokow algorytmu przedstawionego na rys. 6 zwigzany jest ze ztozonym
algorytmem opartym o operacje morfologii matematycznej oraz analiz¢ teksturalna.
Automatyczna analiza preparatow histopatologicznych przedstawiajagcych fragmenty



kosmkow zwigzana jest z licznymi trudnosciami, do ktoérych mozna zaliczy¢: roznorodnosé
I niejednorodnos$¢ struktur biologicznych, zmienng intensywno$¢ zabarwienia poszczegdlnych
elementéw zwigzang z procesem przygotowywania preparatu mikroskopowego, mozliwos¢
wystepowania artefaktow oraz podobienstwo roznych struktur biologicznych. Nalezy
podkresli¢, iz znacznie ograniczona jest mozliwo$¢ zastosowania parametréow zwigzanych
Z rozmiarem oraz geometrig Np. do opisu i detekcji kosmkoéw, gdyz ich rozmiar oraz ksztatt
moga by¢ roznorodne (rys.7). Parametry zastosowane w algorytmie zostaly dobrane
eksperymentalnie podczas licznych badan.

Rys.7.Przyktad fragmentu preparatu zawierajacego kosmki (A) oraz kosmkow o réznych ksztattach i
rozmiarach (B).

Kolejnym istotnym ograniczeniem jest czas analizy, ktory powinien by¢ mozliwie krotki. Aby
sprosta¢ temu wymaganiu niezb¢dne jest zastosowanie pomniejszania obrazow oraz
zrownoleglania obliczen. Na rys.8 przedstawiono zastosowany schemat zroéwnoleglenia,
w ktorym dwa gldwne kroki algorytmu zostaly zrownoleglone niezaleznie.
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Rys.8. Schemat zréwnoleglenia algorytmu.

6. Wyniki

W celu zapewnienia wysokiej jakosci wynikow byly one konsultowane z zespotem
doswiadczonych patomorfologbw. Do badan zastosowano preparaty histopatologiczne
pochodzace z archiwum Wojskowego Instytutu Medycznego w Warszawie i reprezentujg
przypadki z lat 2011-2016. Komisja Biotyczna dzialajagca przy Wojskowym Instytucie
Medycznym w Warszawie wyrazita zgode na gromadzenie, przetwarzanie oraz analizowanie
niniejszych preparatow.



6.1.Wyniki automatycznej detekcji pol hot-spot w preparatach nowotworow mozgu

Opracowany algorytm automatycznej detekcji p6l hot-spot w preparatach nowotwordéw
mozgu zostal poddany wielu testom, majagcym na celu ustalenie skuteczno$ci detekcji
I eliminacji artefaktow, ocen¢ skuteczno$ci detekcji pdl hot-spot, jak réwniez poréwnanie
statystyczne wynikow dziatania algorytmu z wynikami otrzymanymi podczas manualnej
oceny preparatdw w mikroskopie $wietlnym oraz wskazaniami ekspertow na wirtualnych
preparatach. Do badan zastosowano preparaty histopatologiczne przestawiajgce oponiaki
I skapodrzewiaki wytwarzania rozmazu poddane odczynom immunohistochemicznym Ki-
67/MIB-1.

Istotnym etapem analizy preparatOw sg operacje pre-procesingu zwigzane z ecliminacja
artefaktow. Najczesciej wystepujacymi typami artefaktow w wirtualnych preparatach guzow
moézgu sg zagiecia tkanki, wylewy krwi oraz podbarwione $ciany naczyn. Do oceny
poprawnosci  detekcji  zagig¢  zastosowano jedenascie  wirtualnych  preparatow
przedstawiajacych guzy mozgu. Ze wzgledu na znaczacy rozmiar preparatow detekcja zagieé
zostata przeprowadzona na obrazach pomniejszonych o§miokrotnie, co pozwolito na znaczace
skrocenie czasu obliczen przy jednoczesnym zachowaniu ich uzytecznosci. W celu okreslenia
poprawnosci detekcji wyniki zostaly poréwnane z oceng manualng przeprowadzong przez
eksperta. Ocena poprawnosci detekcji zostata przeprowadzona w oparciu o porownanie map
zagie¢ okreslonych w sposéb automatyczny oraz manualny. Do oceny ilo§ciowej zostaly
zastosowane nast¢pujace wskazniki:

e procent pokrycia map TPR, jest to stosunek obszaru prawdziwie pozytywnego do
obszaru wskazanego przez eksperta;

e procent zawartosci konturéw wskazanych przez eksperta Cl odpowiadajacy
procentowej zawartosci konturéw zagie¢ wskazanych przez eksperta w mapie zagiecia
wykrytej przez algorytm.

Szczegotowe wyniki detekeji zagie¢ na obrazach znajduja si¢ w tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki detekcji zagieé¢

Ip. TPR [%] CI[%)]
1 91.13 68.73
2 100.00 100.00
3 100.00 100.00
4 77.94 63.84
5 69.56 61.14
6 81.89 75.07
7 89.58 83.11
8 100.00 100.00
9 100.00 100.00
10 96.68 96.89
11 89.47 89.81
Max 100.00 100.00
Min 69.56 61.14
Srednia 90.57 85.33
Mediana 91.13 89.81

Uzyskane wyniki §wiadczg o prawidlowym dziataniu procesu automatycznej detekcji zagiec.
Srednia wartos¢ pokrycia map zagie¢ TPR wynosi 91%, natomiast Srednia warto$¢ pokrycia



konturéow CI wynosi 85%. Widoczna réznica pomigdzy parametrami TPR oraz CI zwigzana
jest z brakiem spojnych granic pomiedzy zagi¢ciami a prawidlowg tkanka. Przedstawione
rozwigzanie cechuje krotki czas obliczen oraz powtarzalno$¢ wynikow, dzigki czemu moze
zosta¢ zastosowane jako etap pre-procesingu podczas analizy wirtualnych preparatow
przedstawiajacych guzy mozgu.

Preparaty histopatologiczne moga by¢ poddawane odczynom w procesie automatycznym oraz
metoda manualng. Metoda automatyczna umozliwia uzyskanie lepszej jakosci preparatow
oraz jednorodnego zabarwienia. W celu oceny wpltywu sposobu przygotowania na oceng
preparatow (ocen¢ indeksu proliferacji) przeprowadzono nast¢pujace badanie: pigtnascie
przypadkdéw oponiakow oraz skapodrzewiakow zostalo oznaczonych metoda manualng
(zastosowano odczynnik clone MIB-1, Dako, kod M7240) oraz automatycznie w Dako
Autostainer Link (zastosowano odczynnik ready-to-use FLEX Ki-67 antigen, Dako, kod
IR626). Uzyskane preparaty zostaly zeskanowane oraz zapisane w postaci WSI. Skany
zostaly ocenione pod katem wartosci indeksu proliferacji przez doswiadczonego
patomorfologa oraz w sposob automatyczny, przez opracowany algorytm. Na rysunku 9
przedstawiono szczegdtowe wyniki w formie graficznej.
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Rys.9. Analiza wptywu procedury przygotowania preparatow na oceng indeksu proliferacji, gdzie:
flex- metoda automatyczna, manual- metoda reczna, A- wyniki oceny indeksu proliferacji w sposob
automatyczny dla preparatow przygotowanych manualnie oraz automatycznie, B- wyniki oceny
indeksu proliferacji przez eksperta dla preparatéw przygotowanych manualnie oraz automatycznie, C-
wyniki oceny indeksu proliferacji w sposob automatyczny oraz przez eksperta dla preparatow
przygotowanych automatycznie, D- wyniki oceny indeksu proliferacji w sposob automatyczny oraz
przez eksperta dla preparatow przygotowanych manualnie.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze w przypadku oceny manualnej wyzsze warto$ci indeksu
proliferacji ($rednio o 2.3 %) uzyskano dla odczynéw wykonanych automatycznie, natomiast
w przypadku oceny automatycznej wyzsze wyniki ($rednio o 3.5%) uzyskano dla odczynow
wykonanych manualnie. Zaré6wno dla przygotowania manualnego, jak i automatycznego
preparatow, wyzsze wartosci wskaznika proliferacji uzyskiwano opracowanym algorytmem.
Swiadczy to o znaczacym wplywie procesu przygotowania odczynu na manualna oceng
preparatow, w ktérej bardzo duze znacznie ma ich jako$¢ oraz intensywno$¢ reakcji.
Opracowany algorytm wykazal si¢ stabilnym dziataniem niezaleznie od sposobu



przygotowania preparatow, co $wiadczy o jego uniwersalnos$ci i mozliwosci zastosowania
niezaleznie od metody wykonania odczynu.

W celu oceny poprawnosci detekcji pol hot-spot i okreslenia wskaznika proliferacji Ki-67
W preparacie przeprowadzone zostaly szczegoétowe badania obejmujace pordéwnanie
rozmieszczenia oraz wartosci indeksu proliferacji w polach wybieranych w sposob:
e automatyczny przez opracowane algorytmy,
e semiautomatyczny polegajacy na manualnym wyborze pol hot-spot przez
patomorfologa w wirtualnym preparacie i automatycznym zliczeniu liczby komorek,
e manualny, przeprowadzony przez do$§wiadczonego histopatologa przy uzyciu
mikroskopu.
Na rysunku 10 przedstawiono przyktady rozmieszczenia pol hot-spot wybranych przez
opracowany algorytm oraz dwoch patomorfologéw wraz z wartoscig indeksu proliferacji dla
specyficznych pol.
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Rys.10. Wyniki detekcji pdl hot-spot dla dwoch preparatow, gdzie: A i C- pola hot-spot wybrane przez
dwoch ekspertow medycznych zaznaczone przez czerwone i zotte kwadraty, B i D- pola hot-spot
wybrane przez algorytm. Dla kazdego z przypadkéw przedstawiono trzy pola hot-spot odpowiadajace
maksymalnej, $redniej oraz minimalnej wartosci indeksu proliferacji.

W pierwszym analizowanym przypadku (rys. 10 A i B) widoczne sg duze rozbieznosci
w lokalizacji wybranych pol zar6wno pomigdzy ekspertami, jak i ekspertem a algorytmem.
Wynika to z niskiego indeksu proliferacji guza, rzedu 1-5 % w wigkszo$ci obszarow oraz
incydentalnie wystepujacych pol o proliferacji na poziomie 10%. Pola wybrane zaréwno
przez ekspertow jak i algorytm maja podobne wartosci indeksow proliferacji. W drugim
przypadku (rys. 10 C i D) widoczna jest wysoka zgodnos¢ dystrybucji pdl hot-spot



wskazanych przez ckspertow oraz wybranych przez algorytm. W preparacie wystgpuja
lokalne maksima proliferacji guza, ktére zostaty wykryte zarowno przez ekspertow jak
I opracowany algorytm.

6.2. Wyniki analizy kontekstowej fragmentow lozysk

Opracowany algorytm automatycznej analizy obszaréw zainteresowania w preparatach
przedstawiajacych fragmenty tozysk pochodzace z samoistnych poronien w pierwszym
trymestrze cigzy zostal poddany wielu testom, majacym na celu ustalenie skutecznos$ci
detekcji okreslonych struktur oraz poroéwnanie oceny automatycznej z oceng manualng.
Preparaty stosowane do badan zostaly zabarwione w sposob standardowy, przy uzyciu
Hematoksyliny 1 Eozyny. Wybrane przez patomorfologa fragmenty preparatow zawierajace
kosmki zostaly poddane przetwarzaniu i analizie ilo$ciowej.

Ze wzgledu na diagnostyke medyczng najistotniejsza jest prawidtowa detekcja
poszczeg6lnych kosmkow, ktore sa poddawane dalszej analizie (ocenie unaczynienia oraz
stopnia obrzeku). Do pordéwnania obszaréw wykrytych w sposéb automatyczny oraz
wskazanych przez histopatologa zastosowano nastepujace parametry: TPR- czulo$é, POA-
procentowy obszar przeszacowania oraz PUA- procentowy obszar niedoszacowania.
Wizualizacje detekcji okre§lonych struktur przedstawiono na rysunku 11 podczas gdy
szczegdtowe wyniki detekcji kosmkow zawarto w tabeli 2.

oryginalne obrazy z zaznaczonymi obszarami: kosmkow na zielono, kolagenu na z6lto, naczyn
krwiono$nych przy uzyciu symbolu gwiazdki, B) wynik segmentacji obszaru mezenchymy kosmkow,
C) wynik detekcji obszaru trofoblastu.



Tabela 2. Wartosci parametrow opisujacych doktadnos¢ automatycznej detekcji catych kosmkow
W odniesieniu do wynikoéw eksperta.

Ip. TRP [%] POA[%] PUA [%]
1 98.19 6.94 1.81
2 99.51 10.41 049
3 79.75 7.85 20.25
4 99.28 32.81 0.72
5 100.0 18.13 0.00
6 100.0 25.17 0.00
7 99.98 3.96 0.02
8 99.62 13.17 0.38
9 99.98 16.07 0.02
10 99.96 5.01 0.04
11 99.94 7.38 0.06
12 99.98 29.31 0.02
13 99.70 8.40 0.30
14 99.44 11.35 0.56
15 99.59 10.01 041
16 99.78 6.73 0.22
17 99.37 7.02 0.63
18 98.63 15.28 1.37
19 99.89 13.47 0.11
20 98.72 14.03 1.28
Srednia 98.57 13.13 1.43
Odchylenie 4.35 7.76 4.35

standardowe

Uzyskane wyniki liczbowe potwierdzity prawidtowa detekcje struktur takich jak kosmki oraz
mezenchyma na poziomie doktadno$ci akceptowanej w diagnostyce histopatologicznej.

7. Podsumowanie i wnioski koncowe

Problem analizy kontekstowej wirtualnych preparatow mikroskopowych do wspomagania
diagnostyki patomorfologicznej jest zadaniem ztozonym wymagajacym interdyscyplinarnych
badan oraz $ciste] wspdlpracy z doswiadczonym zespotem patomorfologdw. Ze wzgledu na
réznorodno$¢ preparatow  histopatologicznych oraz procedur medycznych, kazdy
z przypadkéw  chorobowych wymaga opracowania dedykowanych, innowacyjnych
algorytmoéw. Istotnym problemem jest znaczacy rozmiar preparatdow oraz konieczno$é
uzyskania mozliwie krotkich czaséw obliczen. Wymaga to kreatywnego potaczenia
najnowszych technik analizy obrazéw, autorskich rozwigzan, zrownoleglenia obliczen oraz
Scistej wspotpracy z ekspertami medycznymi. Opracowane algorytmy wykorzystujg metody
cyfrowego przetwarzania obrazow, analizy teksturalnej oraz metody sztucznej inteligencji.

W pracy przedstawiono innowacyjny algorytm umozliwiajacy komputerowa analizg
preparatow histopatologicznych zabarwionych Ki-67 przedstawiajacych guzy moézgu (takie
jak skapodrzewiaki oraz oponiaki). Algorytm ten umozliwia w petni automatyczny wybor pol
do analizy, oszacowanie liczby komoérek nowotworowych, jak rowniez okreslenie indeksu
proliferacji. Jest on odporny na wystepowanie artefaktow takich jak: zagiecia preparatu,
zabarwione $ciany naczyn krwiono$nych oraz wylewy krwi. Na oryginalnos¢
zaproponowanych rozwigzan sktadaja si¢ nastgpujace czynniki:

e Mozliwos$¢ wezytania preparatdow zapisanych w réznych formatach (np. mrsx, svs, vsi,
ndpi). Jest to istotna cecha rozwigzania, poniewaz brakuje jednolitych standardow
zapisu skandw preparatow mikroskopowych, co powoduje dowolno$¢ i ré6znorodnosé
formatu danych stosowanych w r6znych urzadzeniach.



e Znaczaca odporno$¢ na réznice w barwieniu preparatéw, ktore sg powszechnym
zjawiskiem, majacym istotny wptyw na wynik analizy obrazow mikroskopowych.

e Eliminacja artefaktow wystgpujacych w preparatach.

e Zastosowanie innowacyjnej funkcji kary (metoda stopniowego wygaszania pol) w celu
wymuszenia detekcji pdl do analizy w calym preparacie. Funkcja ta stanowi
nowatorskie rozwigzanie, majace na celu wybor pol o wysokim odczynie
immunohistochemicznym oraz zréznicowanej lokalizacji.

e Zastosowanie pomniejszenia obrazéw podczas jego przetwarzania w celu skrocenia
czasu analizy pod katem wyboru pdl zainteresowan bez jednoczesnego zmniejszenia
jej doktadnosci, jednoczesnie wykonujac ostatni etap przetwarzania w postaci
segmentacji 1 rdznicowania poszczegdlnych komorek nowotworowych na obrazach w
pelnej rozdzielczosci.

e Implementacja nowatorskich metod przetwarzania obrazow oraz rozpOzhawania
i klasyfikacji wzorcow w polaczeniu ze zrownolegleniem obliczen oraz
wykonywaniem cze$ci obliczen w oparciu o procesory graficzne (GPU) umozliwita
uzyskanie wynikow analizy catych preparatow w czasie okoto 90 sekund.

Drugim obszarem prowadzonych badan bylo opracowanie algorytméw pozwalajacych na
ocen¢ preparatow patomorfologicznych (barwionych H&E) przedstawiajacych fragmenty
tozysk, pochodzacych z samoistnych poronien w pierwszym trymestrze cigzy. Obrazy te sa
niezwykle trudne w analizie ze wzgledu na ré6znorodnos$¢ struktur biologicznych znajdujacych
si¢ w preparatach. Badanie przeprowadzane jest w celu okreslenia potencjalnych przyczyn
poronienia, takich jak: zaburzenia angiogenezy, wymiany osmotycznej, wady rozwojowe etc.
Do analizy tychze preparatow niezbedne bylo opracowanie zlozonych algorytmow
wykorzystujacych najnowsze metody analizy obrazow oraz tekstur. Opracowane rozwigzania
obejmuja sposoby detekcji kosmkoéw, trofoblastu oraz naczyn krwiono$nych. Istotnym
problemem byto utworzenie algorytmu odpornego na zmiany w kolorystyce obrazow,
wynikajace z roznej intensywnosci zabarwienia preparatow. Prawidlowa detekcja naczyn
nastreczata wiele trudnosci ze wzgledu na ich réznorodng wielko$¢ oraz ksztalt. Z tego
wzgledu niezbedne bylo zastosowanie wielostopniowego wyszukiwania naczyn. Istotne
znaczenie ma wystgpowanie kolagenu oraz wylewow krwi, ktére moga zosta¢ btednie
sklasyfikowane jako naczynia (doktadniej jako krew wewnatrz naczyn). Dlatego tez
wyszukiwanie naczyn musi zosta¢ zawezone do obszaru kosmkow z wyeliminowanymi
wylewami krwi. Nowatorskie polaczenie roznorodnych metod analizy obrazow
z wielkostopniowg klasyfikacjg umozliwia prawidtowg detekcje szukanych struktur.

Liczne przeprowadzone badania wykazaty skuteczno$¢ dziatania opracowanych algorytmow,
co dowodzi tezie przedstawionej w pracy. Wysokie wskazniki zgodno$ci ocen ilosciowych
Swiadczg o mozliwosci 1 zasadnos$ci zastosowania zaproponowanego rozwigzania, jako
narzgdzia wsparcia w diagnostyce patomorfologicznej. Zastosowanie metod zréwnoleglania
obliczen oraz przeprowadzania obliczen w oparciu o architekture GPU-CPU pozwolito na
znaczg redukcje czasu obliczen. Zaleta opracowanych algorytmdow jest nie tylko krétki czas
dziatania, ale rowniez zagwarantowanie oceny calego preparatu oraz powtarzalnos¢ wynikow.
Opracowane  algorytmy  zostaly  udost¢gpnione  w internetowej platformie
(https://miap.wim.mil.pl/), ktorej celem jest wspieranie pracy patomorfologéw oraz wymiana
wiedzy 1 doswiadczen. Platforma umozliwia zdalng analize wirtualnych preparatow
mikroskopowych przedstawiajgcych okreslone przypadki medyczne.



