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Rozdziat I Wstep

Wprowadzenie do praktyki klinicznej nowych algorytméw postepowania
leczniczego, uwzgledniajagcych wystgpowanie w obrebie zmiany chorobowe;j
okreslonych  antygenow, zwigcksza  znaczenie  kliniczne  diagnostyki
patomorfologicznej wykorzystujacej techniki histo- 1 immunohistochemiczne.
Szczegbdlnie widoczne jest to w onkologii, gdzie szereg decyzji terapeutycznych
podejmuje si¢ zaleznie od wystepowania w obregbie guza okreslonych antygendéw [1-
5]. Tradycyjnie stosowana mikroskopowa wzrokowa ocena preparatow
immunohistochemicznych dokonywana przez patomorfologa jest subiektywna [2;6].
Wyniki oceny tego samego preparatu przez kilku patomorfologéw, moga rézni¢ si¢
migdzy sobg [7], co moze utrudni¢ podjecie wiasciwych decyzji leczniczych. Wobec
tego istotne wydaje si¢ wdrozenie dziatan umozliwiajacych obiektywizacje wynikow

badan mikroskopowych.

Jedng z mozliwosci obiektywizacji uzyskanych wynikow jest kilkukrotne
przeprowadzenie oceny kazdego preparatu przez kilku patomorfologow, w
okreslonych odstepach czasowych, a nastgpnie usrednienie wynikéw [7;8]. Taka
procedura pozwala na zmniejszenie wplywu na ostateczny wynik oceny rdznic
migdzy poszczegdlnymi specjalistami, a takze miedzy ocenami uzyskanymi w
roznych seriach przez tego samego patomorfologa. Postepowanie takie stwarza
jednak trudnos$ci organizacyjne 1 przedluza czas oczekiwania klinicysty na wynik

badania histopatologicznego.

W ostatnich latach szereg badaczy prowadzi prace nad wdrozeniem do
praktyki  patomorfologicznej  morfometrycznych  metod oceny  obrazu
mikroskopowego, opartych na automatycznym przetwarzaniu 1 analizie obrazow
morfologicznych [2;3;9]. Wyniki dotychczas opublikowanych prac wskazuja, ze
mozliwe jest stworzenie wspomagajacych prace patomorfologa programoéow
komputerowych, przeprowadzajacych ilosciowg analiz¢ obrazu mikroskopowego 1

wyrazajacych uzyskany wynik w formie liczbowej [6]. W zwiazku z powyzszym w



Zakladzie Bioinformatykii i Biologii Obliczeniowej zdecydowano o stworzeniu
nowego autorskiego programu do analizy ekspresji reakcji histo- i

immunohistochemicznej.

1.2 Barwienia stosowane w histologii i patomorfologii

Barwienie preparatéw mikroskopowych ma na celu wizualizacje struktur, w
wyniku zastosowanej reakcji histochemicznej lub immunohistochemicznej. Nalezy
zaznaczyC, ze barwa jest wrazeniem zmystowym definiowanym atrybutami takimi
jak: kolor (odcien), nasycenie i jasnos¢. Kolor jest wigc tylko czes$cig skladowa

barwy, a w kolorymetrii jego odpowiednikiem jest dlugos¢ fali $wiatla widzialnego.

Powszechnie stosowang, znang od ponad 100 lat metoda barwienia
histologicznego jest metoda hematoksylina i1 eozyna [10]. Pozwala ona uwidoczni¢
podstawowe struktury komorkowe, na przyktad jadra komorkowe, ktore przyjmuja
zabarwienie fioletowe, cytoplazme ktéra przyjmuje kolor czerwony, czy widkna
kolagenowe, ktore przyjmuja zabarwienie rozowe. Metoda H+E z uwagi na swoja
uniwersalnos¢ jest stosowana jako rutynowe barwienie przegladowe (topograficzne)

wiekszosci preparatow histopatologicznych.

W pewnych sytuacjach klinicznych barwienie H+E jest niewystarczajace, jak
na przyktad w przypadku koniecznosci wykrycia w obrebie preparatu lipidéw, badz
okreslonego biatka. W tych przypadkach stosuje si¢ techniki histochemiczne 1

immunohistochemiczne.
I.2.1 Reakcje histochemiczne

Reakcje histochemiczne prowadza do uwidocznienia w preparacie
mikroskopowym jedynie okreslonych substancji lub grup chemicznych bedacych
przedmiotem badan. Wykrywana substancja (obecna w materiale biologicznym)
wraz z dodanym w trakcie przygotowania preparatu substratem daje produkt barwny
reakcji histochemicznej. W optymalnych warunkach produkt powinien by¢
nierozpuszczalny w Srodowisku reakcji, a takze widoczny w obrazie

mikroskopowym.



W pismiennictwie funkcjonuje kilka podzialow reakcji histochemicznych.
Najczgsciej reakcje histochemiczne 1 histoenzymatyczne dzieli si¢ ze wzgledu na
poszukiwane substraty, jakimi moga by¢ : weglowodany takie jak glikogen ,
wielocukry §luzowe obojetne 1 kwasne (reakcja p.a.S), kwasy nukleinowe (reakcja
Feulgena, Bracheta), grupy sulthydrylowe, lipidy (Sudan III, 1V), czy hydrolazy
(reakcja Gomoriego). Ze wzgledu na przebieg reakcji mozna je podzieli¢ na
bezposrednie lub kilkuetapowe (reakcja p.a.S). Z kolei zaleznie od rodzaju
oddziatywan miedzy substratami wyr6znia si¢ reakcje wigzania barwnika na drodze
oddziatywan elektrostatycznych (biekit alcjanowy), wigzanie stereospecyficzne
barwnika ze zwigzkiem wielkoczasteczkowym (metoda Bracheta), a takze wigzanie
barwnika wynikajagce z jego rozpuszczalnosci w okreslonych substancjach

(barwienie Sudan III) [11].

Jedng z najczgSciej stosowanych zarowno w badaniach naukowych, jak 1
praktyce patomorfologicznej reakcja immunohistochemiczng jest reakcja p.a.S
(periodic acid Schiff). W przebiegu tej reakcji material tkankowy poddaje sie
dziataniu kwasu nadjodowego, co doprowadza do utlenienia grup -OH
(wystepujacych w duzych ilosciach w obojetnych wielocukrowcach) do grup
aldehydowych. Nastgpnie dodaje si¢ odczynnik Schiffa (odbarwiona fuksyna
zasadowa), ktory laczy si¢ z grupami aldehydowymi, co widoczne jest na preparacie
w postaci fioletowego zabarwienia. Reakcja p.a.S. stosowana jest do wykrywania
wielocukrowcow Sluzowych, glikogenu 1 glikoproteidéw (bton podstawnych) oraz

roznicowania kwasnych i obojetnych §luzo wielocukrowcow [11].
1.2.2 Reakcje immunohistochemiczne

Reakcje immunocytochemiczne polegaja na ujawnieniu w obrgbie preparatu
mikroskopowego swoistych antygenow w wyniku reakcji antygen-przeciwcialo.
Reakcje te mozna przeprowadza¢ z wykorzystaniem materialu tkankowego
utrwalonego w formalinie, jak rOwniez w rozmazach cytologicznych utrwalonych w

alkoholu etylowym.

W tej metodzie najszybciej poszukiwanym antygenem jest biatko. Reakcja
polega na polaczeniu znaczonego przeciwciala z okreslong determinantg (epitopem)

antygenu. Uzywane w tej metodzie przeciwciala najczesciej sg tak przygotowane, by



kompleks antygen — przeciwcialo byt widoczny w obrgbie preparatu w $wietle
widzialnym lub ultrafioletowym. Efekt barwny mozna uzyska¢ dzigki zwigzaniu
przeciwciala z barwnikiem (np. fluoresceing). Alternatywng metoda jest polaczenie
przeciwciala z enzymem, a w kolejnym etapie dodanie do preparatu substratu, ktory
na skutek reakcji z enzymem da produkt barwny reakcji. Metode ta cechuje wyzsza
czuto$¢, z uwagi na fakt, ze enzym zwigzany z przeciwcialem moze wielokrotnie
katalizowa¢ przemiang¢ substratu w produkt barwny, co zwicksza intensywnos$¢
wybarwienia. Substancje te nazywamy chromogenami. Do powszechnie
stosowanych chromogendéw naleza: 3-amino-9-etylokarbazol (AEC) [12-14], 3’3
diaminobenzydyna (DAB) [2;15-19]. Reakcje immunohistochemiczne z uwagi na ich
przebieg dzieli si¢ na reakcje bezposrednie 1 posrednie. Pierwszy rodzaj reakcji
polega na polaczeniu antygenu z przeciwcialem znaczonym barwnikiem badz
enzymem. W trakcie reakcji posredniej w pierwszym etapie dochodzi do potaczenia
antygenu ze swoistym przeciwciatem (np. kroliczym). Nastepnie do preparatu dodaje
si¢ znaczone nieswoiste przeciwciata skierowane przeciwko zastosowanemu
wczesniej swoistemu przeciwcialu (np. znaczone przeciwciata mysie skierowane
przeciwko przeciwcialom kroéliczym). Takie postgpowanie powoduje, ze z danym
epitopem faczy si¢ jedno swoiste nieznaczone przeciwcialo, a z nim wiele
przeciwcial znaczonych. W praktyce oznacza to zwigzanie z epitopem wielu
przeciwcial, co powoduje powstanie reakcji barwnej 1 istotne zwigkszenie czutosci

samej reakcji.

Rycina I.1 Schematyczne przedstawienie taczenia si¢ przeciwciata z antygenem

podczas reakcji bezposredniej 1 posredniej (rysunek wiasny)



Jedng z powszechniej stosowanych metod immunocytochemicznych jest
metoda ABC czyli awidyna — biotynylowana peroksydaza [20-27]. Cechuje ja
wysoka czuto$¢, fatwos$¢ wykonania, czy mozliwo$¢ zakupu gotowych odczynnikow.
Awidyna jest glikoproteing obecng w duzych ilosciach w biatku jaja kurzego, dzigki
czemu jest latwo dostgpna. Posiada cztery miejsca wigzace biotyne, ktora jest
wykorzystywana do znakowania hormondw, przeciwcial, kwaséw nukleinowych
czy enzymu, na przyktad peroksydazy. Biotyna moze si¢ wigza¢ w wielu miejscach
np. jedna czgsteczka przeciwciala moze by¢ wyznakowana biotyng nawet w 150
miejscach. Proces ten nie zmienia wlasciwosci biologicznych tych substancji.
Wiazanie awidyny z biotyna jest bardzo stabilne (posiadaja 10° wicksze
powinowactwo niz przeciwciala do odpowiedniego antygenu. Schematycznie
swoiste przeciwciato krolicze wigze si¢ z biotynylowanym przeciwciatem przeciw
kréliczym IgG, do ktorego jest dotaczany gotowy kompleks awidyna —biotynylowana
peroksydaza.

Z uwagi na wysoka swoisto$¢ reakcje immunohistochemiczne zdobyly
ugruntowang pozycje¢ w praktyce klinicznej, szczegdlnie w onkologii. W chwili
obecnej, rutynowo stosowane algorytmy leczenia wybranych guzow uwzgledniajg
wystepowanie w nich okre§lonych antygenow. Przykladem moze by¢ rak sutka,
gdzie w przypadku obecnosci w komorkach nowotworowych antygenu HER2
[1;2:4;28;29] mozliwe  jest zastosowanie terapit antyprzeciwcialami

monoklonalnymi, ktore istotnie poprawia rokowanie w tej chorobie.

1.3 Metody jakosciowe, polilosciowe i iloSciowe w ocenie obrazow

morfologicznych

Interpretacja obrazu morfologicznego, dokonywana przez lekarza w duzej
mierze polega na stwierdzaniu wystepowania w obrebie ocenianego obrazu
subtelnych nieraz ro6znic wzgledem stanu uznanego za prawidlowy. Lekarz
rozpoznaje obiekty w obrebie ocenianego obrazu 1 w oparciu o okreslone kryteria
klasyfikuje je jako prawidlowe, nieprawidlowe, wzglednie jako artefakty. Kryteria te
obejmujg szereg parametrow, do ktorych zaliczamy miedzy innymi parametry o
charakterze geometrycznym, takie jak ksztalt czy wielkos¢ obserwowanych
obiektow, parametry o charakterze fotometrycznym, takie jak kolor czy jasnos$¢

danego obiektu, jak roéwniez parametr: kontrast, glgbia ostrosci, rOwnomiernos¢



rozktadu obiektbw na obrazie. Samo stwierdzenie patologii jest jednak
niewystarczajace, poniewaz ocena obrazu zyskuje warto$¢ kliniczng dopiero
wowczas, gdy zostanie przedstawiona w sposob jednoznacznie uzasadniajacy

interpretacje dokonang przez obserwatora.

Klasycznym sposobem opisu obrazu morfologicznego, stosowanym miedzy
innymi w patomorfologii, radiologii, medycynie nuklearnej jest opis stowny o
charakterze jako$ciowym. Stosowanie metod analizy jako$ciowej przy opisywaniu
struktur jest najstarszym narzedziem. Praktyka kliniczna wykazata, ze w wigkszos$ci
sytuacji jest on wystarczajacy, jednakze ma pewne wady. Przede wszystkim z uwagi
na niejednoznacznos$¢ wielu rutynowo stosowanych okreslen, jak na przyktad ,,skora
nieco zasiniona®’, ,,nieliczne chmurkowate ogniska odwapnienia kos$ci”, czy ,,rozlane
ogniska martwicy” opis stowny w pewnych sytuacjach moze by¢ nieprecyzyjny.
Ponadto psychologiczne uwarunkowania postrzegania wzrokowego stwarzajg
dodatkowe  trudnosci w  precyzyjnej ocenie jako$Sciowe] parametrow
geometrycznych, fotometrycznych, ostro$ci i kontrascie obrazu. Podsumowujac
wyrazanie opisowe cech morfologicznych jest oczywiscie subiektywne 1 $cisle
zwigzane z percepcja tych wrazen 1 wiedzg badacza 1 powoduje niejednoznacznosé
przekazu informacji. Jednym ze sposobow na ujednolicenie tak przekazywanych
wiadomosci jest stosowanie algorytmow, polegajacych na kwalifikacji danych cech
do odpowiednich coraz bardziej wyselekcjonowanych grup o okreslonych cechach.
Tego rodzaju klucze stosuje si¢ np. w botanice 1 w zoologii w kwalifikacjach do
poszczegdlnych gatunkéw. Nie znalazty one jednak szerokiego zastosowania

medycznego.

Z uwagi na niedoskonatosci klasycznego opisu jakosciowego w ostatnich
dekadach wdrozono do praktyki klinicznej szereg metod o charakterze
potilosciowym. Opierajg si¢ one na ocenie danego obrazu wedlug Scisle okreslonych
kryteriow 1 umozliwiaja wyrazenie wyniku tej oceny w postaci uporzagdkowanych
skal [30-32]. Takie postgpowanie pozwala w stopniu przyblizonym odzwierciedli¢
warto$ci  liczbowe parametrow charakteryzujacych dane zjawisko. Czg$é
omawianych skal opiera si¢ na kryteriach, zaleznych od wystepowania w obrebie
danego obrazu okreslonych cech jakosciowych. Na przyklad podczas oceny
zwloknienia watroby z zastosowaniem skal Knodella, uzyskana punktacja zalezy od

wystepowania cech zwidknienia w poszczegodlnych strukturach zrazika watrobowego
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[33]. Inne skale oparte sa o kryteria o charakterze porzadkowym, ktore wyrazaja
natgzenie okreslonej cechy w pewnych przedziatach liczbowych. Bardzo istotne w
tych metodach jest klarowne zdefiniowanie kryteriow. Powszechnie wykorzystywana
jest w patomorfologii ocena intensywnosci ekspresji reakcji w skali ,,+7, badz jej

pochodnych[13;13;29;34-44].

W niektorych sytuacjach klinicznych konieczna jest jednak ocena
omawianych parametréw badanego obrazu w sposob stricte ilosciowy. W
patomorfologii do oceny naciekania czerniakow ztosliwych powszechnie stosuje si¢
skale Breslowa, wyrazajacg w milimetrach maksymalng glebokos¢ naciekania guza.
Ilosciowa ocena kolorymetryczna 1 fotometryczna nie jest obecnie rutynowo
wykorzystywana w diagnostyce patomorfologicznej 1 obrazowej. Stosowana obecnie
coraz czgsciej cyfrowa technologia uzyskiwania obrazéw medycznych stwarza coraz

wieksze mozliwosci prowadzenia komputerowej analizy iloSciowe;.

Metody ilosciowe pozwalaja nie tylko na obiektywng charakterystyke
badanego obiektu, ale w porownaniu z metodami potilosciowymi 1 jakoSciowymi
umozliwiajg takze przeprowadzenie bardziej precyzyjnej analizy statystycznej.
Nauka zajmujaca si¢ pomiarami morfologicznymi materii ozywionej 1 nieozywionej
[45], ktora pozwala na iloSciowy opis struktur w dwdch wymiarach [46;47] jest

morfometria.

Kazdy obiekt moze zosta¢ poddany analizie morfometrycznej. W klasycznym
wydaniu morfometria bazuje na okreslaniu liczebnosci okreslonych obiektow, ich
wielkosci a takze pomiarach odleglosci 1 katow pomigdzy punktami odniesienia
wyznaczonymi w obrebie badanego obiektu. Poprzez odpowiednie dziatania
matematyczne mozna obliczy¢ dalsze parametry (m. in. gestos¢, sumaryczne pole

czy tez wspolczynniki ksztaltu).

Potrzeby przemystu metalurgicznego stymulowaty z kolei rozwoj stereologii
— dziedziny zajmujacej si¢ trojwymiarowa interpretacja dwuwymiarowych
przekrojow. Dzigki metodom stereologicznym, na podstawie oceny przekroju probki
materiatu mozliwe jest okreslenie np. objetosci jaka w rudzie zajmuje dany mineral,
czy obliczenie objetosci jakag w materiale ceramicznym stanowig pory. Metody
stereologiczne wykorzystuje si¢ réwniez w naukach medycznych. Poczatkowo

zaczeto wykorzystywac je w badaniach z zakresu nauk podstawowych, szczegdlnie
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anatomii, histologii 1 fizjologii, co umozliwito poznanie mikrostruktury narzadu np.

phluc czy watroby, ale rowniez do badan z zakresu radiologii oraz patomorfologii.

Wraz z rozwojem mikroelektroniki 1 informatyki obserwujemy coraz
powszechniejsze stosowanie praktyczne urzadzen wykorzystujagcych cyfrowg analize
obrazu. Dotychczasowy rozwdj widzenia komputerowego, a takze dynamiczny
wzrost mocy obliczeniowej komputerow pozwalaja sadzi¢, ze technologie widzenia
komputerowego beda coraz powszechniej stosowane w wielu dziedzinach zycia.
Techniki te moga sta¢ si¢ szczegdlnie przydatne w medycynie, gdzie uzyskanie
informacji liczbowych z réznego rodzaju obrazéw pozwoli na zobiektywizowanie

szeregu decyzji klinicznych, w tym diagnostycznych 1 terapeutycznych.
1.4 Analiza obrazow barwnych

Siatkowka ludzkiego oka zdolna jest do odbierania fal elektromagnetycznych
w zakresie dtugosci fali 380 — 780 nm, ktore okresla si¢ mianem $wiatla widzialnego.
Komoérki swiattoczute w obrgbie siatkowki (preciki 1 czopki) pozwalajg na uzyskanie
ze strumienia $wietlnego dwoch rodzajow informacji: pierwsza dotyczy nasilenia
strumienia $wietlnego, druga dzigki niejednorodnej wrazliwosci spektralnej
poszczegdlnych typow komorek pozwala zrdéznicowaé sklad widmowy tego

strumienia.

Oba rodzaje informacji mozliwe sa do uzyskania z obrazow medycznych,
generowanych w $wietle widzialnym, takich jak preparaty mikroskopowe, czy
obrazy dermatoskopowe. Z kolei obrazy uzyskane dzigki wspdlczesnie dostepnym
metodom diagnostyki obrazowej maja z uwagi na rodzaj wykorzystywanych zjawisk
fizycznych charakter wtorny 1 sg z reguly monochromatyczne. Informacje sg w nich
kodowane za pomoca gradientu jasnosci obiektow, prezentowanego w skali szarosci,

wzglednie skali pseudo — kolorowe;.

Odbierane przez narzad wzroku $wiatlo, zaleznie od sktadu widmowego, a
takze natgzenia strumienia $wietlnego odbierane jest jako psychiczne wrazenie
barwy. Oprocz powyzszych cech fizycznych, na odbior barwy wptywa szereg innych
czynnikéw, migdzy innymi obecno$¢ w obrgbie pola widzenia obszar6w o innej
barwie, badz jasnos$ci, czy uwarunkowania psychologiczne [48;49]. Na percepcje

barwy wptywa tez fakt, ze siatkdwka nie jest rOwnomiernie wrazliwa na §wiatlo w
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catym zakresie odbieranego widma i przy dobrym o$wietleniu najsilniej reaguje na
swiatlo o dlugosci fali okoto 555 nm. Dziedzing optyki, ktora zajmuje sie¢
ilosciowym opisem parametrow $wiatla, traktujac jako punkt odniesienia ludzkie oko
jest fotometria, natomiast iloSciowym opisem 1 charakterystyka barw zajmuje si¢

kolorymetria.

Celem obiektywizacji ludzkiej percepcji barwy wprowadzono szereg modeli
matematycznych, pozwalajacych opisa¢ barwe za pomocg kilku cech. Do najczgscie]
stosowanych w komputerowej obrobce obrazéw zaliczy¢ mozna nastepujagce modele
przestrzeni barwnej RGB, HSI, CMYK [19;50-52] . Oprocz tego funkcjonuje szereg
innych modeli, zoptymalizowanych do konkretnych zastosowan, jak na przyktad
YUV [53], YIQ stosowane najczesciej do kodowania kolorowego sygnatu

telewizyjnego, ale rowniez w celach medycznych.

Najbardziej zblizonym do fizjologii ludzkiego oka modelem kolorow jest
model RGB. Akronim ten pochodzi od pierwszych liter angielskich nazw barw ktore
sktadaja si¢ na ten model : Red (czerwony), Green (zielony), Blue (niebieski) [51].
Wynika on z wilasciwosci komorek ludzkiej siatkowki - czopkow, wrazliwych na
wiazke Swiatta o odpowiedniej dtugosci fali. Wrazenie widzenia dowolnej barwy
powstajace w osrodkach mozgowych widzenia mozna zaobserwowaé mieszajac w
odpowiednich proporcjach wigzki $wiatta czerwonego, zielonego 1 niebieskiego. Z
uwagi na fakt, Zze zmieszanie wigzek o duzym natezeniu spowoduje powstanie barwy
biatej, model ten okresla si¢ jako addytywny. Zapis koloru w formie RGB stosowany
jest powszechnie w elektronicznych urzadzeniach zapisujacych i odtwarzajacych
obraz, zar6bwno analogowych, jak i1 cyfrowych. Nalezy zaznaczy¢, ze model RGB ma
charakter teoretyczny, a odwzorowanie danego koloru zalezy od zastosowanego
urzadzenia 1 jego charakterystyki widmowej. W przypadku obecnie stosowanych
urzadzen cyfrowych, kolor RGB jest zapisywany najczescie] w formacie 24 bitowym
(8 bitow na kanat). W praktyce pozwala to na opisanie okoto 16,7 miliona kolorow,
przy pomocy trzech skfadowych o zakresie wartosci 0 - 255, przy czym warto$¢ 0
wszystkich kanaléw oznacza minimalne, a 255 maksymalne nasycenie $wiatla

danego kanatu.

Klasycznym modelem subtraktywnym, opisujagcym barwy jest model CMYK.

Skrot wywodzi si¢ od pierwszych liter angielskich nazw tworzacych go kolorow:
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Cyan (niebieski — turkusowy), Magenta (purpurowy), Yellow (z6lty), Key (klucz,
kolor czarny). Z uwagi na fakt, ze jest to model substraktywny, okreslong barwe
uzyskuje si¢ przestaniajgc zrodlo Swiatla biatego filtrami o podanych wyzej kolorach.
Teoretycznie kolor czarny nie jest w tym modelu konieczny (przez nalozenie
wszystkich filtrow na siebie uzyskujemy kolor czarny), zostat dodany do modelu na

potrzeby poligrafii, w ktorej model ten jest powszechnie wykorzystywany.

Modele HSL, HSV, HSI sa reprezentacjami modelu RGB w sposob zblizony
do tego, jak intuicyjnie (percepcja widzenia na poziomie kory moézgowej) odbierana
jest dana barwa [13;19;54-60]. Stworzono je na potrzeby grafiki komputerowej, a
formalnie opisano w 1978 roku. Te trzy modele opieraja si¢ na roztozeniu barwy na

trzy sktadowe [51] :

e Odcien ( ang. Hue ) — zakres 0-360°, odpowiada w praktyce dtugosci fali
swietlnej, przy czym czerwieni odpowiada 0° 1 360°, zieleni 120°, biekitow1

240¢,

e Jasnos¢ barwy (ang. Lightness, Value, Intensity ) - zawiera si¢ w przedziale
0% — 100%, wprawdzie we wszystkich modelach 0% oznacza kolor czarny, a
100% maksymalng jasnos¢, jednak w kazdym z omawianych modeli wartosci

te obliczane sg inaczej,

e Nasycenie (ang. Saturation ) — zawiera si¢ w przedziale 0 — 100%.
Definiowane jako ilosciowy udziat Swiatla bialego w danej barwie, przy
czym 0 oznacza $wiatto biale, a 100% ,,czysta” spektralnie barwe. W kazdym

z omawianych modeli wartos$ci te wyliczane sg odmiennie,

Konwersja z formatu RGB, gdzie R, G, B nalezag do przedziatu [0,1], oraz
przyjmujac wartosci maksymalne 1 minimalne mozemy wyzej opisywane modele

przedstawi¢ w tabeli:
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Tabela I.1 Sposoby konwersji HSL, HSV, HSI z modelu RGB (na podstawie pracy
Mao)[61]

max := Max (R,G,B), min := Min (R,G,B)

Format Wartos¢ H Wartos¢ S Wartos¢ I/L/V
HSL 0, gdy max=min 0, jesli max-|L : =% xmax + 2 x
min=0, lub min

60 x (0 + G-
B/max-min) gdy | S:= max-min/l1 - | L=0,3R+0,59G+0,11B
max=R modulo (2xL-1)

HSV 60 x (2 + B-|0, jesli max- |V :=max
R/max-min) gdy | min=0, lub

max=G
S=max—min/V

60 x (4 + R-

HSI ) 0, jesli max-|I:=1/3(R+G+B)
G/max-min) gdy
min=0, lub
max=B

S=1-min/I
Jesi H <0 to

H:=H+360

Rycina I.2 Schematyczne przedstawienie modelu HSV na podstawie Anari [58]

Konwersji RGB do HSI mozna réwniez dokona¢ w kierunku odwrotnym.
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1.5 Metody ilosciowej analizy obrazow w medycynie

Ilosciowa analiza obrazow biomedycznych odgrywa coraz istotniejszg role w
patomorfologii, radiologii 1 innych dziedzinach medycyny, pozwala bowiem uzyskac
wiele waznych diagnostycznie informacji w obiektywny 1 odtwarzalny sposéb za
pomoca mierzenia 1 zliczania [62]. Podwaliny pod obecne metody stosowane w
morfometrii tworzyli tacy wielcy badacze jak Leeuwenhoek, ktory m.in. porownat
wielko$¢ erytrocyta do najmniejszego ziarnka piasku. W kolejnych latach w
badaniach medycznych stosowano szereg klasycznych metod pomiarowych z
wykorzystaniem siatek pomiarowych, planimetrow. Od lat 90 XX wieku wraz z
szybkim rozwojem informatyki 1 elektroniki wprowadzane sa do praktyki klinicznej

komputerowe metody analizy obrazéw medycznych.

W zalezno$ci od stopnia automatyzacji danego procesu, metody
wykorzystywane obecnie w morfometrycznej analizie obrazow biomedycznych

mozna podzieli¢ na:
e manualne
¢ metody potautomatyczne, czesciowo interaktywne

e metody calkowicie automatyczne

1.5.1 Metody manualne

Metody manualne oparte na zliczaniu albo pomiarze struktury za pomocag
mikrometru, kagtomierza, planimetru itd. W przypadku preparatoéw mikroskopowych
najprostszag metodag pomiarowg jest wykorzystanie okularu mikrometrycznego,
skalibrowanego z zastosowaniem odpowiedniego szkietka referencyjnego.
Alternatywnie mozna przeprowadzi¢ pomiary z uzyciem mikroskopu pomiarowego,
lub projekcyjnego, zaopatrzonych w matowke. Pomiarow mozna takze dokona¢ na
fotografiach preparatow mikroskopowych, woéwczas jako odcinek pomiarowy o
znanej wielkosci wykorzystuje si¢ czesto erytrocyty. Wynika to z faktu, ze sg one
obecne na wigkszo$ci preparatow, ponadto ich srednica jest wzglednie stala 1 wynosi

przecigtnie 7 pm. Wada takiego postgpowania jest fakt, ze w toku przygotowania
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preparatu histologicznego, lub przebiegu niektdrych proceséw chorobowych moze
dochodzi¢ do zmiany wielkosci krwinek czerwonych, ich znieksztalcenia, co
ogranicza doktadno$¢ pomiaru. Oprocz pomiarow dlugosci 1 katow, przy pomocy
planimetrow mozna dokona¢ na zdjeciach mikroskopowych pomiaru powierzchni
poszczegdlnych struktur. Manualne zliczanie obiektow pod mikroskopem
powszechnie stosowane w diagnostyce hematologicznej zostalo obecnie wyparte
przez automatyczne urzadzenia do diagnostyki laboratoryjnej. Klasyczna metoda
polegala na liczeniu obiektow, na przyklad krwinek okreslonego rodzaju 1

zapisywaniu wyniku z wykorzystaniem mechanicznego licznika sumujacego.

Z uwagi na fakt, ze badania te s3 bardzo zmudne i obarczone trudnymi do
oszacowania bledami, opracowano szereg siatek morfometrycznych, takich jak
kwadratowe siatki Hauge’a, krzywoliniowe Merza, czy heksagonalne. Siatki te
pozwalaja na przeprowadzenie oceny liczby struktur, przecig¢ profili obiektow,
zliczanie punktow, czy okresli¢ dtugos¢ cigciw, siecznych, a takze wyznaczenie
szeregu parametrow stereologicznych, zaré6wno w przypadku izo- oraz
anizotropowego rozkladu obiektow na preparacie [62-69]. Model anizotropii,
mozemy zaobserwowaé¢ w przypadku liniowego ulozenia komorek s$rodblonka
naczyn, ktory pozwala wyznaczy¢ przebieg naczynia. Siatki morfometryczne
stanowig analogi¢ znanego z geometrii 1 statystyki zagadnienia Iglty Bufona [47;70],
ktore polega na ocenie prawdopodobienstwa ,,p”, z jaka igta o znanej dlugosci ,,d”
rzucona w sposob losowy na parkiet, ktorego deski majg szerokos¢ ,,L” spadnie tak,
by przecinala lini¢ utworzong przez stykajace si¢ ze sobg deski. W przypadku siatek
morfometrycznych, w znacznym uproszczeniu, mozna przedstawi¢ metodyke
pomiaru jako odwrdcenie zagadnienia Igly Buffona. Badacz korzystajac z losowo
natozone] na dany obraz siatki o znanych parametrach, ktéra odpowiada igle o
dtugosci ,,d”, zlicza przecigcia linii siatki z obiektami na obrazie, co odpowiada
przecigciom iglty z liniami. Odsetek linii, ktore przecinaty obiekty na obrazie
odpowiada prawdopodobienstwu ,,p” upadku igly na lini¢ parkietu. Znajomos$¢
wartos$ci ,,d” 1 ,,p” pozwala wyznaczenie szerokos$ci deski ,,L.”, ktorej w przypadku
stosowania siatki morfometrycznych, zaleznie od przeprowadzonych obliczen moze

odpowiadac liczba struktur, albo okreslone parametry stereologiczne.

Manualne metody fotometryczne, z uwagi na wysoka cene¢ aparatury, a takze

dlugi czas pomiaru nie znalazly =zastosowania W ocenie preparatow
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mikroskopowych, znalazty jednak zastosowane w przypadku ilosciowe] oceny
wyniku elektroforezy danej substancji. Znajomos$¢ absorpcji $wiatla przez dany
prazek elektroforegramu pozwala na obliczenie zawartoSci danej substancji w

badanej préobcee.
1.5.2 Metody polautomatyczne oraz automatyczne

Dzigki dynamicznemu rozwojowi elektroniki 1 informatyki w ostatnich latach
ubieglego wieku mozliwe stalo si¢ wprowadzenie powszechnie dostepnych
systemow komputerowych do cyfrowej obrobki obrazow morfologicznych na
przyktad z preparatow mikroskopowych. W systemach tych kamery, czy aparaty
cyfrowe umozliwiajg zapisanie w pami¢ci komputera obrazu medycznego w formie
cyfrowej, a nastgpnie przy uzyciu odpowiedniego oprogramowania przeprowadzenie
analizy morfometrycznej, densytometrycznej 1 kolorymetrycznej. Analiza moze
zosta¢ przeprowadzona z wykorzystaniem uniwersalnych aplikacji graficznych,
wzglednie bardziej specjalistycznych programow stworzonych z mys$la o analizie
obrazow. W ostatniej grupie aplikacji w wigkszosci przypadkow analiza odbywa si¢
w sposob maksymalnie zautomatyzowany [6;71;72], przy czym najczescie]
wymagany jest aktywny udziat uzytkownika, ktory decyduje o dokladnych
parametrach analizy kazdego obrazu [1;3;17;73;74]. W naszym Zakladzie
wykorzystywano oprogramowanie Image J, Photoshop uzywane tez przez innych
autorow [75-79] . Do innych powszechnie wykorzystywanych nalezy Matlab [18],
Image Pro Analysis Software [14]. Nowsze programy pozwalaja na przeprowadzenie
analizy w sposéb w peli automatyczny, bez konieczno$ci nadzoru ze strony
uzytkownika. Pozwalaja wigc znacznie zwigkszy¢ szybko$¢ analizowanych
preparatdow mikroskopowych. Zautomatyzowanie procesu diagnostyki obrazow przy
pomocy systemu komputerowej analizy obrazu stanowi bardzo uzyteczne narzedzie

pracy dla patomorfologdw 1 klinicystow.

Do popularnych aplikacji tego rodzaju nalezy program Imagel dostepny z
http://rsbweb.nih.gov/ij/ tworzony w oparciu o licencje OPEN SOFTWARE . Do
istotnych zalet programu nalezy mozliwos$¢ pracy w srodowisku wielu systeméw
operacyjnych oraz coraz bogatsza biblioteka tworzonych przez uzytkownikdéw
rozszerzen tzw. wtyczek, (ang. plug — in) zwigkszajacych jego mozliwosci. Z uwagi

na uniwersalny charakter, w okreslonych sytuacjach funkcje programu i dostepnych
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wtyczek stajg si¢ niewystarczajace. W takich przypadkach rozwigzaniem moze by¢
stworzenie odpowiednich rozszerzen, co stanowi istotng trudno$¢ organizacyjng,
poniewaz stosunkowo niewielka liczba uzytkownikow posiada ku temu odpowiednie

umiejetnosci.
1.6 Etapy analizy obrazu biomedycznego

Etapy analizy obrazu biomedycznego w istotnym stopniu zaleza od jego
zastosowania, jednakze ogOlny schemat dzialania jest wspolny dla wszystkich

systemow.

Pierwszym etapem jest akwizycja obrazu polegajaca na rejestracji i zapisaniu
obrazu przy uzyciu odpowiednich urzadzen w pamigci komputera. Do urzadzen
akwizycyjnych zaliczamy na przyktad aparat lub kamery cyfrowe czy system aperio
scan scope [3;18]. Kolejnym krokiem jest zwykle obrobka wstgpna, ktéra ma na celu
poprawienie jako$ci obrazu poprzez usunigcie szumoéw, czy wzmocnienie kontrastu.
Nastepng sekwencja czynnos$ci jest segmentacja obrazu, czyli podzielenie go na
obszary jednorodne pod wzgledem okreslonych cech. Wspdiczesne jezyki
programowania umozliwiaja implementacj¢ szeregu algorytméw shuzacych
segmentacji, takich jak na przyklad progowanie, wykrywanie krawedzi, rozdzielenia
naktadajacych si¢ struktur algorytmami ,,dzialow wodnych”. Nastepnym etapem jest
zwykle analiza ilo$ciowa, ktéra polega na okresleniu liczby obiektow na obrazie,
badZz zajmowane] przez nie powierzchni. Niektore programy dokonuja rdéwniez
zlozonych obliczeniowo analiz, pozwalajagcych na rozpoznawanie i klasyfikowanie
obiektow (sieci neuronowe), czy ocen¢ zgodnosci badanego obrazu z okreslonym

modelem matematycznym.

Dla ostatecznego wyniku powyzszych procedur w przypadku analizy
obrazéw mikroskopowych kluczowe znaczenie ma preparatyka histologiczna,
akwizycja obrazu, jak rowniez dobranie odpowiedniej metody segmentacji. W
praktyce najczegsciej stosowana jest segmentacja przez progowanie [80], dlatego

zagadnienia te zostang omowione szerzej.
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1.6.1 Segmentacja obrazu

Z uwagi na fakt, ze w wigkszosci obrazow medycznych obiekt badan
znajduje si¢ na tle innych struktur makro lub mikroanatomicznych kluczowym
etapem analizy jest jego wyodrebnienie z analizowanego obrazu. W tym celu
najczesciej wykorzystywang metoda jest wyzej opisana segmentacja obrazu [54;81-
83].

Segmentacja przez progowanie

W tej metodzie segmentacji, przy zalozeniu, ze obiekt jest jasniejszy niz tlo,
kazdy piksel, ktorego jasno$¢ jest wyzsza, niz okreslona warto$¢ progowa jest
klasyfikowany jako nalezacy do obiektu, natomiast jesli jego jasnos$¢ jest nizsza niz
prog, klasyfikowany jest jako tlto. Kluczowym etapem tego procesu jest dobranie
odpowiedniego progu, lub progdéw. Zaleznie od obszaru obrazu, w obrgbie ktorego
dokonuje si¢ progowania wyr6ézni¢ mozna progowanie globalne, podczas ktorego
warto$¢ progowa ustalana jest dla catego obrazu, oraz progowanie lokalne, gdzie
warto$¢ progowa ustalana jest indywidualnie dla poszczegolnych obszaro6w obrazu
[54]. Jednoczesnie progowanie globalne jest metoda szybszg, natomiast lokalne
pozwala bardziej precyzyjnie wyodrebni¢ kontury. Sposréd metod globalnych
najprostsza, 1 jak dotychczas najczgsciej stosowang metodg jest progowanie
manualne, podczas ktorego wartos¢ progowa dla kazdego obrazu manualnie dobiera
obserwator. W wielu przypadkach znacznym ulatwieniem jest progowanie z
mozliwoscig podgladu histogramu (ryc.l.3). Jest to wektor, ktorego elementy
zawierajg informacj¢ o liczbie punktow obrazu o okreslonych cechach [45] na
przyktad prezentujac rozklad odcieni szarosci w obrebie danego obrazu. Stosowane
sg rowniez histogramy gradientowe 1 dwuwymiarowe, w ktorych proguje si¢ dwie

informacje przyktadowo barwe 1 teksture.

W oparciu o analize ksztattu histogramu mozna wdrozy¢ automatyczne
algorytmy progowania, zarowno globalnego, a takze lokalnego, jak na przyktad
algorytm Otsu. Alternatywne algorytmy automatyczne wyznaczajg warto$¢ progowa
przykltadowo na podstawie analizy entropii pikseli, okreslonych parametrow

statystycznych w obrgbie danego obszaru, czy na podstawie analizy gradientow w
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obrebie danego obszaru. Sam proces analizy obrazu i segmentacji mozna powtarzac

kilkakrotnie, co w jezyku angielskim okreslane jest jako multithresholding.

Rycina 1.3 Przyktad histogramu z programu autorskiego HSV

istogramy x|

|
i

| | .JLI.II |

-Iistograr;'l Dlolru H]

Histogram Matezenia [S)

Histogram Jasnosci [L)

21



22



Klasyczne metody progowania, z uwagi na tatwos¢ implementacji, stosowano
w odniesieniu do obrazow w skali szarosci [56], ale nie sg korzystne w przypadku
pracy z obrazami kolorowymi. Stosowanie progowania jako metody segmentacji
obrazow kolorowych jest rowniez mozliwe. Nalezy dokona¢ progowania w obrebie
kazdego z kanatdow osobno, a na podstawie uzyskanych informacji dokonaé
klasyfikacji poszczegdlnych pikseli jako tla lub obiektow. Stosowanie w tym celu
standartowego opisu koloru za pomocag modelu barwy RGB jest tatwe do
implementacji, ale z uwagi na psychologiczne uwarunkowania odbioru
poszczegbdlnych barw, w wielu przypadkach korzystniejsze wydaje si¢ dokonanie
progowania z zastosowaniem modelu barwy HSI, HSL, HSV. Podtyp progowania
barwnego stanowi tworzenie masek w trzech kanatach barw 1 nastepnie okreslanie

wartosci progowych dla jasnos$ci w kazdym z tych kanatow.

Do kolejnej metody nalezy segmentacja przez wykrywanie krawedzi
(segmentacja adaptacyjna) [81;84;85] . Podtyp stanowi metoda dzialbw wodnych
[6;86]. Do innych metod zaliczamy segmentacje przez rozrost od wybranych z
obrazu pikseli poczatkowych na podstawie zadanego krytertum np. jasnosci,
tekstury, koloru [54;87], segmentacj¢ przez maskowanie czy segmentacje za pomoca

sieci neuronowych [88] .
1.7 Czynniki wplywajace na jakos¢ obrazu

Przed etapem akwizycji obrazu medycznego na jego koncowa jako$¢
wplywa wiele czynnikow. Poczatkowe etapy czyli preparatyka histologiczna, czy
warunki akwizycji maja znaczny wplyw na pdzniej otrzymywany obraz, ktory w

procesach przetwarzania i interpretacji wptywaja na uzyskany ostatecznie wynik.
1.7.1 Wplyw procedury histologicznej

Techniki histologiczne, w wyniku  ktérych nastgpuje barwienie preparatow
mikroskopowych moga prowadzi¢ do znieksztalcania struktur, na przyktad kolistych
w owalne. Dodatkowo struktury znajdujace si¢ centralnie na preparacie, réwniez
beda mialy inne parametry niz te zlokalizowane obwodowo, ktore czgsciej ulegaja
znieksztalceniom. Zbyt duza grubos$¢ skrawka powoduje zmiang ksztattu 1 profili co
okreslamy efektem Holmesa [45;70]. Ponadto w przypadku zbyt grubych skrawkoéw

mamy do czynienia z nakladaniem si¢ profili na siebie mogacych tworzy¢ ztudny
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obraz wigksze] ,nowej” struktury, co utrudnia zliczanie struktur [89]. Pole
pomiarowe nie powinno zawiera¢ artefaktow, jednoczesnie dla rzetelnosci badania

nie powinno si¢ wybiera¢ pol subiektywnie najladniejszych dla badacza.

1.7.2 Wplyw niedokladnosci obserwatora

Na kazdym etapie analizy obrazu mniej doswiadczony badacz moze
nieprawidlowo zidentyfikowa¢ poszukiwane struktury. Moze wynika¢ to z
nieodpowiednich zatozen wstepnych czy bledu Iludzkiego. Bardzo istotne w
prawidlowej ocenie preparatu jest odpowiednie przygotowanie mikroskopu do
badan, oraz prawidlowe oswietlenie. Najlepiej jak dane preparaty sg oceniane przy
tym samym o$wietleniu w tym samym pomieszczeniu i tej samej lokalizacji sprzetu
badawczego. Proces analizy obrazu jest zalezny rowniez od wielu czynnikow
zwigzanych z samg percepcja widzenia. Na ten proces majg wptyw nie tylko warunki
zewngetrzne takie jak np. oswietlenie pomieszczenia badawczego, ale rowniez funkcja
osrodkow optycznych, siatkowki 1 calej drogi wzrokowej. Czynnikami
wplywajacymi na odbior obrazu sg np. przejrzystos¢ rogowki, krzywizna rogoéwki,
przejrzystos¢ soczewki, prawidlowa budowa siatkéwki 1 jej rozdzielczo$¢ optyczna,
prawidlowe funkcjonowanie ciata kolankowatego bocznego, kory potylicznej 1 kory
czolowej. Badacz powinien mie¢ prawidlowe pole widzenia. Kazdy ubytek
wywolany przez na przyktad rozne choroby siatkowki czy nerwu wzrokowego maja
wplyw na wyniki pomiaru, co szczegdlnie mozna wykaza¢ w badaniach
porownawczych miedzy dwoma badaczami. R6znice w wynikach pomiaréw miedzy
dwoma badaczami , a nawet réznice w pomiarach dokonywanych przez tego samego
badacza sg cz¢sto oceniane w pracach badawczych [7;19;90]. Dodatkowym problem
stanowig zludzenia wzrokowe wynikajacych juz z samej niedoskonatosci percepcji
widzenia u czlowieka, ktéore powoduja na przyklad podswiadome ,,dodawanie”
nieistniejagcych elementow do obserwowanego obrazu czy zjawisko metameryzmu

[52] wywotlujacym rdzny odbidr barwy w zaleznos$ci od oswietlenia.

1.7.3 Wplyw jakosci obrazu

Aby uzyskac rzetelny wynik i tym samo prawidlowo oceni¢ badane struktury,
nalezy dazy¢ do przygotowania jak najlepszego jakosciowo obrazu do analizy

komputerowej. Kazdy etap poprawy jakosci obrazu cyfrowego preparatu powoduje
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niestety utrate czgsci danych. Badaniom poddawano miedzy innymi format zapisu
danych [91]. Za najlepszy uznawany jest format .tiff wykorzystywany w niektorych
jednostkach badawczych [14] jednak jednoczes$nie obrazy zapisywane ta metoda
zajmujg duzo megabajtow, a dalsze operacje na tego typu obrazach pochlaniaja
pamigC operacyjng. W praktyce klinicznej najczgsciej wykorzystuje si¢ wiec format
Jpg, ktory cho¢ stratny, to zajmuje zdecydowanie mniej miejsca 1 tym samym
powoduje szybszg prace wigkszosci programow graficznych. Aby poprawi¢ jakos¢
obrazu, a dokladniej aby utatwi¢ wyodrgbnienie poszukiwanych struktur w
wiekszosci programoéw graficznych stosuje si¢ filtry [8;73;92;93], ktore na przyktad
wywolujg wyostrzenie krawedzi, wzmocnienie kontrastu [8], umozliwiajagc wybranie

nawet z gorszych jakosciowo obrazow, interesujgce badacza informacje.
1.8 Zarys historii programow graficznych

Pierwsza aplikacjg umozliwiajaca generowanie grafiki przez komputer byl napisany
w 1963 roku przez Ivana Sutherlanda program Sketchpad, pozwalajacy na rysowanie
figur geometrycznych na ekranie. Rozwo6j cyfrowej morfometrii i komputerowe;
analizy obrazow stymulowany byl potrzebami przemystu hutniczego. Podczas
wytapiania metali jako$¢ uzyskanego stopu sprawdza si¢ miedzy innymi ogladajac
pod mikroskopem probke materiatlu 1 oceniajgc wielko$¢ 1 ilo$¢ tzw. “ziaren”,
bedacych krysztatami mineralow. Rozwdj technologii produkeji analogowych kamer
telewizyjnych umozliwit stworzenie w latach ’60 XX wieku pierwszych
analogowych analizatoréw obrazu, na potrzeby metalurgii. Urzadzenia te, stanowigce
potaczenie mikroskopu 1 kamery video, pozwalaty na ocen¢ powierzchni zajmowanej
na ekranie przez biel 1 czern. W 1969 roku zaprezentowano Quantimet 720, pierwszy
cyfrowy system analizy obrazu mikroskopowego, sktadajacy si¢ z komputera i1
dwéch kamer video, a takze oprogramowania, stanowigcego integralng czegs¢
systemu. Od lat 70 XX wieku obserwuje si¢ dynamiczny rozwoj morfometrii
cyfrowej, co zwigzane jest z wprowadzaniem coraz lepszych urzadzen do akwizycji
obrazu, jak rowniez ze wzrostem mocy obliczeniowej komputeréw, umozliwiajagcym

implementacje coraz bardziej ztozonych algorytmoéw stuzacych analizie obrazu.
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Rozdziat II Cele pracy 1 zatozenia

I1.1.Cele Pracy
Cel gléwny pracy

1. Opracowanie metodyki analizy ekspresji reakcji histo- 1 immunohistochemicznej

w oparciu o oryginalny autorski programu do ilosciowej analizy obrazow

mikroskopowych.

2. Implementacja opracowanej metodyki do materiatu barwionego metoda paS 1 z

uzyciem chromogenu DAB.
Cele szczegolowe pracy

a. Opracowanie algorytméw pozwalajagcych na poprawienie jakosci obrazow
uzyskanych przy pomocy mikroskopii cyfrowej eliminujgcej nierOwnomierne
oswietlenia preparatu, czy wystgpowanie szumoéw w obrgbie obrazu.

b. Opracowanie technik segmentacji kolorowych obrazéw mikroskopowych za
pomoca automatycznych 1 pétautomatycznych algorytmow.

c. Opracowanie algorytmow poélautomatycznego oraz automatycznego wyboru
struktur przez wyodrebnienie obszarow ekspresji badanych reakcji
immunohistochemicznych 1 histochemicznych.

d. Opracowanie algorytmow poélautomatycznego oraz automatycznego wyboru
struktur 1 ich zliczania w badanych reakcjach immunohistochemicznych 1
histochemicznych

e. Walidacja zastosowanych algorytméw.
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I1.2 Tezy pracy

Metodyka przetwarzania i analizy iloSciowej reakcji histochemicznej i
immunohistochemicznej na barwnych obrazach mikroskopowych umozliwia

obiektywng i szybka jej ocene.

Teza zaklada, Zze opracowane algorytmy pozwalaja na wielokrotnie szybsza
interpretacje wynikdow w sposob powtarzalny i1 obiektywny. Dokladnos$¢ analizy

automatycznej bedzie porownywalna z analizg pdtautomatyczna.

Algorytmy przetwarzania i analizy obrazéow histochemicznych i
immunohistochemicznych opracowane w rozprawie doktorskiej sq uniwersalne,

aby mogly by¢ wykorzystywane w réznych typach barwien .

W pracy zostanie przedstawione, ze wdrazane algorytmy przetwarzania wstepnego
obrazu 1 pdzniejszej segmentacji mogg by¢ wykorzystane do analizy iloSciowej nie
tylko na przyktadowo przedstawianych barwieniach histochemicznych 1
immunohistochemicznych, ale réwniez na innych. Algorytmy maja umozliwiaé

wygodng 1 szybka analizg obrazow.
I1.3.Uzasadnienie wyboru celow pracy

Wraz z postgpem informatycznym w dziedzinie przetwarzania i analizy
obrazOéw naturalna jest potrzeba wdrazania tych metod do rutynowej pracy lekarza,
zwlaszcza z ciagle rosngcym zapotrzebowaniem na szybka, obiektywng, powtarzalng
1 precyzyjng interpretacje¢ wynikow. Niektore obrazy oceniane przez lekarza
sprawiaja problemy przy automatycznej analizie. Ponadto ocena manualna obrazu
(na przyktad zliczanie struktur takich jak komorki, czy ich sktadowe) jest
czasochtonne. Dodatkowo przez zmeczenie, czy ztludzenia wzrokowe mozna
popemic¢ biad. Dlatego wydaje si¢ by¢ w petni uzasadnione poszukiwanie coraz to
doskonalszych technik automatycznej analizy ilosciowej obrazu. Musimy pami¢tac,
ze percepcja widzenia kolordéw jest czgsto niewystarczajaca, by prawidtowo okresli¢
barwe¢. Czlowiek fizjologicznie postrzega pewne obiekty w zaleznos$ci od tla, czy
oSwietlenia, co oczywiScie moze prowadzi¢ do falszywej oceny ich cech
morfologicznych. Wszystkie te aspekty powoduja, ze konieczne jest opracowanie

wygodnych w uzytkowaniu i precyzyjnych metod automatycznej analizy obrazu.
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I1.4. Uklad rozprawy doktorskiej

W pierwszym rozdziale zostaly omdwione wczes$niejsze metody analizy
obrazow wykorzystywane w medycynie. W drugim rozdziale przedstawiono cele 1
zakres pracy doktorskiej. W kolejnym szczegdtowo opisano zastosowane algorytmy 1
celowos¢ ich wykorzystania. W czwartym rozdziale opracowano uzyskane w
implementowanym  programie =~ wyniki na  przykladowych  reakcjach
immunohistochemicznych 1 histochemicznych. W pigtym rozdziale dokonatam
analizy szczegolowej stosowanych metod 1 przedyskutowatam je z metodami
stosowanymi przez innych autoréw. W szostym rozdziale przedstawitam wnioski z

pracy. Na konicu niniejszej rozprawy umieszczono streszczenie.
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Rozdziat III Materiat 1 metody

II1.1 Uzyskanie materialow do badan

II1.1.1 Uzyskanie probek

Celem implementacji 1 walidacji 1 autorskiego programu Filtr HSV wykorzystano
zdjecia cyfrowe archiwalnych preparatow mikroskopowych zapalnych pecherzykow
zolciowych pochodzacych ze zbiorow Katedry Histologii Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Materiat tkankowy zostat pobrany w
latach 2003-2007 od 37 pacjentobw z objawowa kamicg zdlciowa podczas
cholecystektomii przeprowadzonej w Szpitalu im. T. Chalubinskiego w Ostrowie
Wikp. Po pobraniu probki tkanek umieszczano w 4% roztworze zbuforowanej
formaliny 1 utrwalano przez 24 godziny. Nast¢pnie zatapiano je w parafinie, a
uzyskane bloczki skrajano na grubos$¢ ok. Sum. Uzyskane skrawki wybarwiano z

zastosowaniem nast¢pujacych technik :

1. histochemicznej metody barwienia p.a.S celem wykrycia cukrowcow
zlozonych;

2. reakcji  immunohistochemicznej  przeciwko  mucynie = MUCS5AC
(NOVOCASTRA Labs,Ltd;1:100; klon CLH2; kod NCL-MUC-5AC);

3. reakcji immunohistochemicznej przeciwko CD8 (DAKO; 1:1, klon C8/144B,
nr katalogowy: M710301)

Preparaty zostaly nast¢pnie ocenione przez doswiadczonego histopatologa, ktory

zweryfikowal obecnos$¢ mikroskopowych wykladnikow rozpoznania klinicznego.
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II1.1.2 Technika p.a.S i immunohistochemiczne analizowanych

preparatow

Barwienia cukrowcow zlozonych metodg p.a.S wykonano wg nastgpujace]

procedury:
1. zanurzenie skrawka parafinowego w 1% roztworze kwasu nadjodowego;
2. phukanie w wodzie kranowej;
3. zanurzenie w odczynniku Schiffa na 5 min;
4. ponowne ptukanie w wodzie 10 min;
5. zanurzenie w hematoksylinie celem podbarwienia jader komoérkowych na 2
min;
6. odwadnianie w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu i ksylenie;
7. zamkniecie balsamem kanadyjskim 1 szkietkiem nakrywkowym.

Reakcja immunohistochemiczna z wykorzystaniem przeciwcial anty-MUC-5AC

jak 1 anty-CD8 wykonano wg standardowej techniki ABC (strept(awidyna)-

biotynylowana peroksydaza) opisywanej przez Hsu i wsp. [27]:

I.

(98]

N o » ok

8.
9.

odparafinowanie 1 nawodnienie w ksylenie 1 szeregu alkoholi o malejacym
stezeniu;

plukanie w wodzie kranowej - 10 min;

blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy w wodzie destylowanej
przez 1% nadtlenek wodoru - 30 min;

kolejne ptukanie w wodzie kranowej 1 destylowanej po 10 min;

inkubacja w surowicy koziej 1:20 (DAKO) - 30 min;

inkubacja ze swoistymi przeciwciatami - 18 godz;

plukanie w roztworze soli fizjologicznej zbuforowanej fosforanami — 3 x 3
min;

inkubacja z biotynylowanymi przeciwciatami - 20 min;

powtorzenie poprzedniego phukania;

10. inkubacja z kompleksem straptawidyna-biotynylowana peroksydaza - 20min;

11. powtorzenie plukania;

12. inkubacja z chromogenem 3-3 diaminobenzydyng — DAB, 7 min;
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13. ptukanie w wodzie kranowej 1 destylowanej po 10 min;
14. odwadnianie w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu 1 ksylenie;

15. zamknigcie balsamem kanadyjskim 1 szkietkiem nakrywkowym.

Powyzsze barwienia wykonano w Katedrze 1 Zakladzie Histologii 1 Embriologii

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
II1.2 Cyfrowa analiza i archiwizacja obrazu

Po uzyskaniu przeznaczonych do dalszych badan cyfrowych obrazow
mikroskopowych preparatow histologicznych dokonalam ich archiwizacji w pamigci

dyskowej komputera.

W nastepnym etapie, przy pomocy autorskiego programu HSI, po wykonaniu
wstepnej obrobki zdje¢ (dokladny opis umiescitam w podrozdziale II1.3.1.)
przeprowadzitam analize¢ powierzchni reakcji immunohistochemicznych 1
histochemicznych, a takze ocen¢ liczby obiektow (komoérek CDS8-pozytywnych) w
obrgbie badanych preparatow. Obydwie analizy zostaly przeprowadzone sposobem
potautomatycznym oraz automatycznym. Uzyskane wyniki pozwolily na walidacje
algorytmu automatycznego wyznaczania powierzchni reakcji histochemicznych 1
immunohistochemicznych, jak réwniez zliczania struktur w obrgbie badanego

obrazu.
II1.2.1 Cyfrowa archiwizacja obrazow mikroskopowych

Obrazy reakcji p.a.S 1 immunohistochemicznych na preparatach
mikroskopowych pacjentow wlaczonych do badania rejestrowano w formie
cyfrowej z zastosowaniem MIKROSKOPU OLYMPUS BH-2 wraz z wbudowang
kamerg cyfrowg NIKON DIGITAL SIGHT DS.-5M.

Badane preparaty oswietlano za pomocg wbudowanej w mikroskop lampy
halogenowej, nastepnie preparat ogladano pod obiektywem SPlan 40 firmy Olympus
o 40-krotnym powigkszeniu obiektywu. Laczne powigkszenie uzyskiwane przez
elementy optyczne mikroskopu 1 kamery cyfrowej wynosito okoto 550x. Do
archiwizacji w formie cyfrowej wybierano §rodkowa cze$¢ prawidlowo

zabarwionego materiatu tkankowego, jak rowniez przylegajace pola.
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Stosowana w pracy kamera cyfrowa wyposazona byta w matryce CCD o
przekatnej 2/3 cala, rozdzielczosci 5,24 megapixela, 1 czutosci ISO 64 — 3200 oraz
elektroniczng migawke o czasie otwarcia od 1/1000 do 60 sekund. Wszystkie zdjecia
wykonywano w trybie automatycznym, w ktérym takie parametry jak czulosé
matrycy, czas otwarcia migawki, przestona, balans bieli ustalane sg bez udziatu
uzytkownika. Aparat wspotpracowatl z oprogramowaniem LUCIA IMAGE 5 1 firmy
LIM software. Uzyskane obrazy o rozdzielczosci 2560x1920 zapisywano w formacie
JPEG o jakosci 80%. Zdecydowano o zastosowaniu tego formatu z uwagi na jego

popularnos¢ 1 niewielki rozmiar plikow przy zachowaniu dobrej jakos$ci obrazu.

Dla kazdego archiwizowanego pola preparatu dobierano optymalne
oswietlenie, nastepnie za pomocg $ruby mikrometrycznej recznie ustawiano ostrosc.
Przeprowadzano to pod kontrolg widocznego na ekranie komputera podgladu obrazu
uzyskiwanego przez kamer¢ cyfrowa, a nastepnie zapisano obraz. L.acznie w obrebie
kazdego z preparatow z zastosowaniem reakcji p.a.S 1 immunohistochemiczne;j
(MUCSAC 1 komoérek CD8-pozytywnych) uzyskano po 10 obrazéow. Zdjecia
zapisywano w plikach, ktorych nazwy tworzono w taki sposob, by uniemozliwi¢
identyfikacj¢ pacjentow, nastgpnie przeprowadzano ich analiz¢ z zastosowaniem

stworzonego na potrzeby tej rozprawy oprogramowania.
II1.3 Program Filtr HSV

Do przeprowadzenia cyfrowego przygotowania i1 analizy badanych obrazéw
wykorzystatam autorski program Filtr HSV stworzony w Zaktadzie Bioinformatyki 1
Biologii Obliczeniowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu na potrzeby
ponizszej rozprawy. Program powstat we wspolpracy z dr med. Lukaszem Lapajem z
Kliniki Ortopedii Ogodlnej, Onkologicznej 1 Traumatologii, ktory zaimplementowat

zaproponowane przeze mnie algorytmy.

Program Filtr HSV 1.0 dziatajacy w Srodowisku Microsoft Windows
umozliwia cyfrowa obrobke 1 analize obrazéw preparatow histologicznych
barwionych metodami histo- 1 immunohistochemicznymi obserwowanych w
mikroskopie swietlnym. Program pozwala na przeprowadzenie analizy powierzchni
reakcji, jak rowniez na zliczenie obiektow, w obrebie ktorych stwierdzono

wystepowanie okreslonej reakcji. Analiz¢ mozna dokona¢ w sposéb manualny lub

32



automatyczny, bez koniecznosci interakcji ze strony uzytkownika. Wdrozono tez

tryb pétautomatyczny, ktory rézni si¢ od trybu automatycznego tym, ze kazdy krok

przeprowadzany jest pod kontrolg uzytkownika. W trybie tym program proponuje

okreslone parametry analizy, ktore uzytkownik moze dowolnie modyfikowac.

START

Poétautomatyczny Wybor trybu pracy

programu

A 4

Automatyczny

Wybor parametréw analizy
automatycznej

v

Wybér obrazow do analizy

Wybér obrazow do analizy

>y

>

Interaktywna obrobka wstepna

Automatyczna obrébka
wstepna obrazu

v

v

Potautomatyczna segmentacja
przez progowanie

Automatyczna segmentacja
przez progowanie w
przestrzeni HSV

v

Nie Przeanalizowano

v

Przeanalizowano

wszystkie pliki ? /

l

\Wszystkle pliki ?

Zapisanie wynikdw na
dysku twardym

STOP

Rycina I1I.1 Schemat blokowy dziatania programu (rysunek wiasny)
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Doktadny opis poszczegdlnych etapow przedstawiono w kolejnych

rozdziatach pracy.

Wybor trybu pracy

I. wybor trybu manualnego Iub automatycznego, wybor okreslonych
parametrow analizy -> okreslenie obrazow do analizy -> obrobka wstepna ->
segmentacja metodg progowania w przestrzeni kolorow HSV -> ocena

powierzchni reakcji -> zapisanie uzyskanych wynikow

Czeg$¢ parametrOw pracy programu w trybie automatycznym ma charakter arbitralny,
tj. ustalono je na etapie projektowania aplikacji, na podstawie powtarzanej analizy

100 zdje¢ preparatow mikroskopowych barwionych obu metodami..
II1.3.1 Wstepne przygotowanie obrazéow w programie

Wstepne przygotowanie jest poczatkowym etapem cyfrowej analizy obrazu.
Jego celem jest polepszenie jakosci zdje¢ poprzez usunigcie niepozadanych
artefaktow, poprawe parametrow takich jak ostro$¢, kontrast, co umozliwia
optymalizacj¢ obrazu pod katem stosowanej metody segmentacji. W
oprogramowaniu stosowanym w niniejszej pracy obrobka wstepna miata na celu nie
tylko optymalizacj¢ samego obrazu, ale rOwniez uzyskanie parametréw potrzebnych

do przeprowadzenia analizy w trybie automatycznym.

Zastosowany przeze mnie algorytm przygotowania obrazu obejmowat

nastepujace etapy:

1. usunigcie szumow filtrem usredniajagcym,
konwersja modelu opisu barwy pixeli z RGB na HSV,

wykrywanie 1 wstg¢pna segmentacja tla w obrebie obrazu,

el

wyréwnanie balansu bieli.
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W stosowanej aplikacji wszystkie procedury sg domys$lnie przeprowadzane dla
kazdego zdjecia, ich wykonanie moze jednak zosta¢ anulowane zar6wno w

potautomatycznym 1 automatycznym trybie pracy.

Wprawdzie cze$¢ etapdw, jak na przyklad automatyczna korekta balansu
bieli, mozna wyeliminowa¢ odpowiednio przygotowujac zestaw do akwizycji
obrazow, jednak projektujac program postanowiono stworzy¢ aplikacje wzglednie
uniwersalng, pozwalajacg na analize obrazow rdéznej jakosci, pochodzacych z

roznych zrdodet, co wigze si¢ z ich niejednorodng jakoscia.
II1.3.1.1 Usunig¢cie szumow za pomoc3 filtra usredniajacego

Na etapie projektowania oprogramowania zatozono, ze do dyspozycji
uzytkownika bedg obrazy mikroskopowe uzyskane aparatem z matrycg co najmnie;j
kilku megapixeli, co zwigzane jest z pewnymi cechami szczegdlnymi takich
obrazoOw. Z uwagi na wysoka rozdzielczo$¢ obrazy zawierajg szereg artefaktow
mogacych wptywac¢ na jako$¢ analizy, do ktorych zaliczy¢ nalezy przede wszystkim

szumy.

Szumy te spowodowane sg przez szereg czynnikéw zwigzanych z samym
mikroskopem 1 aparatem fotograficznym. Do najistotniejszych zaliczy¢ mozna
jakos¢ oswietlenia 1 cze$ci optycznych mikroskopu, jako$¢ optyki aparatu
fotograficznego, jakos$¢ 1 wielko$¢ matrycy $wiattoczulej aparatu fotograficznego,
wybrany na etapie akwizycji obrazoOw tryb pracy aparatu, a co za tym idzie czas
naswietlania, dobor przestony, ,.$wiatloczulo$ci” matrycy aparatu. Oprocz tego
wplyw na powstawanie ziarnistosci ma sam format pliku, zwlaszcza w przypadku
korzystania z obrazow w formacie JPEG, gdy cze$¢ informacji z obrazu traci si¢ w

procesie kompresji stratne;.

Celem usuniecia tych artefaktow zaimplementowano filtr usredniajacy z

maska wielkosci 3x3 piksele.

Rycina I11.2 Schemat blokowy obrébki wstepnej obrazu
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I11.3.1.2 Wykrywanie tla w obre¢bie obrazow mikroskopowych

Kolejnym etapem obrobki wstepnej zdje¢ byta automatyczna segmentacja tta
obrazu mikroskopowego. Na etapie projektowania aplikacji zdefiniowano pojecie tta
jako obszaru zdjecia preparatu mikroskopowego, na ktorym nie znajdujg si¢ zadne
komorki ani inne struktury histologiczne. Etap ten ma szczegolnie istotne znaczenie
dla przeprowadzenia procedury automatycznej korekcji balansu bieli, jak rowniez dla
automatycznej segmentacji obrazu, bowiem szereg parametrow tych procedur
wyznaczanych jest w obrebie tych czgsci obrazu, ktére zostaty zaklasyfikowane jako

tlo.

Na podstawie pilotazowej analizy wzrokowej obrazéw preparatow
histologicznych réznych tkanek zatozono, ze w wigkszos$ci preparatow ogladanych w
powigkszeniu 400- krotnym znajduja si¢ obszary, ktore mozna sklasyfikowa¢ jako
tlo. Typowym przykladem takich obszarow jest §wiatlo naczyn krwionosnych, ktére
sg strukturami powszechnie spotykanymi na preparatach mikroskopowych. Poniewaz
tlo stanowig fragmenty preparatu, na ktore rzutuje si¢ obraz matoéwki lampy
oswietlajacej, majg one specyficzne cechy morfometryczne. Zaliczamy do nich ich,
homogennos¢ barwy 1 jasnosci, oraz stosunkowo niskie nasycenie barwy w
przestrzeni HSV. Ponadto, z uwagi na fakt, ze struktury obecne w obr¢bie preparatu,
podczas obserwacji w mikroskopie pochlaniajg $wiatto, obszary widoczne jako tlo

cechuje stosunkowo wysoka, w pordwnaniu z resztg preparatu jasnosc.

Powyzsze obserwacje pozwolily na opracowanie algorytmu wykrywajacego
tlo na zdjeciach preparatéw mikroskopowych, opartego na analizie histogramu

jasnos$ci obrazu oraz analizie statystycznej catego obrazu.

Poczatkowym etapem detekcji 1 segmentacji tla jest analiza histogramu
jasnosci calego obrazu. Pilotazowe badania na 100 obrazach poprzedzajace
implementacje algorytmu wykazaly, ze w wigkszosci przypadkow zdje¢ preparatow
histologicznych obszarowi tla odpowiada w obrebie histogramu pik pikseli o
najwyzszej jasnosci w obrgbie obrazu. Wykorzystujac te cechg, program wyznacza
wstepng warto$¢ progowa, ktdra stanowi graniczng warto$¢ jasnosci tta wedtug
wzoru, dobranego w toku projektowania aplikacji na podstawie pilotazowej serii

obrazow:
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Warto$¢ progowa = szczytowa wartos¢ piku — 1,6% maksymalnej

mozliwej jasnosci

W rzadkich przypadkach, gdy nie udaje si¢ wyznaczy¢ odpowiedniego piku,

warto$¢ progowa wyznaczana jest w sposob nastepujacy :

Warto$¢ progowa = najwyzsza wartos¢ jasnosci w obrebie obrazu — 6,25

% maksymalnej mozliwej wartosci jasnoSci

Nastepnie obraz dzielony jest na szereg prostokatow, ktorych bok stanowi
odpowiednio 1% szerokos$ci ekranu, oraz 1% wysokosci ekranu, nie mniej jednak niz
odpowiednio 3 na 3 piksele. W obrgbie kazdego z prostokatow wyliczana jest

najpierw srednia jasno$¢ kazdego piksela na podstawie rownania :

Srednia jasno$¢ =(R+G+B)/3

Gdzie odpowiednio R, G, B to wartosci sktadowych barwy danego piksela w

przestrzeni barwnej RGB

Po wyliczeniu $redniej jasnosci kazdego piksela wyznaczane jest odchylenie
standardowe $redniej jasnos$ci wszystkich pikseli z danego prostokata, oraz $rednia
warto$¢ nasycenia (wartos¢ S w przestrzeni HSV) barw pikseli z danego kwadratu.
W oparciu o powyzsze parametry dany prostokat klasyfikowany jest jako obszar

nalezacy do tla, jesli spetnia facznie trzy ponizsze warunki :

e Sdrednia jasno$¢ wszystkich pikseli z danego rejonu przekracza

wyznaczong poczatkowo warto$¢ progowa,
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e warto$¢ odchylenia standardowego dla S$redniej jasnosci danego
regionu przekracza 15 (6,25% calkowitego mozliwego zakresu
jasnosci),

e Jdrednie nasycenie barwy w danym obszarze miesci si¢ w zakresie

dolnych 12,5% mozliwych wartosci nasycenia (barwa bliska biate;).

W sytuacji, gdy procedura wyznaczania prostokatow obejmujacych tto da
wynik negatywny, to znaczy nie udaje si¢ wyznaczy¢ zadnego obszaru
charakterystycznego dla tla, procedura jest powtarzana, przy czym bok prostokatow

zmniejszany jest o 50%.

Powyzsze postgpowanie powoduje, ze wybrane zostajg jedynie te prostokaty,
ktore obejmuja wylacznie tto obrazu, natomiast odrzucane sg takie, ktore obejmuja
zaroOwno tlo, jak 1 fragmenty preparatu, czy tez zawieraja réznego rodzaju artefakty.
Prowadzi to z jednej strony do niedoszacowania powierzchni tla, z drugiej jednak
strony zabezpiecza przed zaklasyfikowaniem jako tlo fragmentoéw zawierajacych
drobiny tkanek, czy fragmenty $§luzu, ktore cechujg si¢ wprawdzie znaczng jasnoscia,

moga by¢ jednak podbarwione na etapie preparatyki histologiczne;.

W rzadkich przypadkach, gdy wszystkie prostokaty zostaja zaklasyfikowane
jako preparat, wowczas jako tlo zostaja uznane wszystkie piksele o jasnosci wyzszej,

niz jasno$¢ progowa. W sposob oczywisty metoda ta jest najmniej precyzyjna.
I11.3.1.3 Automatyczny balans bieli

Automatyczng korekcje balansu bieli zaimplementowano przede wszystkim
w celu optymalizacji segmentacji obrazu w trybie automatycznym. Na etapie
projektowania aplikacji, w oparciu o seri¢ zdje¢ z prawidlowym balansem bieli
wyznaczono dla trybu automatycznego wartosci progowe sktadowej H barwy, w
obrebie ktorych miesci si¢ ,,widmo” danego barwnika,. Wobec tego analiza serii
obrazOw o odmiennym balansie bieli moze, na skutek ,,przeklamania” wartosci
sktadowych barw spowodowac uzyskanie btgdnych wynikow. Btagd moze wzrosngé
jeszcze bardziej, gdy uzytkownik przeprowadzi analiz¢ serii obrazow

sfotografowanych w réznych warunkach oswietlenia, badZz aparatem cyfrowym w
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trybie pracy automatycznej, w ktorych to przypadkach, kazde zdjgcie moze posiadac

inny balans bieli [94].

Algorytm automatycznej korekcji balansu bieli opiera si¢ na zalozeniu, ze
obraz podswietlony jest idealnie bialym §wiatlem, ktére w obrebie obszarow tla
widoczne jest jako czysta biel, badz na skutek pochlaniania czes$ci $wiatla przez
elementy optyczne jako obszary idealnie szare, to znaczy takie, ktorych skladowe
RGB barwy sg sobie rowne. Przyjeto, ze okreslenie roznic jakie wystepuja miedzy
barwa pikseli w obrebie tla, a sytuacjag gdyby byly one ,,idealnie” biate lub szare
pozwoli na zniwelowanie tych roznic w obrgbie calego obrazu, tym samym

doprowadzajac do wyrd6wnania balansu bieli.

Za prawidlowoscig przyjetych zalozen przemawia fakt, ze w trybie
manualnym pracy aparatu Nikon DS.-5M korekcja balansu bieli przeprowadzana jest
W sposob analogiczny, to jest w oparciu o fotografie tla oswietlonego lampa

mikroskopu.

Zgodnie z tymi zatozeniami procedura przeprowadzana jest po wyznaczeniu
obszaru tla 1 ma ona charakter korekcji multiplikatywnej. Woéwczas, gdy wyznaczone
sg piksele sklasyfikowane jako tlo, dla kazdego z nich okreslana jest $rednia jasno$¢

(w sposob identyczny jak w przypadku segmentacji tfa).

Nastepnie dla kazdego piksela wyznaczane s3, wedlug ponizszego wzoru,
wspotczynniki odchylenia sktadowych RGB od barwy ,,idealnie” bialej, badz szarej

(wowczas kazda sktadowa RGB jest rowna $redniej jasnosci):

Wspoditczynnik Tta R = R piksela / Srednia jasnos¢
Wspodtczynnik Tia G = G piksela / §rednia jasnos¢

Wspoditczynnik Tta B = B piksela / Srednia jasnos$¢

Gdy wyznaczone zostang wspotczynniki dla wszystkich pikseli tta, ich
wartos¢ jest usredniana, co pozwala na uzyskanie globalnych wspolczynnikow

korekcji sktadowych R, G, B.
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Wspolczynnik korekcji R = 1 / Globalny wspdtczynnik Tia R
Wspolczynnik korekcji G = 1 / Globalny wspoiczynnik Tta G

Wspolczynnik korekcji B = 1 / Globalny wspdtczynnik Tia B

W sytuacji idealnej, gdy preparat oswietlony jest biatym §wiatlem, wartosci
wszystkich wspolczynnikow wynosza 1, co w praktyce zdarza si¢ niezmiernie
rzadko. Przyktadowo, gdy lampa mikroskopu daje jasno niebieskawe $wiatto

wspotczynniki korekeji R 1 G sg wyzsze niz 1, a wspolczynnik B nizszy niz 1.

Po wyznaczeniu wspolczynnikow korekcji sktadowych R, G, B bieli
nastepuje etap korekcji multiplikatywnej balansu bieli. W trakcie tego procesu w
obrgbie kazdego piksela obrazu skladowe R, G, B s3 mnozone przez globalne

wspotczynniki korekeji, a uzyskane wyniki zapisywane.
II1.3.2 Wyznaczanie parametrow automatycznej analizy obrazu

Algorytm automatycznej analizy obrazu zastosowany w powyzsze] pracy
opiera si¢ o segmentacje metoda progowania w przestrzeni barwnej. Zdecydowatam
o wdrozeniu procedur, ktére beda odwzorowywaty sposob, w jaki obraz
segmentowany jest przez czlowieka w trybie manualnym. Z tego wzgledu

zdecydowalam o wdrozeniu dwdch rodzajow procedur segmentacji automatycznej:

e segmentacja na podstawie matematycznej 1 statystycznej analizy
badanego obrazu

e segmentacja oparta o analiz¢ matematyczng 1 statystyczng z
uwzglednieniem  wybranych cech fizjologicznych  percepcji

wzrokowej u cztowieka

Zdecydowatam takze oceni¢ dzialanie obu algorytméw z zastosowaniem
parametréw analizy dobranych dla kazdego z barwien. W programie, celem
zapewnienia mozliwie duzej uniwersalnos$ci zaimplementowano takze uniwersalny

algorytm automatyczny, ktéry mozna dostosowa¢ do innych typdéw barwien.
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Standardowym modelem stosowanym w informatyce jest model RGB, jednak
z uwagi na fakt, ze w zastosowaniach zwigzanych z percepcja wzrokowa jest on
mato intuicyjny, zdecydowatam si¢ na opisanie barwy w sposob zblizony do
postrzegania jej przez czlowieka, w oparciu o przestrzen barwng HSV. Kazda barwa
opisywana jest za pomocg trzech sktadowych : odcien (ang. Hue), nasycenie barwy
zwane dalej saturacja (ang. Saturation), jasno$¢ danej barwy (ang. Value). Zasadg
konwersji opisu barwy z systemu RGB na HSV przedstawiono w rozdziale

pierwszym.

Stosowany przeze mnie algorytm wyznacza dla kazdego ocenianego obrazu
zakres wartosci skladowych H, S, V charakterystyczny dla dodatniej reakcji
histochemicznej, badz imunohistochemicznej. Nastepnym etapem jest kwantyfikacja
obszarow dodatniej reakcji w oparciu o wyznaczone wczesniej kryteria 1 zliczanie

struktur, w obrebie ktorych stwierdza si¢ te reakcje.
I11.3.2.1 Wyznaczanie parametrow skladowej H

Sktadowa H — Hue okresla odcien danej barwy. Poniewaz parametrowi temu
w fizyce odpowiada dtugos¢ dominujacej w danym kolorze fali §wietlnej, mozliwe
jest zdefiniowanie odpowiednich zakresow odpowiadajacym ,,widmu” stosowanych
barwien. Parametry segmentacji dla skladowej H ustalane s3 na poczatku analizy
serii obrazoéw, zaleznie od stosowanego barwienia. Ponadto z uwagi na fakt, ze w
toku przygotowywania obrazow wyréwnywany jest balans bieli, mozliwe jest
wystandaryzowanie tych zakreséw dla kazdego z barwien i stosowanie tych samych

wartosci w odniesieniu do kazdego obrazu.

Specyficzne dla omawianych barwien zakresy wartosci H wyznaczono na
podstawie danych z literatury, jak roéwniez wlasnych pomiaro6w pilotazowych
przeprowadzonych na serii 100 obrazow, w ktorych dokonano korekty balansu bieli
w sposob opisany powyzej. W obu przypadkach dobrano wartosci tak, by mozliwa

byta segmentacja obszaru ,,czystej” reakcji histo- / immunohistochemiczne;.

W przypadku algorytmu uniwersalnego, uzytkownik ma mozliwo$¢ wybrania
predefiniowanych zakresow wartosci HSV dla czgsto stosowanych typéw barwien,

wzglednie moze samodzielnie okresli¢ pozadany zakres.
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I11.3.2.2 Wyznaczanie parametrow skladowej V

Parametr V — Value, ktoremu odpowiada jasno$¢ danej barwy okreslany jest
indywidualnie dla kazdego obrazu przed jego segmentacja. Algorytm wyznaczania
zakresu wartosci V charakteryzujacych obszar dodatniej reakcji opiera si¢ na
zalozeniu, ze do analizy rutynowo stosowanych preparatow mikroskopowych
mozliwe jest stosowanie prawa Lamberta — Beera, okreslajacego stopien

pochianiania Swiatla przez czgsciowo absorbujacy i rozpraszajacy osrodek optyczny.
PRAWO LAMBERTA - BEERA

Dla skolimowanej wigzki $wiatla monochromatycznego przechodzacego
przez dany roztwor, stopien pochlaniania zalezy od grubosci warstwy oraz jej
wiasciwosci optycznych, takich jak stezenie molowe substancji znajdujacej sie¢ w
roztworze oraz molowego wspolczynnika absorpcji charakteryzujacego dang

substancj¢, co mozna wyrazi¢ wzorem :

11/10 = e*-alc

Gdzie :

IT — natgzenie §wiatta po przejSciu przez osrodek
10 — natgzenie §wiatta padajacego na osrodek

e — podstawa logarytmu naturalnego

a — molowy wspolczynnik absorpcji

1 — grubo$¢ warstwy osrodka optycznego

¢ — stezenie molowe substancji w roztworze.

Zastosowanie tego prawa w odniesieniu do obrazow z preparatow
mikroskopowych wymaga przyjecia pewnych uproszczen. Przede wszystkim
przyjetam, ze preparaty mikroskopowe oceniane w mojej pracy maja zawsze stalg

grubos¢, to znaczy réznice grubosci migdzy poszczegdlnymi rejonami skrawkami sg
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pomijalne, ponadto preparaty przygotowywane s3 w identyczny sposob z
zastosowaniem barwnikoéw o stalym molowym wspotczynniku pochtaniania §wiatta.
Oproécz tego przyjetam, ze kazdy pojedynczy piksel na ekranie odpowiada na tyle
niewielkiemu fragmentowi calego preparatu, ze z pomijalnym btedem mozna uznac,
ze W jego obrgbie barwnik wystepuje roztozony réwnomiernie, w okreslonym statym
stezeniu. Po przyjeciu powyzszych zalozen mozna w odniesieniu do kazdego z
pikseli zastosowa¢ prawo Lamberta — Beera. Z uwagi na fakt, ze zaroOwno grubos¢
preparatu, jak 1 wartos¢ molowego wspodlczynnika absorpcji sg zgodnie z przyjetymi
zalozeniami wartosciami stalymi dla catego preparatu, mozna stwierdzi¢, ze dla

kazdego piksela

I1/10 jest proporcjonalne do 1/e”c

Innymi stowy, stopien pochtaniania §wiatta w obrebie danego piksela zalezy
bezposrednio od stezenia barwnika w obrgbie czgSci preparatu przezen
reprezentowanej. Tak wiec na podstawie pochtaniania §wiatta w obrebie obszaru
preparatu odpowiadajacego danemu pikselowi mozna okresli¢ stezenie barwnika w
tym obszarze. Z kolei na podstawie znajomosci st¢zenia barwnika w obrebie danego
obszaru preparatu mozna sklasyfikowa¢ go jako obszar reakcji ,,dodatniej”, badz
obszar, na ktéorym dana reakcja nie wystepuje. Opierajac si¢ na powyzszych
przestankach przyjelam, ze w obrebie obszaru zdefiniowanego jako tlo preparatu
swiatlo przechodzi z natezeniem maksymalnym dla danego preparatu, co w definicji
prawa Lamberta — Beera odpowiada wartosci 10. Z kolei $wiatlo przechodzace przez
obszar reprezentowany na obrazie przez okreSlony piksel zostaje czeSciowo
absorbowane 1 rejestrowane zostaje $wiatlo o natgzeniu I1, ktore zalezy od lokalnego

stezenia barwnika.

W tej pracy, do rejestracji obrazu zastosowano urzadzenie oparte o matryce
CCD, w ktorym sygnal cyfrowy dla danego piksela liniowo zalezny od sity
swietlnego sygnalu analogowego. Wobec tego przy znajomosci jasnosci danego

piksela mozliwa jest estymacja st¢zenia barwnika w danym obszarze 1 na tej
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podstawie sklasyfikowanie danej czg¢sci obrazu jako obszaru o dodatniej badz

ujemnej reakcji.

Celem zapewnienia warunku oceny $wiatlem monochromatycznym, analiza
odbywa si¢ dla pikseli z okreslong wartoscig skladowej H. Jak wspomniano w
poprzednim rozdziale zakres wartosci H ustalany jest przed rozpoczeciem analizy 1
raz przyjete wartosci stosowane s3 do analizy danej serii obrazow. Ponadto
odrzucane byly obszary o niskim wysyceniu, a wigc niejednorodnym zakresie

spektralnym barwy.

Powyzszy algorytm bedzie wiec generowat wartosci progowe dla segmentacji
sktadowej V liniowo zalezne od jasnosci tla, a wiec posrednio od natezenia

strumienia §wiatta padajacego na preparat, wg funkcji

P=a*Io+b,

gdzie :

P = warto$¢ progowa

lo = wartos¢ jasnosci tla

a, b — wspotczynniki ustalone empirycznie na podstawie analizy 100 zdjeé

preparatéw z obu grup barwien

Przyjecie takiego postepowania umozliwia obiektywizacje uzyskanych
wynikow 1 precyzyjne kwantyfikowanie obszaru reakcji. Jednakze liniowa zaleznos¢
warto$ci progowych od intensywnos$ci o$§wietlenia nie odpowiada sposobowi w jaki
roznice jasnosci barw postrzega czlowiek, poniewaz narzad wzroku nie jest
receptorem reagujacym na sygnat wejsciowy liniowo, a logarytmicznie, zgodnie z

prawem Webera — Fechnera [95].
PRAWO WEBERA - FECHNERA
Zgodnie z tym prawem narzady zmystoéw reaguja na zmiang oddzialujacego bodzca o

okreslony procent, co mozna wyrazi¢ wzorem :
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dP = k*deltaS/S

gdzie dP — zmiana percepcji
k — empirycznie wyznaczana dla danego narzadu stala
deltaS — zmiana bodzca

S — warto$¢ bodzca.

Tak wigc, percepcja bodzca przez narzad zmystu zalezy od jego sily zgodnie z

roOwnaniem :

P=kInS+C

gdzie :

P — odczuwany przez narzad zmystu poziom bodzca
k — stata dobierana empirycznie dla danego zmystu
In — podstawa logarytmu naturalnego

S — sita bodzca (wyrazona w jednostkach SI)

C — stala catkowania

Badania nad fizjologig wzroku wykazaly, ze narzadu wzroku reaguje zgodnie
z prawem Webera jedynie dla widzenia fotopowego, w zakresie Srednich wartosci
oswietlenia, co z kolei okresla si¢ jako prawo Varies — Rose. Wobec powyzszego

zdecydowalam si¢ zaimplementowa¢ w programie dwie procedury wyznaczajace
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progowe wartosci skladowej V, jedng dziatajaca liniowo wg prawa Lamberta —
Beera, 1 druga, wyznaczajaca te warto$ci o podstawie logarytmicznej, zgodnie z
prawem Webera celem okreslenia, ktory z tych modeli daje wyniki bardziej zblizone

do generowanych przez czlowieka.
I11.3.2.3 Wyznaczanie parametru skladowej S

Parametr S (ang. Saturation) — odpowiada nasyceniu, czyli ,,czystosci” danej
barwy. Stosujgc terminologi¢ fizyczng odpowiada ona ,,monochromatycznosci”, to
znaczy odzwierciedla stosunek udziatu dominujacej dla danej barwy czg$ci widma
do pozostalych jego skfadowych. Dany kolor jest wigec wysycony wowczas, gdy
odpowiada mu jedynie waski wycinek spektrum widzialnego $wiatla, wzglednie
obecne s3 niewielkie ,,domieszki” z zakresu pozostalych czestotliwosci $wiatta
widzialnego. Z kolei $wiatlo idealnie biate, ktérego wysycenie jest zerowe, tworzone
jest w rownej mierze przez wszystkie dlugosci fal, nie mozna wigc wyznaczy¢

dominujacego zakresu.

Przy zapisie obrazu mikroskopowego w pamieci komputera w postaci obrazu
RGB tracona jest informacja dotyczaca doktadnego sktadu widmowego barwy,
poniewaz skanowane sg trzy sktadowe w zakresie $wiatta czerwonego, zielonego 1
niebieskiego, tak wiec po konwersji na system HSV skladowa S nie opisuje
doktadnego sktadu widmowego barwy, natomiast odzwierciedla ,,zanieczyszczenie”

widma.

Termin saturacja w odniesieniu do barwy moze by¢ nieprecyzyjny, poniewaz
w jezyku polskim jest czesto stosowany zamiennie w odniesieniu do dwoch réznych
terminéw stosowanym (czesto jako synonimy) w piSmiennictwie anglojezycznym,

mianowicie chroma 1 saturation.

e Pierwsze z tych poje¢ (chroma) definiowane jest jako nasycenie barwy
wzgledem innego koloru, ktéra przy danych warunkach os$wietlenia
postrzegana jest jako biala. Wedhig terminologii stosowanej przez
Makowskiego [96] w jezyku polskim okreslana jest jako chromatyczno$¢

barwy, 1 takie okreslenie przyjetam do opisu tego atrybutu w mojej pracy.
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Chromatyczno$¢ ( lambda ) = RGBmax — RGBmin

e Z kolei drugie z tych poje¢ (saturation) definiowane jest jako nasycenie
barwy wzgledem jego jasnosci. Pojecie to w pracy Makowskiego [96]
okreslane jest jako nat¢zenie barwy. Z uwagi na korzystanie z modelu HSV,
w celu wigksze] przejrzystosci, korzystam w niniejszej rozprawie w

odniesieniu do tego pojecia z terminu saturacja.

Doktadne sprecyzowanie powyzszych pojec jest o tyle istotne, ze sa one czgsto
stosowane jako synonimy, badz wrecz zamiennie, cho¢ okreslona barwa moze miec
diametralnie r6zne wartosci chromatyczno$ci i1 saturacji. Przyktadowo barwa, w
ktorej wyraznie dominuje sktadowa widma odpowiadajaca §wiathu czerwonemu, ale

o malej jasnosci bedzie miata wysokga saturacje, lecz niskg chromatycznos$¢.

Na podstawie powyzszych definicji mozliwe jest na potrzeby powyzszej
rozprawy zdefiniowanie filtru dla skladowej S, ktory bedzie wilaczat do analizy
jedynie te obszary, w obrebie ktorych stwierdza si¢ wyrazng dominacje skladowe;
barwy odpowiadajacej poszukiwanemu w obrebie preparatu barwieniu. Pozwoli to
tym samym na obiektywne odrzucenie obszaroOw w ktorych barwienie jest ,,stabe”,
niezaleznie od tego jakie stosowane jest oswietlenie. Na podstawie analizy 100

obrazow zdecydowatam o zastosowaniu statych wartosci progowych dla sktadowe;j
S.

Z kolei badania nad fizjologia wzroku 1 percepcja barw wykazaly obecnosé

okreslonych cech percepcji saturacji, sposrod ktorych na szczegdlng uwage zastuguja

e cfekt Hunta — wzrost saturacji barwy przy silniejszym o$wietleniu,
o cfekt Abney’a - postrzeganie saturacji barwy zalezy od dlugosci

dominujacej w tej barwie fali swietlnej [97;98]
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Celem umozliwienia przeprowadzenia analizy obrazow z uwzglednieniem
tych efektéw, zdecydowalam o ich uwzglednieniu i1 stworzeniu algorytmu, ktory
bedzie opierat si¢ na analizie chromatycznosci danej barwy, co pozwala na
najlatwiejsze uwzglednienie efektu Hunta, a takze na zaimplementowanie
dodatkowego wspdlczynnika korygujacego odpowiadajacego dla poszczegodlnych

warto$ci sktadowej H, co pozwala na uwzglednienie efektu Abney’a.

W stosowanym w mojej rozprawie programie wartosci progowe

chromatyczno$ci wyznaczane sg w funkcji jasnosci tta:
chromat gorna = maksymalna mozliwa chromatycznos¢ dla danej jasnosci tla,

chromat dolna = 42%, maksymalnej mozliwej chromatycznos$ci dla danej jasnosci
tla, przy czym warto$¢ ta ustalona zostata na podstawie pilotazowej analizy 100

obrazow.

Z kolei wspotczynniki korygujace dla poszczegdlnych diugosci fal
wprowadzitam na podstawie pracy [97] , przyjmujac jako 100% wartos¢ dla dlugosci
470 nm.

II1.4 Algorytm prowadzenia badan

1. Uzyskanie materiatu i rejestracja cyfrowych obrazéw mikroskopowych;

J

2. Pilotazowa analiza 100 obrazoéw cyfrowych z reakcja immunohistochemiczng
1 100 obrazéw z reakcja histochemiczng celem okreslenia ich cech
szczegolnych 1 wyznaczenia :

a. prawdopodobienstwa wystepowania w obrgbie danego obrazu obszaru
klasyfikowanego jako tto,

b. cech morfologicznych histogramu jasnosci pozwalajagcych na
identyfikacj¢ obszarow tla,

c. charakterystycznych dla barwien wartosci skladowej H przestrzeni

barwnej HSV
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7.

d. parametrow S, C (lambda) 1 V stosowanych nastgpnie w segmentacji

J

Analiza w programie HSV (trzykrotna) 368 obrazow barwionych metoda

przez progowanie;

immunohistochemiczng MUC-5AC 1 366 obrazow barwionych metoda

histochemiczng paS metodg potautomatyczng;

Analiza jednokrotna z uzyciem dodatkowego filtru medianowego na obu

|

grupach obrazow;

. Analiza automatyczna za pomocg 2 algorytmow :

- algorytm z segmentacja sktadowej V liniowo na obu grupach obrazow

- z segmentacja sktadowej V o podstawie logarytmicznej, zgodnie z prawem

Webera na obu grupach obrazéw;

Walidacja wynikéw programu HSV w standardowym programie Image J przy
uzyciu wtyczki Thresholder [http://rsbweb.nih.gov/ij]

- Analiza trzykrotna obu grup obrazéw metoda potautomatyczna,

- Analiza jednokrotna z uzyciem filtru medianowego na obu grupach

obrazow.

Zliczanie struktur na 109 obrazach barwionych immunohistochemicznie

celem wykrycia limfocytoéw CD8 metodg pétautomatyczng i automatyczng.
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Rozdziat IV. Wyniki

W ponizszym rozdziale pracy doktorskiej przedstawiam wyniki, ktore
uzyskatam w programie autorskim HSV oraz ich analiz¢ statystyczng a takze
prezentuje obrazy przedstawiajace ekspresje reakcji powstajgce w programie HSV w
przebiegu analizy obrazu. Wyniki zebralam w tabelach przedstawionych ponizej. W
tabelach IV.1 1 IV. 4 zaprezentowalam wyniki pola powierzchni ekspresji reakcji
zarowno w pikselach jak i procentach oraz pm’. Wyniki tej ekspresji sa usrednione
tak by przedstawi¢ je dla poszczegdlnych pacjentow. W tabelach IV.2a,b,c i
IV.5a,b,c przedstawilam korelacje pomiedzy ré6znymi metodami analizy obrazow
celem wyodrebnienia powierzchni ekspresji reakcji. W tabelach IV.3a,b,c i
IV.6a,b,c pokazatam, czy istniejg statystyczne roznice pomiedzy poszczegdlnymi
metodami analizy. We wszystkich zastosowalam test nieparametryczny Wilcoxona,
ze wzgledu na brak normalnos$ci rozkladu w badanych grupach obrazow. W dalszych
tabelach IV.7 i IV.8 przedstawitam korelacje 1 statystyczne porownania dotyczacych

zliczania struktur (komorek CD8-pozytywnych).
IV.1 Prezentacja uzyskanych obrazow w programie Filtr HSV

Wszystkie przykladowe obrazy zostaly umieszczone w zalaczniku nr 1 na koncu

rozprawy doktorskiej.
IV.1.1 Reakcja immunohistochemiczna MUC 5 AC

Na przykladzie tego samego obrazu z immunohistochemiczng reakcja
MUCSAC przedstawilam jak prezentuje si¢ ekspresja reakcji w przypadku
stosowania réznych metod. Wybratam gléwne metody badawcze: metode
potautomatyczng w programie HSV 1 programie Imagel, metod¢ potautomatyczng z
uwzglednieniem filtru medianowego, metoda pdlautomatyczng z uwzglednieniem
chromy jako skfadowej nasycenia barwy, metodami automatycznymi z
uwzglednieniem liniowego algorytmu zmiany skladowej V oraz logarytmicznego
algorytmu zgodnego z prawem Webera. Obrazy, na ktérych wida¢ wybrang ekspresj¢

reakcji s3 w odcieniach szaros$ci natomiast reakcja pozostaje w oryginalnej barwie.
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W ten sposob najczytelniej mozna zaobserwowacé nawet drobne zmiany w wybranym
zakresie ekspresji. W nawiasach podatam warto§¢ w % powierzchni wybranej
reakcji. Jak mozna zauwazy¢ roznice sa bardzo mate. Strzatka pokazano pole

powierzchni ekspresji reakcji.

IV.1.2 Reakcja histochemiczna p.a.S

Analogicznie do barwienia immunochistochemicznego na przykladzie tego
samego obrazu barwionego histochemicznie metoda paS przedstawitam jak wyglada
zmiana powierzchni ekspresji reakcji w przypadku stosowania réznych metod.
Wybralam ponownie glowne metody badawcze: metode polautomatyczng w
programie HSV 1 programie ImageJ, metode potautomatyczng z uwzglednieniem
filtru medianowego, metoda potautomatyczng z uwzglednieniem chromy jako
sktadowej nasycenia barwy, metody automatyczne z uwzglednieniem liniowego
algorytmu zmiany sktadowej V oraz logarytmicznego algorytmu zgodnego z prawem
Webera. Metody automatyczne dodatkowo przedstawitam z uwzglednieniem efektu
Abney’a. Obrazy z zaznaczonym polem powierzchni reakcji wybieranej przez
badacza lub komputer przedstawiono analogicznie jak dla barwienia

immunochistochemicznego.
V.1.3 Zliczanie komorek CD8-pozytywnych

Na obrazach przedstawiam jak program HSV wybiera barwione
immunohistochemicznie komoérki CD8+ 1 je zlicza. Zaprezentowalam roéwniez

btednie wybierane przez program komorki.
IV.2 Reakcje immunohistochemiczne MUC 5 AC

We wszystkich zastosowanych metodach badawczych analizy obrazu
zarOwno poélautomatycznych jak 1 automatycznych zaobserwowano wysokie
wspotczynniki korelacji, regresji 1 zgodnosci. Wyniki te $wiadcza o wysokiej
zgodnosci pomiedzy pomiarami powierzchni ekspresji reakcji wykonanymi
metodami potautomatycznymi, a zwlaszcza metodami automatycznymi, co podkresla
ich uzytecznos¢ 1 mozliwos¢ stosowania. Podkresli¢ nalezy, ze wyniki $rednie z
pomiardw metodg polautomatyczng korelujg ze Srednimi wynikami pomiarow

(wspotczynnik 0,93) oraz wykazuja wysoki wspolczynnik zgodnosci 0,92.
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Jednoczesnie pomiedzy tymi wynikami wystepuje brak istotnych statystycznie
roznic. Pozwala to wysung¢ wniosek, ze program HSV dziala prawidlowo
(pozytywna walidacja programu). Rowniez zaobserwowatam wysokie korelacje
pomiedzy metoda pdlautomatyczng a metodami automatycznymi. W przypadku
algorytmu z segmentacja sktadowej V (jasno$¢) liniowo uzyskalam bardzo wysoki
wspotczynnik korelacji -0,97 1 wspofczynnik zgodnosci 0,94. W przypadku drugiej
metody automatycznej z segmentacja sktadowej V logarytmicznie, zgodnie z
prawem Webera wartosci tych wspdlczynnikdbw  wynosza odpowiednio:
wspotczynnik korelacji 0,96 1 wspotczynnik zgodnosci 0.8. Daje to podstawe do
twierdzenia, ze algorytm liniowy jest korzystniejszy w zastosowaniu. Wykorzystanie
sktadowej chromy zamiast saturacji w sposOb znaczacy poprawilo zgodnosc
wynikow: wspotczynnik korelacji 0,98 1 wspotczynnik zgodnosci 0,98 dla metody
potautomatycznej 1 0,97 oraz 0,96 dla metody automatycznej z algorytmem
linlowym. Wyniki te zachecaja do wykorzystywania wiasnie tej sktadowej przy
ocenie reakcji immunohistochemicznej. W mojej pracy doktorskiej uwzgledniatam
roOwniez, zarOwno w metodach automatycznych jak 1 potautomatycznych filtr
medianowy. W porownaniu migdzy programem HSV, a Image J nie zaobserwowatam
roznic w pomiarach ekspresji 1 rowniez bardzo wysokie wspotczynniki: korelacji
0,98 1 zgodnosci 0,98. W przypadku metod automatycznych uwzglednienie filtru
medianowego nie poprawialo wynikow ekspresji w tak znaczacy sposob. Dla
algorytmu liniowego odpowiednio wspotczynnik korelacji 1 zgodnosci wynosit 0,92
natomiast dla algorytmu logarytmicznego wg Webera wspotczynnik korelacji
wynosit 0,94 a zgodnos$ci 0,86. Mozna wnioskowac, ze ponownie pierwsza metoda
automatyczna (liniowa) jest bardziej zgodna z pomiarami wykonywanymi przez
cztowieka oraz, ze uwzglednienie filtru medianowego w metodach automatycznych
nie poprawia uzyskiwanych wynikéw. W tabeli IV.1 przedstawitam wyniki w
przeliczeniu na danego pacjenta w roznych jednostkach dla metody
potautomatycznej w programie HSV w kontrolnym programie Image J oraz dla
pierwsze] metody automatycznej (liniowej). Wyniki te obrazujg jak niewielkie
roznice wystepuja pomiedzy tymi metodami. Srednio ok. 1% , tylko w przypadku
jednego pacjenta (nr 17) siggaty one ok. 3% .
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IV.2.1 Ograniczenia w analizie obrazu

W przypadku bardzo duzego nasycenia barw wystepujacych na obrazach
badacz, moze czasami mylnie wybiera¢ mniejszy zakres powierzchni ekspresji
reakcji. Czlowiek pod$§wiadomie nie chce wybra¢ ,,za duzo”. Moga z tego wynikaé
bledy w analizie poélautomatycznej. Odwrotnie odbieramy obrazy o niskim
nasyceniu, chcemy ,,dotozy¢” powierzchni ekspresji reakcji. Bledy te nie maja

miejsca w metodach automatycznych.
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Tabela IV.2a Wspolcezynniki korelacji dla barwienia immunohistochemicznego

na wykrywanie MUCSAC
Ekspresja MUCSAC Wspolczynnik Wspolczynnik
korelacji liniowy | zgodnoSci
Cronbacha
Program HSV metoda I proba vs. II proba 0,9937 0,9934
pétautomatyczna I proba vs. 111 proba 0,9953 0,9952
II proba vs. 111 proba 0,9956 0,9955
Program ImageJ metoda I proba vs. 11 proba 0,9847 0,9839
pétautomatyczna 11 proba vs. Il proba | 0,8110 0,8015
I proba vs. 111 préba 0,8100 0,8040
Usrednione proby ekspresji Program HSV vs. 0,9350 0,9298
reakcji w metodach Image)
potautomatycznych
Efekt filtru medianowego w | Program HSV vs. 0,9834 0,9832
metodach pétautomatycznych Imagel
Tabela IV.2b Wspoélczynniki korelacji dla ekspresji reakeji
immunohistochemicznej na wykrywanie MUCS5 AC
Ekspresja MUCSAC Wspolezynnik | Wspolezynnik
korelacji zgodnoSci
liniowy Cronbacha
Efekt intensywnosci barwy w Saturacja vs. chroma 0,9894 0,9864
metodach pétautomatycznych
programu HSV
Efekt intensywnosci barwy w Saturacja vs. chroma 0,9487 0,8919
metodach pétautomatycznych
programu HSV z uwzglednieniem
efektu filtru medianowego
Zgodno$¢ pomiarow Program HSV vs. 0,9748 0,9496
pétautomatycznych wzgledem liniowy
pomiaréw automatycznych w Program HSV vs. Weber | 0,9667 0,8065
programie HSV
Zgodno$¢ pomiarow Program HSV vs. 0,9257 0,9232
pétautomatycznych wzgledem liniowy
omiarow automatycznych w
Drogramic HSV 2 - Program HSV vs. Weber | 0,9400 0,8637
uwzglednieniem efektu filtru
medianowego
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Tabela IV.2¢c Wspélczynniki korelacji dla ekspresji reakcji
immunohistochemicznej na wykrywanie MUCS AC

Ekspresja MUCSAC Wspolezynnik | Wspoélezynnik
korelacji zgodnoSci
liniowy Cronbacha

Zgodnos¢ pomiarow Liniowy vs. Weber 0,9757 0,9049

automatycznych

Zgodnos¢ pomiarow Liniowy vs. Weber 0,9729 0,8958

automatycznych z

uwzglednieniem efektu filtru

medianowego

Efekt intensywnosci barwy w | Chroma vs. liniowy chroma | 0,9723 0,9615

metodach automatycznych Chroma vs. weber chroma 0,9685 0,8754

programu HSV Liniowy chroma vs. Weber | 0,9841 0,9392
chroma

Efekt intensywnosci barwy w | Chroma vs. liniowy chroma | 0,9756 0,9591

metodach automatycznych Chroma vs. weber chroma | 0,9679 0,8538

programu HSV z —

uwzglednieniem efektu filtru | Liniowy chroma vs. Weber 0,9813 0,9310

medianowego

chroma
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IV.2.2 Prezentacja graficzna wybranych wynikow dla ekspresji
reakcji immunohistochemicznej MUCS AC
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Wykres IV.1 Zgodnos$¢ pomiarow ekspresji reakcji immunohistochemicznej
MUCSAC pomiedzy II a III préba w programie HSV- Wykres Bland-Altmana

200000 |-
i o
100000 |-
+1.96 SD
________________ A A A A A D Al
S -~ A A 396GA
© -1.9818D
= i -40386,1
o]
< -100000 [~
o]
-200000 |-
-300000 |
i o
0 50000 100000 150000 200000 250000

AVERAGE of lJIl and JIlI

Wykres IV.2 Zgodnos$¢ pomiarow ekspresji reakcji immunohistochemicznej
MUCSAC pomiedzy II a III préba w programie ImageJ- Wykres Bland-
Altmana
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Wykres IV.3 Korelacja liniowa pomiedzy usrednionymi pomiarami
wykonanymi metodg potautomatyczng a automatyczng wg I algorytmu
(liniowego) ekspresji reakcji immunohistochemicznej MUC5AC
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Wykres IV.4 Korelacja liniowa pomiedzy usrednionymi pomiarami

wykonanymi metodg potautomatyczna w programie HSV i ImageJ ekspresji
reakcji immunohistochemicznej MUCSAC
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V1.3 Barwienie histochemiczne metoda p.a.S

W barwieniu histochemicznym metoda p.a.S rowniez zaobserwowatam
wysokie wspotczynniki korelacji.  Szczegdlnie widoczne s3 one w metodzie
potautomatycznej w implementowanym programie oraz w metodzie automatycznej z
zastosowaniem algorytmu z segmentacjg sktadowej V liniowo. Ponownie wyniki
srednie z pomiarow metoda polautomatyczng koreluja z S$rednimi wynikami
pomiardw ; wspolczynnik korelacji 0,93 oraz wysoki wspdtczynnik zgodnosci 0,93.
Jednoczesnie pomiedzy tymi wynikami wystepuje brak istotnych statystycznie
roznic. Pozwala to réwniez wysung¢ wniosek, ze program HSV dziata prawidlowo
(pozytywna walidacja programu). W barwieniu histochemicznym zaobserwowatam
wysokie korelacje pomigdzy metodg potautomatyczng, a metodami automatycznymi.
W przypadku algorytmu z segmentacjg sktadowej V (jasnos¢) liniowo uzyskatam
odpowiednio wspodtczynnik korelacji - 0,96 1 wspotczynnik zgodnosci 0,92. W
przypadku drugiej metody automatycznej z segmentacja sktadowe; V
logarytmicznie, zgodnie z prawem Webera wartosci tych wspotczynnikéw wynosza:
wspotczynnik korelacji 0,91 1 wspolczynnik zgodnosci 0.59. W przypadku
barwienia histochemicznego metodg p.a.S algorytm liniowy wydaje si¢ by¢ znaczaco
korzystniejszy w zastosowaniu. Wykorzystanie skladowej chromy zamiast saturacji
w metodach pédlautomatycznych réwniez i w tym barwieniu ~ w sposob znaczacy
poprawilo zgodno$¢ wynikow: wspdlczynnik korelacji 0,98 1 wspdlczynnik
zgodnosci 0,96. Podobnie wygladaja takze wyniki z sktadowg chromag dla metod
automatycznych, zwlaszcza algorytmu liniowego (wspolczynnik korelacji i
zgodnosci 0,97). Wyniki te potwierdzaja korzystne zastosowanie parametru
sktadowej chromy zamiast saturacji. W przypadku stosowania filtr medianowego
zaroOwno w metodach automatycznych jak 1 pofautomatycznych w poréwnaniu
programu HSV, a Image J nie zaobserwowatam r6znic w pomiarach ekspresji oraz
wysokie wspotczynniki: korelacji 0,8 1 zgodnosci 0,78. W przypadku metod
automatycznych uwzglednienie filtru medianowego poprawiato wyniki ekspresji w
znaczacy sposob: dla algorytmu liniowego wspdlczynnik korelacji 0,96, a
wspotczynnik zgodnosci 0,92. Uwzglednienie filtru medianowego w metodach
automatycznej o algorytmie liniowym poprawia uzyskiwane wyniki dla barwienia
histochemicznego metoda p.a.S. W przypadku barwienia histochemicznego metoda

p.a.S uwzglednialam takze efekt Abney’a. Uwzgledniajac go na przyktad w

64



metodzie automatycznej z algorytmem o zmianie jasnosci logarytmicznej wg Webera
nastgpita poprawa zgodnosci wynikéw (wspolczynnik z 0,59 do 0,72) Na uwage
zastuguje fakt, ze efekt Abney’a uwzgledniany w kazdym z algorytméw powoduje
poprawe wynikow. Mozna wigc wysung¢ wniosek o korzystnym wplywie
uwzgledniania go w metodach automatycznych. W tabeli V.4 przedstawitam wyniki
w przeliczeniu na danego pacjenta w rdznych jednostkach dla metody
potautomatycznej w programie HSV w kontrolnym programie Image J oraz dla
pierwsze] metody automatycznej (liniowej). Wyniki te obrazujg jak niewielkie
roznice wystepuja pomiedzy tymi metodami. Srednio ok. 3% , w przypadku jednego

pacjenta (nr 28) siegaly one ok. 6% .
IV 3.1 Ograniczenia w pomiarach

Réznice w wynikach pomiaru ekspresji reakcji histochemicznej metoda p.a.S
moga by¢ spowodowane nie tylko przyczynami przedstawionymi na przyktadzie
reakcji immunohistochemicznej czyli dotyczacymi réznego subiektywnego odbioru
nasycenia barwy przez czlowieka, lecz rowniez szerszym zakresem odcienia barwy.
RoézZnice w pomiarach nasilajg si¢ zwlaszcza na obrazach o bardzo intensywnej
rozlegtej powierzchniowo ekspresji reakcji. Oczywiscie wynika to m.in. z charakteru
barwienia. Barwienie histochemiczne metoda p.a.S jest przegladowe - wykrywa
wielocukry 1 uwidacznia wielocukry S$luzowe, glikogen 1 glikoproteidy (bton

podstawowych).
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Tabela IV.5a Wspolczynniki korelacji dla barwienia histochemicznego metoda

p-a.S
Barwienie p.a.S Wspolezynnik | Wspolezynnik
korelacji zgodnosci
liniowy Cronbacha
Program HSV metoda I proba vs. 11 proba 0,9893 0,9877
pétautomatyczna 1 proba vs. 111 proba 0,9869 0,9869
11 proba vs. 111 proba 0,9909 0,9885
Program ImageJ metoda | [ proba vs. II proba 0,8938 0,8898
pétautomatyczna 11 proba vs. 111 proba 0,9169 0,9159
I proba vs. 111 proba 0,9380 0,9302
Usrednione proby Program HSV vs. ImagelJ | 0,9341 0,9300
ekspresji reakcji w
metodach
potautomatycznych
Efekt filtru medianowego | Program HSV vs. ImageJ | 0,8112 0,7894

w metodach
potautomatycznych
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Tabela IV.Sb Wspélczynniki korelacji dla barwienia histochemicznego metoda

paS

Barwienie p.a.S Wspotezynnik | Wspoélczynnik
korelacji zgodnosci
liniowy Cronbacha

Efekt intensywnosci barwy w Saturacja vs. chroma 0,9833 0,9679
metodach pétautomatycznych
programu HSV
Efekt intensywnos$ci barwy w Saturacja vs. chroma 0,9823 0,9727
metodach pétautomatycznych
programu HSV z uwzglednieniem
efektu filtru medianowego
Zgodnos¢ pomiaréw Program HSV vs. 0,9663 0,9298
potautomatycznych wzgledem liniowy
pomiaréw automatycznych w Program HSV vs. Weber | 0,9169 0,5937
programie HSV
Zgodno$¢ pomiarow Chroma vs. liniow 0,9781 0,9714
Yy
potautomatycznych z efektem chroma
intensywnos$ci barwy wzgledem
pomiaréw automatycznych w
ie HSV
programie Chroma vs. Weber 0,9114 0,6375
chroma
Zgodnos¢ pomiardw Program HSV vs. 0,9665 0,9304
pélagtomatycznych wzgledem liniowy
pomiaréw automatycznych w
programie HSV z uwzglednieniem
fektu Abney’
cleidtu Abheya Program HSV vs. Weber | 0,9457 0,7212
Zgodno$¢ pomiardw Program HSV vs. 0,9619 0,9267
ot h led o
bormaréw automatycziyon liniowy
programie HSV z uwzglednieniem Program HSV vs. Weber | 0,9093 0,5716
efektu filtru medianowego
Zgodno$¢ pomiardw Program HSV vs. 0,9620 0,9271
Ot h led o
bormaréw automatycziyon w liniowy
Program HSV vs. Weber | 0,9426 0,7087

programie HSV z uwzglednieniem
efektu filtru medianowego i efektu
Abney’a
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IV.3.2 Prezentacja graficzna wybranych wynikow dla ekspresji

reakcji histochemicznej p.a.S
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Wykres IV.5 Zgodnos$¢ pomiarow ekspresji reakcji histochemicznej p.a.S pomiedzy
I a III proba w programie ImageJ- Wykres Bland-Altmana
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Wykres IV.6 Zgodnos$¢ pomiarow ekspresji reakcji histochemicznej p.a.S
pomiedzy I a III probga w programie HSV- Wykres Bland-Altmana
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Wykres IV.7 Korelacja liniowa pomiedzy usrednionymi pomiarami
wykonanymi metodg potautomatyczng a automatyczng wg I algorytmu
(liniowego) dla reakcji histochemicznej p.a.S
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IV.8 Korelacja liniowa pomiedzy usrednionymi pomiarami wykonanymi metodg
potautomatyczng w programie HSV i ImageJ dla reakcji histochemicznej p.a.S
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IV.4 Zliczanie komorek CDS8+

Komérki CD8+ byty zliczane za pomoca dwdch metod: pdlautomatycznej oraz
automatycznej. Metoda pdlautomatyczna, w ktérej to po wybranych przez badacza
zalozeniach wstepnych dotyczacych rozmiarow wybieranych struktur czy srednicy w
przypadku struktur kolistych np. jader komorkowych oraz wyborze sktadowych HSV
pod kontrolg wzroku badacza nast¢puje wybor komoérek. Badacz moze dokonaé
korekcji. W metodzie automatycznej po ustawieniach wstepnych badacz nie ingeruje
juz oczywiscie w wyniki. Komorki nie byly liczone metoda manualng, gdyz w
praktycznym jej aspekcie wyniki nie r6znityby si¢ od metody potautomatycznej. W
tabeli 7 przedstawitam wspofczynniki korelacji 1 zgodnosci wynoszace 0,96 1
odpowiednio 0,92 pomiedzy obiema metodami. Test Wilcoxona nie wykazuje
statystycznie istotnych r6znic pomigdzy metodami. Program przeszacowywat wynik

(zliczal wiecej) w 27% niedoszacowywal (zliczal mniej) w 16%.
IV.4.1 Ograniczenia w pomiarach

W przypadku reakcji cytoplazmatycznej a nie jadrowej uzyskiwanie bardzo dobrych
wynikow pomiarow ilosciowych jest bardzo duzym wyzwaniem. Wynika to z
charakteru tejze reakcji z punktu widzenia morfologicznego. Czesto si¢ zdarza, ze w
danej grupie obrazoéw reakcja immunochistochemiczna , na niektorych obrazach jest
tak staba, ze nie zostaje ,,wybrana” przez program komputerowy. Jesli zliczamy pole
powierzchni  ekspresji reakcji rdéznice w wynikach sg pomijalne natomiast w
przypadku  zliczania  struktur mogg  stanowi¢  zrodlo  blgdu  przez
,hiezakwalifikowanie” takiej komorki. Druga przyczyne stanowi zbyt male pole
powierzchni ekspresji reakcji. Jesli wybieramy w algorytmie automatycznym opcje
wyboru struktur na podstawie pola powierzchni reakcji 1 jednoczesnie maksymalnie
ja zmniejszymy (by wybieral rowniez komorki, w ktorych pole powierzchni ekspresji
reakcji jest male) to zwigkszymy tym samym liczbe zliczonych komorek na
obrazach, gdzie komorka wybarwiona jest na wigkszym obszarze i jednoczes$nie nie
jest to jednolita struktura. Ponadto w przypadku lokalizacji kilku komorek blisko
siebie zostatyby one podzielone. W metodach potautomatycznych te ograniczenia i

wynikajace z nich btedy sg niwelowane.
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Tabela IV.7 Zliczanie komorek CD8+, porownanie metody polautomatycznej z
automatyczna, wspolczynniki korelacji.

Komoérki CD8+ reakcja
immunohistochemiczna

Metoda potautomatyczna vs.

Metoda automatyczna

Wspodtczynnik korelacji 0,96

Wspodiczynnik zgodnosci 0,92

Tabela IV.8 Zliczanie komorek CD8+

Zliczanie komorek Srednia | Mediana Interkwartylowy Test

CD8&+ ' [1lo$¢] rozktad

[1los¢] Wilcoxona

Dolny Gorny
[25%] [75%]

Metoda 11,9 8 5 14 P=0,1070

potautomatyczna

Metoda 12,8 9 6 16

automatyczna
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IV.3.2 Prezentacja graficzna wybranych wynikow zliczania struktur
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Wykres V.10 Wspolczynnik korelacji wynikow pomiarow liczby komorek
CD8+ pomiedzy metoda automatyczng i pétautomatyczna.

Legenda do wszystkich tabel zrozdziatu wyniki:
Program HSV- program autorski Filtr HSV implementowany w pracy doktorskiej

[ /II/III proba- analiza obrazow metoda pdlautomatyczng (I pomiar, Il pomiar, III

pomiar)
Imagel- program kontrolny, w ktérym wykonano walidacji programu HSV

Liniowy - 1 automatyczny algorytm z segmentacja sktadowej V liniowo tzn. zalezne

od jasnos$ci

Weber- 11 automatyczny algorytm z segmentacja skltadowej V o podstawie

logarytmicznej, zgodnie z prawem Webera

Chroma- pomiar metoda potautomatyczng z zastosowaniem parametru

chroma,sktadowej S

Liniowy z filtrem medianowym - I automatyczny algorytm z segmentacja sktadowej

V liniowo z dodatkowym filtrem medianowym

Weber z filtrem medianowym - II automatyczny algorytm z segmentacja sktadowe;j
V o podstawie logarytmicznej, zgodnie z prawem Webera z dodatkowym filtrem

medianowym

Chroma z filtrem medianowym- pomiar z zastosowaniem parametru chroma,

sktadowej S z dodatkowym filtrem medianowym

Liniowy chroma- I automatyczny algorytm z segmentacja sktadowej V liniowo tzn.

zalezne od jasnos$ci z zastosowaniem parametru chroma, sktadowej S

Weber chroma - II automatyczny algorytm z segmentacja sktadowej V o podstawie
logarytmicznej, zgodnie z prawem Webera z zastosowaniem parametru chroma,

sktadowej S

Liniowy chroma filtrem medianowym- I automatyczny algorytm z segmentacja
sktadowej V liniowo z dodatkowym filtrem medianowym oraz z zastosowaniem

parametru chroma, sktadowej S
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Weber chroma filtrem medianowym- II automatyczny algorytm z segmentacja
sktadowej V o podstawie logarytmicznej, zgodnie z prawem Webera z dodatkowym

filtrem medianowym oraz z zastosowaniem parametru chroma ,sktadowej S

+ efekt Abney’a- dodatkowe uwzglednienie w pomiarach metoda automatyczng

efektu Abney’a

Dolny, Gorny- Interkwartylowy rozkiad
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Rozdziat V

Omowienie metodyki 1 wynikow

V.1 Akwizycja i wst¢pna obrobka obrazu

Podstawowym celem niniejszej rozprawy bylo stworzenie metodyki
pozwalajacej na automatyczng analiz¢ obrazow preparatow mikroskopowych 1
praktyczne jej wdrozenie w formie autorskiego programu komputerowego tak, by
generowane wyniki byly jak najbardziej zblizone do uzyskiwanych w toku obrobki

potautomatycznej z zastosowaniem ogolnie dostepnego oprogramowania.

Przyjecie takiego celu wigze si¢ z koniecznoscig doboru odpowiednich
algorytmow, ktore z jednej beda dziata¢ podobnie jak czlowiek i ,,radzi¢ sobie” z

mozliwie duzg , réznorodng grupa obrazow w sposob jak najbardziej optymalny.

Ponadto program powinien by¢ dostosowany do pracy z obrazami

pochodzacymi z r6znych pracowni, a zatem o r6znej jakosci.

Jakos$¢ zdje¢ poddawanych cyfrowej obrobce 1 analizie ma kluczowe

znaczenie dla prawidlowego przebiegu tego procesu, a najistotniejszy wplyw na nia

ma proces akwizycji obrazu. Szereg znieksztalcen i1 artefaktow pojawia si¢ juz na

tym etapie, zaleznie od uzytego sprzetu optycznego 1 rodzaju preparatow. Do
najistotniejszych w toku cyfrowej obrobki obrazéw mozna zaliczy¢ znieksztalcenia

zapisu koloréw, nierownomiernos$¢ o$§wietlenia 1 obecnos$¢ szumow.

Istotny wplyw na niejednorodno$¢ rozkltadu barw w obrebie zard6wno
jednego, jak i catej serii preparatdw immuno- oraz histochemicznych ma barwienie
konkretnych struktur komorkowych, aby zliczy¢ ekspresje reakcji (ang.
counterstaining).  Rezultatem preparatyki prowadzonej przez roézne osoby, jak
rowniez z zastosowaniem odczynnikow pochodzacych od roéznych producentéw
moga by¢ preparaty wybarwione niejednorodnie. W praktyce stosuje si¢ narzgdzia
pomagajace wyrowna¢ niejednorodno$¢ barwienia (ang. color normalize) [99].

Rowniez proces fotografowania preparatow pod mikroskopem jest potencjalnym
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zrodlem znieksztalcen kolorow, co wynika¢ moze =z temperatury barwnej
stosowanego w poszczegdlnych mikroskopach zrodla oswietlenia, typu matrycy i

balansu bieli aparatu.

W celu skompensowania ro6znic wynikajacych z rodzaju os$wietlenia
wdrozylam do programu funkcje automatycznego balansu bieli. Algorytm
implementowany w programie opiera si¢ na zatozeniu, ze preparat pod$wietlany jest
swiatlem idealnie bialym, co pozwala na kompensacje wynikajaca zarowno z barwy
oswietlenia jak 1 parametrow aparatu. Stosowany algorytm opiera si¢ o0 wykrywanie
tla. Na podstawie r6znicy migdzy usrednionym kolorem tla, a odpowiadajagcemu jego
jasnosci kolorowi szaremu wyliczane sg wspolczynniki pozwalajace na korekcje

balansu bieli catego obrazu.

Z kolei normalizacja réznic kolorow spowodowana biedami na etapie
barwienia jest trudna i wigkszo$¢ algorytmow stosowanych w przestrzeni barwnej
RGB nie spehia stawianych im wymagan. Program autorski zastosowany w ramach
niniejszej rozprawy (powstal we wspolpracy z dr med. Lukaszem Lapajem z Kliniki
Ortopedii Ogdlnej, Onkologicznej 1 Traumatologii) przetwarza obrazy w przestrzeni
barwnej HSV, co w praktyce pozwala skompensowac¢ niewielkie rdéznice wynikajace

z bledoéw na etapie barwienia.

Stosowanie r6znego rodzaju elementow optycznych zaro6wno mikroskopu jak
1 aparatu moze wigza¢ si¢ z wystgpowaniem szeregu artefaktow, sposrod ktorych
najwigksze znaczenie ma nierOwnomierno$¢ oswietlenia obrazu, czgsto
spowodowana zjawiskiem winietowania w obrebie optyki aparatu fotograficznego.
W celu kompensacji tego zjawiska stosuje si¢ szereg metod wyrd6wnania o§wietlenia,
przy czym najbardziej optymalng wydaje si¢ kompensacja w oparciu o wczesnie]
sfotografowane tlo. Zakladajac, ze kazde kolejne zdjgcie wykonane zostanie w
identycznych warunkach, mozliwe jest petlne skompensowanie wszelkich rdéznic
jasnosci. W praktyce konieczno$¢ fotografowania tla jest ucigzliwa 1 przewaznie
zdjecie to nie jest dostgpne. W takiej sytuacji cze$¢ autoréw sugeruje, ze
nierownomierno$¢ mozna skompensowa¢ za pomocg ,sSztucznego”’ tla
wygenerowanego na podstawie badanego obrazu na przyklad za pomoca dyskretnej
transformaty Fouriera. Wadg takiej metody, oprocz duzej zlozonosci obliczeniowe;

jest fakt, ze rodzaj generowanego tla w znacznym stopniu uzalezniony jest od
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zawartos$ci zdjecia, co z kolei moze zmniejszy¢ dokladno$¢ kolejnych etapow

analizy.

Z tego powodu zdecydowalam, by w automatycznym trybie pracy programu
autorskiego nie wdraza¢ algorytmow korekcji oswietlenia. W algorytmach
automatycznych odcigeciu podlegaja piksele, ktorych jasnos¢ przekracza okreslony
prog, wobec czego w obszary zajete przez artefakty wynikajagce z winietowania
aparatu sg uwzgledniane w analizie. Wobec powyzszego w przypadku znacznych
roznic w o$wietleniu program moze generowaé zawyzone wzgledem prawidtowego

oswietlenia wyniki.

Akwizycja obrazu z zastosowaniem elementow elektronicznych wiaze si¢ z
wystepowaniem szumoéw na zdjeciach, ktore moga by¢ nasilone zaleznie od czasu
naswietlania 1 otwarcia przestony. Odpowiednie ustawienie parametréw naswietlania
matrycy pozwala na znaczng redukcje szumow, jednakze w praktyce takie
postepowanie jest czasochtonne i akwizycje przeprowadza si¢ w automatycznym

trybie pracy aparatu, co moze wigzac si¢ z wystgpieniem niepozadanych artefaktow.

Celem eliminacji tych wad obrazéw rutynowo stosuje si¢ filtry medianowe,
co zostato zaimplementowane rowniez w tym programie. Nalezy jednak zaznaczyc,
ze stosowanie obrazow o duzej rozdzielczosci powoduje, ze szumy pojawiajace si¢ w
obrebie zdjg¢ maja niewielki wpltyw na ostateczny wynik. Obserwacje te
potwierdzajg badania prowadzone w trakcie pracy z omawianym programem, co

omowione jest w dalszej czes$ci rozprawy.

Moja aplikacja korzysta z plikow graficznych w formacie JPEG
Zdecydowatam o zastosowaniu tego formatu z uwagi na jego popularnos¢, jak
rowniez malg wielkos$¢ plikéw z tak zapisywanymi zdjeciami. Niewielka objetos¢
danych wynika ze stosowanych w trakcie zapisu zdje¢ w formacie JPEG algorytmoéw
kompresji stratnej. W procesie tym cze$¢ informacji ze zdjecia jest nieodwracalnie
tracona, dzigki czemu dane mozna wydajniej skompresowac przy zachowaniu dobre;j
jakosci obrazu, przy czym uzytkownik moze okresli¢ stopien kompresji, a wigc 1

zakres traconych danych.

W formacje JPEG dane dotyczace jasnosci pikseli zapisywane sg

szczegolowo, natomiast redukcja danych w procesie kompresji dotyczy glownie
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informacji o kolorze i nasyceniu okreslonych grup pikseli. Utrata tych danych moze
potencjalnie niekorzystnie wptynag¢ na ostateczny wynik analizy, jednakze badania
przeprowadzone przez szereg autorOw nie wykazatly jednak, by stosowane plikow
JPEG o jako$ci obrazu 70-90% mialo wptyw na wyniki cyfrowej analizy zdj¢é
mikroskopowych [59]. Wyniki tych badan przemawiaja na korzy$¢ stosowania
formatu JPEG, jednak w celu zapewnienia mozliwo$ci pracy z obrazami bez
kompresji stratnej, w aplikacji zaimplementowano obstluge formatu BMP

stosowanego w systemie MS Windows.
V.2 Wybor przestrzeni barwnej

Stosowany w omawianej aplikacji algorytm to segmentacja przez progowanie
w przestrzeni barwnej HSV. Wdrozono algorytmy pozwalajacy na prace w trybie
automatycznym, przy czym parametry analizy wyznaczane sg na podstawie jasnosci

tla obrazu.

Kluczowa decyzja dla opracowania dalszych algorytmoéw bylo wybranie

przestrzeni barwnej w jakiej prowadzona bedzie analiza.

W grafice komputerowej, od lat 90, czesto stosowanym formatem opisu
koloru jest model RGB [51;55]. Opis barwy w tym systemie jest jednak mato

intuicyjny dla cztowieka, co stanowi pewne utrudnienie w pracy.

Najprostsza metodg segmentacji w przestrzeni RGB, stosowang z
powodzeniem przez niektérych autorow [17] jest wyizolowanie jednego kanatlu
barwnego, ktory zawiera najwigksza ilo§¢ pozadanych informacji. W obrebie tak
wyizolowanego obrazu monochromatycznego, w dalszym etapie przeprowadzana
jest wilasciwa segmentacja okreslonych struktur na przyktad metoda progowania.
Tego rodzaju algorytm ma jednak ograniczone zastosowanie, poniewaz szereg

barwien nie daje si¢ fatwo wyizolowa¢ w jednym kanale przestrzeni RGB.

Z kolei Joshi 1 wspdtpracownicy [8] opracowali segmentacje reakcji
immunohistochemicznej okreslajac jako reakcje dodatnig obszary pikseli w ktorych
sktadowa R ma wyzsza warto$¢ niz skladowa B 1 w obrebie tych pikseli prowadzili
segmentacje metoda progowania [8]. Bardziej precyzyjna metode segmentacji w

przestrzeni RGB przedstawily zespoty Brey, oraz Gao [19;59]. Autorzy ci wdrozyli
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metode segmentacji reakcji DAB na podstawie wspotczynnikéw charakteryzujacych
chromogen stosowany w tej reakcji. Wspolczynniki te wyznacza si¢ poddajac
sktadowe R, G, B kazdego z pikseli odpowiednim dzialaniom arytmetycznym,
ktorych parametry wyznacza si¢ empirycznie. Po uzyskaniu wspotczynnikow dla
danego piksela mozliwa jest jego klasyfikacja jako element obrazu o ,,pozytywnej”

badz ,,ujemne;j” reakcji immunohistochemiczne;.

Wprawdzie postgpowanie przedstawione przez obie grupy umozliwia
uzyskanie doktadnych wynikow, ma jednak zasadnicza wad¢ jaka jest brak
uniwersalnosci. W metodzie Brey’a [19] dla kazdego barwienia wymagane jest
empiryczne okreslenie parametréow funkcji arytmetycznych, na podstawie ktorych
wyznaczane s3 wspomniane wczesniej wspotczynniki. Oznacza to w praktyce albo
konieczno$¢ wyznaczenia tych parametrow dla kazdego rodzaju barwienia, co z kolei
jest czasochlonne 1 zmniejsza uniwersalnos¢ aplikacji. W metodzie Joshi [8] istnieje
wysoka podatno$¢ programu na btedy spowodowane niedoskonato$ciami techniki

barwienia.

Kolejng metoda stosowang w przestrzeni RGB jest segmentacja przez
dekonwolucje barw, ktora jest dokladnie opisana w czgSci omowienia dotyczace]

wyboru algorytmu segmentacji.

Cze$¢ autoré6w prowadzilo badania dotyczace zastosowania innych
przestrzeni barwnych do ilosciowej oceny reakcji immunohistochemicznych.
Zespoly Chen, jak rowniez Brennana przedstawily algorytm pracujacy w przestrzeni
CIELUV, natomiast badania Phama 1 wspotpracownikow wykazaty, ze przestrzen
CMYK jest optymalna do segmentacji reakcji immunohistochemicznych
[50;100;101]. Z uwagi na matematyczng konstrukcje powyzszych modeli ich uzycie
do segmentacji innych barwien jest utrudnione, podobnie jak w przypadku modelu

RGB.

Zastosowany w mojej pracy model opisu barwy HSV jest intuicyjny i
wymaga mniejszej zlozonosci obliczeniowe] niz standardowy model RGB [55].
Kolejng istotng zaletg jest fakt, Ze w przeciwienistwie do przestrzeni RGB w modelu
HSV informacja o kolorze jest rozdzielana od informacji o natezeniu oswietlenia

[56:57;102;103]
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Opis barwy w przestrzeni HSV jest bardzo zblizony do opisu w przestrzeni
HSL oraz HSI. Roznice dotycza sktadowej odpowiadajacej natezeniu $Swiatta jak
rowniez saturacji. Na etapie projektowania algorytmu okreslono, ze obszar danego
barwienia wyodrgbniany bedzie wstgpnie na podstawie segmentacji w obregbie
sktadowych H 1 S, a ostateczna segmentacja begdzie uzalezniona od intensywnos$ci
swiatta danego piksela. Wigkszo$¢ autorow korzystata z przestrzeni barwnej HSI
[2;13;14;56], oraz HSV [6;58] . Zaimplementowanie algorytmu wykonujacego tego
rodzaju dzialania w obrebie przestrzeniu HSV/I/L nie stanowi problemu, jednakze w
przypadku analizy potautomatycznej sposéb opisu saturacji w modelu HSV bardzie;j
zblizony jest do postrzegania [103] . Poniewaz jednym z zalozen pracy bylo
stworzenie oprogramowania ,,nasladujacego” ludzkiego obserwatora, zdecydowatam

si¢ wykorzystac t¢ przestrzen barwna.
V.3 Wybor algorytmu automatycznej segmentacji

Stosowany w moim programie algorytm wykonuje dwa zasadnicze zadania:
segmentacj¢  obszaru ,dodatniej” reakcji  immunohistochemiczne;  badz
histochemicznej, jak rowniez liczenie struktur w obrgbie ktorych wystepuje
okreslona reakcja. Drugie z tych zadan realizowane jest po wykonaniu pierwszego, z

tego tez wzgledu przedstawione sg one oddzielnie.

Jak  dotychczas przedstawiono szereg metod segmentacji reakcji
histologicznych z kolorowych obrazow mikroskopowych. Najprostsze, jak
zaproponowana przez Gao [59] opiera si¢ 0 zastosowanie progowania, w oparciu o
empirycznie ustalone stale wartosci progowe. Jednakze wigkszo$¢ opiera si¢ na
progowaniu w obrgbie wyizolowanego ze zdjecia obszaru odpowiadajagcemu
dodatniej reakcji histochemicznej. Dla uzyskania prawidlowego wyniku kluczowy

jest wlasnie etap wyodrgbnienia obszaru, w ktérym wystepuje dana reakcja.

W stosowanej przeze mnie pracy wydzielenie obszaru reakcji odbywa si¢
dzieki progowaniu obrazu w przestrzeni HSV, ktoérego parametry wyznaczane s3 na

podstawie jasnosci tta obrazu.

Obszar tla rozpoznawany jest na podstawie analizy globalnego histogramu
jasnosci obrazu oraz okreslonych cech statystycznych danego obszaru: wysokiej

sredniej jasno$ci oraz niewielkim rdéznicom miedzy jasnoscig poszczegolnych
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pikseli. W niektorych pracach tlo segmentowano na podstawie $redniej jasnosci
pikseli 1 okreslonego stalego progu [6], badZ na podstawie jasnosci w kanatach RGB
1 stalych progéw dla tych kanatow [8] co jest niekorzystne z uwagi na fakt, ze
postepowanie takie nie uwzglednia réznic w globalnym oswietleniu poszczegdlnych
preparatow. Z kolei algorytm podobny do implementowanego w niniejszej pracy
doktorskiej stosowat z powodzeniem w swoich badaniach Sharangpani i
wspolpracownicy [3]. Po wyznaczeniu obszaru tla wyznaczana jest jego S$rednia

jasnos$¢, ktora jest parametrem wykorzystywanym w toku dalszych analiz.

Kolejnym etapem jest wstgpna segmentacja obszarOw dodatniej reakcji, co

odbywa si¢ z zastosowaniem odpowiednich progéw dla sktadowych H oraz S.
V.3.1 Skladowa H

Progi dla sktadowej H dobierane sa empirycznie, tak by odpowiadaly
dominujacej skladowej widma danego barwnika, podobnie jak zaproponowat
Zielinski oraz szereg innych badaczy . W praktyce dobierany zakres jest stosunkowo
szeroki, co pozwala na skompensowanie drobnych niedoskonatosci ktore moga
pojawi¢ si¢ na etapie barwienia tkanek. Na podobnej zasadzie parametry skladowe;j
H okreslane byly w szeregu innych prac [59;104]. Glowng zaletg tego podejscia jest
nieskomplikowana konstrukcja algorytmu i prosta procedura dostosowania go do

wykrywania dowolnego rodzaju barwienia

Niektorzy badacze, ktorzy w swych programach wykorzystywali jedynie
barwienia immunohistochemiczne wyznaczali warto$ci progowe na podstawie
analizy histogramu sktadowej H [105]. Podejscie takie pozwala eliminowa¢ bledy
wynikajagce z nieprawidlowej techniki barwienia, ale algorytm ma ograniczong

przydatnos¢ w przypadku stosowania go do ré6znego typu barwien.

W bardziej rozbudowany sposob, koncepcje wykorzystania sktadowe; H w
celu wykrywania biatych krwinek w rozmazach krwi barwionych metoda Giemzy
przedstawil Wu 1 wsp. [106]. Zespot ten wykorzystat histogram sktadowej H do
detekcji leukocytow z zastosowaniem segmentacji przez progowanie metoda Otsu,
wykorzystujac fakt, ze w rozmazach dominuja dwa rodzaje kolorow — czerwony i
niebieski. Oryginalno$¢ metody tych autorow wynika z faktu, ze nie przypisali oni

»sztywnych” wartosci H dla barwien, lecz sg one okreslane za pomocg metody Otsu.
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Takie podejscie ,,uodparnia” algorytm na roznice w barwach. Wydaje si¢ ponadto, ze
mozna je wdrozy¢ dla preparatow przygotowanych z zastosowaniem dowolnych
metod barwienia, w ktorych dominujg dwa kolory, brak jest jednak publikacji na ten

temat.
V.3.2 Skladowa S

Wartos¢ progow dla skladowej S w opracowanej przeze mnie aplikacji
wyznaczana jest na podstawie jasnos$ci tla, jako wynik rownania liniowego, jest wigc
de facto uzalezniona od globalnych parametrow skladowej V danego obrazu. Tak
wyznaczona warto$¢ jest minimalng saturacja, jaka muszg charakteryzowaé sie

piksele by zostaly zakwalifikowane jako obszar reakcji immunohistochemiczne;.

Romani i wspdtpracownicy zaproponowali metode wyznaczania wartosci H
oraz S dla segmentacji kolorowych na podstawie analizy histogramoéw
prezentujacych jednoczesnie rozkiad skladowej H oraz S [105]. Celem ich pracy
bylo wybieranie okreslonych kolorow w taki sposdb, by wyeliminowaé wplyw
oswietlenia. W uzytym algorytmie autorzy ci powigzali sktadowa S wylacznie ze
sktadowa H 1 nie stosowali swojego algorytmu do analizy obrazéw mikroskopowych,

wobec czego trudno jednoznacznie okresli¢ jego przydatnos$¢ do tego rodzaju badan.

Z kolei Anari i wspolpracownicy w swojej pracy wyznaczali w przestrzeni
HSV wartosci progowe niezaleznie dla wszystkich sktadowych [58]. Ich algorytm
analizowat monochromatyczne obrazy reprezentujace poszczegdlne sktadowe z
uzyciem algorytmu opartego o badanie entropii tla oraz tkanek. Algorytm ten
pozwalal na wyznaczenie warto$ci progowych dla dalszej segmentacji. Takie
podejscie pozwalatlo na precyzyjne wyodrgbnienie tkanek z dodatnig reakcja
immunohistochemiczng, brak jest danych na temat stosowania go w innych typach

reakcji.

W sposéb analogiczny do analizy histogramu sktadowej H zesp6t Wu
wykorzystat analize histogramu S do wykrywania leukocytow w rozmazach krwi
[106]. Cechg charakterystyczng tych obrazow jest fakt, ze jadra leukocytéw maja
zdecydowanie wyzszg saturacje niz inne elementy. Takich cech nie ma wigkszos$¢
preparatdw histo- 1 immunohistochemicznych, wobec czego metoda ma ograniczone

zastosowanie.
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V.3.3 Skladowa V

W  podstawowe] wersji algorytmu automatycznego wartosci progowe
sktadowej V wyznaczane podobnie jak wartosci progowe dla parametru S, na
podstawie jasno$ci tla. Jednakze w przypadku tej skladowej warto$¢ odcigcia
wyznaczana jest na podstawie prawa Lamberta — Beera. Dotychczas opublikowane
prace wykazaly mozliwo$¢ stosowania tego prawa w odniesieniu do cyfrowych zdjec¢
preparatdow  histologicznych celem kwantyfikacji rdéznego rodzaju reakcji.
Zastosowanie takiego podejscia znacznie upraszcza algorytm, ponadto ulatwia
wdrozenie systemOw automatycznych, w ktorych uzytkownik moze ,,dostroi¢”

algorytm do swoich potrzeb.

Bardzo ciekawg metode segmentacji z zastosowaniem sktadowej I przestrzeni
barwnej HSI oraz jasnos$ci tla przedstawil zesp6ét Singh [56]. Badacze ci
zaprojektowali aplikacje¢ do liczenia jader i podzielili analiz¢ obrazu na dwa etapy. W
pierwszym etapie w celu kalibracji programu recznie wybierali w obrebie
analizowanej partii obrazow 100 jader z dodatnig 1 100 z ujemng reakcjg. W oparciu
o te dane program analizowal statystycznie wszystkie obrazy w celu dobrania
optymalnych parametrow analizy. Po wyznaczeniu tych wspolczynnikéw generowat
najpierw w oparciu o obraz HSI maske jader, nastepnie w oparciu wyliczone
wczesniej parametry 1 jasnos¢ tla reakcja w obrgbie danego jadra klasyfikowana bylto

jako ,,dodatnia” lub ,,ujemna”

Zblizong zasad¢ wyznaczania wartosci progowej dla wykrywania reakcji
immunohistochemicznych w obrazach kolorowych w przestrzeni RGB zaproponowat
Sont 1 wspolpracownicy [13]. Ich algorytm stosowany do automatycznego liczenia
komorek wykazal wysoka korelacje z liczeniem manualnym. Zespdt ten najpierw
usuwal tlo obrazu, nastgpnie w obrebie pozostalej czgsci zdjecia przeprowadzat
analiz¢ histogramu celem okreslenia zakresu jasnos$ci pikseli tego obszaru. Nastepnie
za punkt odcigcia przyjmowano warto$¢ stanowigcg okreslony wczesniej
wyznaczonego zakresu wartosci. Algorytm ten dziata na bardzo podobnej zasadzie
do przyjetego w mojej pracy, przy czym najistotniejsza roznica polega na fakcie, ze
w mojej pracy jako punkt odniesienia przyjetam jasnos¢ tla, natomiast Sont jasnos¢

tkanek.
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Z kolei Kuo 1 wspolpracownicy wykorzystali w procesie segmentacji model
koloru HSI [104]. Podobnie jak w opisywanym w niniejszej rozprawie programie
dwie pierwsze skladowe wykorzystali do okreslenia obszaru zainteresowania, a za
kryterium wiasciwe] segmentacji przyjeli wartos¢ sktadowej 1 wyznaczang na
podstawie segmentacji metoda Otsu. Wydaje si¢, ze zaproponowane przez t¢ grupe
podejscie moze by¢ stosowane dla innych barwien immunohistochemicznych, co
wynika z zastosowania segmentacji metodg Otsu. Algorytm ten opiera si¢ na analizie
histogramow 1 daje optymalne rezultaty, jesli w obrebie histogramu wystepuja

2

wyrazne obszary odpowiadajace pikselom ,tla” 1 ,,obiektu”, czyli odpowiednio
reakcji ,,dodatniej” i obszarow w ktorych wystepuje rezydualne ,,podbarwienie”. Z
kolei w przypadku reakcji histochemicznych mozliwe jest wystgpienie jednego

,piku” na histogramie, co moze skutkowac nieoptymalng segmentacja.

Zblizona metode zaprezentowal zespot Anari, ktory wykorzystat przestrzen
barwng HSV 1 analiz¢ prawdopodobienstwa w oparciu o zasad¢ maksymalnej
entropii do wykrywania komorek z dodatnig reakcja immunohistochemiczng.
Autorzy analizujac uzyskane wyniki stwierdzili, Ze metoda ta jest prosta 1 daje dobre

rezultaty [58].

Sposdéb wykorzystania prawa Lamberta — Beera w moim algorytmie na
pewne wady, wynikajace nie tylko ze stosowanych przyblizen i1 uproszczen.
Wykazano bowiem, ze nie mozna w sposob precyzyjny stosowac prawa Lamberta —
Beera w odniesieniu do preparatow z zastosowaniem DAB-u. Wynika to z
fizycznych wiasciwosci diaminobenzydyny, ktéra nie tylko pochlania, ale rowniez
rozprasza S$wiatlo, natomiast omawiane prawo stosuje si¢ do substancji

pochtaniajacych swiatto.

W sposob bardziej szczegdblowy zagadnieniem tym =zajeli si¢ Taylor i
Levenson [107] . Autorzy ci wskazujac na powyzsze ograniczenia podkreslili jednak,
ze w praktycznych zastosowaniach w analizie obrazow histologicznych zastrzezenia
te odgrywaja ograniczong role. Jako ilustracje przytoczyli oni prace zespotu
Matkowskyj [9] dotyczaca kwantyfikacji receptorow blon komodrkowych na
podstawie analizy obrazu mikroskopowego barwionego immunohistochemicznie.
Zesp6t ten zaobserwowat zgodng z prawem Lamberta — Beera zalezno$¢ miedzy

jasnos$cia danego piksela a odpowiadajacg mu liczbg receptorow, sugerujac przy tym,
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ze efekt ten moze by¢ zwigzany z duzymi rozmiarami komplekséw przeciwcialo —

chromogen.

Zastrzezenia dotyczace ,,stosowalnosci” prawa Lamberta — Beera dla uzycia
DAB-u s3 w przypadku mojej pracy ograniczone, poniewaz celem algorytmu nie jest
kwantyfikacja haptenu wykrywanego przez dang reakcje, a okreslenia pola
powierzchni zajmowang przez te¢ reakcje. Celem pracy jest stworzenie
oprogramowania, ktore bedzie dzialalo podobnie do czlowieka, wobec czego
algorytm, podobnie jak w powyzej przedstawionych publikacjach innych autorow
nie musi generowa¢ wynikow, ktore beda stechiometrycznie odpowiadaty ilosci
wykrywanego antygenu. Analogiczne uwagi oraz wnioski przedstawil na swojej

stronie internetowej Gabiel Landini, autor szeregu wtyczek do programu Imagel.

Ponadto nalezy zaznaczy¢, 1z oprocz rdéznicy w zasadzie dzialania
poszczegbdlnych algorytméw, na wyniki segmentacji w oparciu o jasno$¢ wptywa
dobrany do programu model koloru, poniewaz w kazdym z nich $rednia jasno$¢
wyznaczana jest inaczej. Rdznica ta staje si¢ szczegdlnie wyrazna migdzy systemami
HSI oraz HSV, poniewaz w pierwszym systemie jasno$¢ jest wyliczana jako $rednia
arytmetyczna, natomiast w drugim stanowi ja najwyzsza sposrod skltadowych
warto$¢ RGB. Przykladowo jasno$¢ ,,czystego” koloru czerwonego w pierwszym

systemie bedzie miata warto$¢ 85 natomiast w drugim 255.

Alternatywna do zaprezentowanej w mojej pracy metoda segmentacji w
przestrzeni barwnej jest dekonwolucja koloru zapisanego w systemie RGB. Metoda
ta opiera si¢ na zalozeniu, ze Swiatlo jest w preparacie mikroskopowym pochtaniane
zgodnie z prawem Lamberta — Beera, a kamera rejestruje spektra R, G, B
odpowiadajace temu w jakim stopniu barwnik pochfania kazda ze sktadowych.
Pochtanianie §wiatla przez dany barwnik moze zosta¢ przedstawione w formie
wektoru, ktorego skitadowe okreslaja pochtanianie widm R, G, B. Oczywiscie w
sytuacji, gdy stezenie barwnika jest wysokie 1 pochtanianie §wiatta duze wektor jest
»dluzszy” niz w przypadku gdy stezenie barwnika jest mate jest on ,krotszy”. W
zwigzku z tym w celu sprawnej analizy nalezy wprowadzi¢ znormalizowany wektor,
ktorego skltadowe nie zaleza od stezenia, a jedynie od parametrow
kolorymetrycznych barwnika. W sytuacji gdy dany piksel odpowiada rejonowi

wybarwionemu dwoma, lub wigksza iloscig chromogendéw, pochlanianie $wiatta w
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tym miejscu reprezentuje wektor, bedacy zlozeniem wektorow pochlaniania §wiatta
przez wszystkie chromogeny. Wobec powyzszego, wiedzac ile chromogendéw - oraz
odpowiadajacych im wektoréw, znajduje si¢ w obrebie danego obrazu i1 znajac
znormalizowane parametry wektorow kazdego z barwien osobno, po odpowiednich
przeksztalceniach, mozna okresli¢ ,,natezenie” danego barwnika w obrebie piksela.

Innymi sfowy mozliwe jest wyizolowanie obrazu danego barwienia z catego obrazu.

Jak wcze$niej wspomnialam, aby wyodrebni¢ okreslone barwienia obrazu
nalezy zna¢ sktadowe znormalizowanych wektoréw dla wszystkich chromogenow.
Jest to zasadnicza wada tego algorytmu w przypadku automatycznej analizy
obrazéw, poniewaz nie jest mozliwie stworzenie uniwersalnego algorytmu
wyodrebniajgcego np. reakcje z zastosowaniem DAB-u z ro6znych preparatow,
niezaleznie od obecnych w nim innych chromogenow. Czeg$¢ autoréw
zaproponowala algorytmy, w ktorych predefiniowano skladowe wektorow dla
rutynowo stosowanych barwien, jednakze programy takie s3 ,,wrazliwe” na
omawiane wczesniej nieprawidlowosci barwienia zwigzane z technika histologiczng

oraz akwizycja obrazu [72;108;109].

Druga mozliwoscig jest przeprowadzenie kalibracji programu pod katem
poszczegbdlnych chromogendw dla serii obrazow. Proces ten mozna przeprowadzi¢ w
sposOb manualny, gdy uzytkownik w obrebie dowolnego obrazu dokona tego
procesu recznie, wybierajgc do kalibracji fragment zabarwiony tylko jednym
barwnikiem. Alternatywnie mozna zastosowa¢ kalibracj¢ automatyczng, ktora
wymaga jednak dysponowania preparatami, zabarwionymi jednym barwnikiem, co
jest istotng niedogodnoscia takiego postepowania. Powyzsze wady spowodowaty, ze

nie zdecydowatam si¢ na wdrozenie tego algorytmu w mojej pracy.

Mimo wspomnianych wyzej wad ograniczajagcych zastosowanie w
programach w pelni automatycznych, metod¢ te cechuje duza precyzja, co
potwierdzajg publikacje Ruiforka i innych autorow [108]. W jednej z prac autor ten
poréwnatl algorytmy automatycznej segmentacji z zastosowaniem progowania w
przestrzeni HSI oraz dekonwolucji w przestrzeni RGB 1 wykazal, ze drugi algorytm
jest bardziej precyzyjny w segmentacji barwienia DAB . Ponadto metoda ta moze
by¢ z powodzeniem wykorzystana w innych przestrzeniach barwnych, na przyktad

Luv, co potwierdzily prace Chen oraz Hall [2;100]. Metoda ta rowniez byla
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stosowana przez Cataldo celem pdzniejszej segmentacji jader komérkowych [110-

112] .
V.4 Algorytm liczenia obiektow

Zastosowany w mojej rozprawie algorytm liczenia opiera si¢ o segmentacje w
przestrzeni barwnej HSV, a nastgpnie zliczaniu powstatych po segmentacji figur
binarnych. W przypadku preparatow histologicznych zliczane obiekty cechuje
zwykle okreslona wielko$¢. Wobec tego algorytm oblicza pole powierzchni kazdej z
figur binarnych 1 zlicza jedynie te, ktorych wielkos¢ miesci si¢ w okreSlony przez
uzytkownika zakresie. Dla tatwiejszej analizy wielko$¢ ta moze zosta¢ podana jako
pole powierzchni, lub odpowiadajagca mu Srednica wyrazona w pikselach lub
mikrometrach, przy czym jes$li pomiar odbywa si¢ w jednostkach metrycznych

konieczna jest wczesniejsza kalibracja.

Sytuacja, gdy w obrebie obrazu mikroskopowego widoczne sg pojedyncze
obiekty 1 niewielka ilo$¢ artefaktow jest spotykana nieczesto. Ponadto w przypadku
liczenia jader komdrkowych np. leukocytow w wielu preparatach obserwuje si¢
konglomeraty jader komorkowych, ktorych wielko$¢ znacznie przekracza rozmiary
pojedynczej komodrki. Oprocz samej segmentacji wstepnej obiektow, dzielenie
konglomeratow jest jednym z najtrudniejszych probleméw w procesie
automatycznego liczenia obiektéw. Wprawdzie niektérzy autorzy nie stosuja w
swoich badaniach procedur pozwalajacych na dzielenie obiektow [3;13;14], to
jednak postepowanie takie moze powodowaé znaczne niedoszacowanie liczby

obiektow.

W mojej pracy wykorzystalam metode szacowania liczby obiektow w
konglomeratach opublikowang przez Halam¢ 1 wspotpracownikoéw [89]. Metoda ta
opiera si¢ na zatozeniu, ze wielko$¢ liczonych obiektow jest na tyle duza, ich
wymiary przekraczaja grubos¢ skrawania preparatu, wynoszaca standardowo Sum .
Zatozenie to dotyczy wiekszosci komorek, jak rowniez jader komdrkowych. W
omawianym przypadku mozna wiec zalozy¢, ze na konglomerat skladaja si¢
przekroje pojedynczych obiektow, poniewaz grubo$¢ konglomeratu nie przekracza

grubosci skrawka. Wowczas znajac $redni rozmiar obiektu, ewentualnie zakres w
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jakim te wymiary si¢ mieszczg mozna na podstawie pola powierzchni konglomeratu

oszacowac liczbe obiektow wchodzacych w jego skiad.

Oczywiscie podejscie takie nie jest w pelni precyzyjne, szczegdlnie w
przypadku konglomeratéw sktadajacych si¢ z 2-3 komoérek. W takich sytuacjach
stosunkowo tatwo o przeszacowanie lub niedoszacowanie liczby komorek.
Natomiast w sytuacji, gdy konglomeraty sktadajg si¢ z kilku — kilkunastu komorek
ewentualne btedy sa znacznie mniejsze. Ponadto okreslenie ilosci komérek w duzych

konglomeratach jest z zastosowaniem innych metod bardzo trudne.

Algorytm zaprezentowany przez Halame¢ obejmowal jeszcze jeden krok,
mianowicie okreslenie parametrow morfologicznych obiektu, a dokladnie
,okraglosci” danego obiektu. Postepowanie takie ma na celu eliminacj¢ zliczania
obiektow, ktore nie majg cech morfometrycznych typowych dla jader komorkowych.
Z uwagi na fakt, ze projektowana w ramach rozprawy aplikacja ma mie¢ uniwersalny

charakter nie zdecydowatam si¢ na wdrozenie tej procedury.

W wigkszos$ci publikacji dotyczacych automatycznego zliczania obiektow na
preparatach mikroskopowych do podzialu konglomeratow stosuje si¢ metode
dziatow wodnych [61;104;110;112;113] . Metoda ta jest lepsza dla konglomeratow 2
— 3 jader, jednak w przypadku duzych skupisk komoérek wyniki nie s optymalne.

Ponadto sam algorytm czg¢sto przeszacowuje liczbe jader komorkowych.

Wprawdzie najczesciej liczonymi obiektami w obrazach mikroskopowych sa
jadra komorkowe, jednak w niektérych specyficznych zastosowaniach uniwersalne
algorytmy takie jak ten stosowany w mojej pracy, czy procedura dzialow wodnych
mogg nie da¢ pozadanych rezultatow. Bardzo dobrze ilustruje to reakcja na
wykrywanie HER-2, stosowana w diagnostyce raka sutka. Antygen HER-2 obecny
jest w blonach komorkowych, przy czym komorki te przylegaja do siebie
bezposrednio. Wobec tego po zastosowaniu reakcji immunohistochemicznej
uzyskuje si¢ obraz przypominajacy siatke. Hall 1 wspolpracownicy wykazali, ze do
segmentacji tej reakcji immunohistochemicznej optymalnie nadaje si¢ filtr do

wykrywania krawedzi [2] .

Kolejnym wyzwaniem sa reakcje cytoplazmatyczne, na ktorych roéwniez

pracowatam w niniejszej pracy doktorskiej. Jest to reakcja, ktora daje w efekcie
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obraz obiektu o nieregularnym ksztalcie, czesto jeszcze dodatkowo rozdzielong w
jednym obiekcie. Stanowi to dodatkowe utrudnienie przy zliczaniu konglomeratow

komorek [110] .
V.5 Zastosowanie elementow fizjologii do analizy obrazu

Komputerowa automatyczna obrobka obrazéw biomedycznych pozwala na
uzyskanie obiektywnych, powtarzalnych 1 szybko generowanych wynikow analizy.
Jednakze w przypadku stosowania roznych algorytmoéw trudno jest okresli¢, ktory
generuje bardziej dokladne wyniki, poniewaz brak jest ,zlotego standardu”
kwantyfikacji poszczegdlnych reakcji, ktory umozliwitby walidacje poszczegdlnych
metod obrébki automatycznej. Wobec tego wielu autoréw poréwnuje wyniki pracy
aplikacji komputerowej z wynikami generowanymi w trakcie analizy manualnej
przez ekspertow w dziedzinie patomorfologii. Z kolei wyniki generowane w trakcie
manualnej obrobki obarczone sa niedokladnosciami, wynikajagcymi z réznic miedzy
wynikami obserwacji prowadzonych przez rdéznych obserwatorow (ang.
interobserver variability) [74], jak rowniez z r6znic pomiedzy kilkoma obserwacjami
tego samego obiektu prowadzonymi przez jednego obserwatora, ale w okreslonych

odstgpach czasowych (intraobserver variability).

Jak dotychczas szereg algorytmoéw segmentacji obrazéw mikroskopowych
porownywano z wynikami generowanymi w ocenie manualnej przez czlowieka.
Zaskakujace jest jednak, ze niewielu autoréw zwraca uwage na fakt, ze percepcja i
ocena wzrokowa dowolnego typu obrazéw, w tym biomedycznych, rzadzi si¢
okreslonymi prawami, ktorymi zajmuje si¢ neurofizjologia 1 neuronauka.
Przyktadem jest Romani [105], ktory zwracat uwage na fakt, ze sposob opisu barwy
w przestrzeni HSI bardziej odpowiada sposobowi postrzegania barw, niz opis w
przestrzeni RGB. Wprawdzie zagadnienia dotyczace percepcji wzrokowej sg bardzo
skomplikowane, jednakze praktycznie zaden z autoréw dotychczas opublikowanych
prac nie wdrazat algorytmow, ktore projektowano by tak, aby w oparciu o
fizjologiczne zasady percepcji wzrokowej generowaly wyniki zblizone do

segmentacji manualne;.

Z tego powodu postanowitam w ramach mojej pracy doktorskiej dokonac

ewaluacji algorytmow automatycznej segmentacji obrazoéw mikroskopowych, ktére
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uwzgledniajg wybrane prawa percepcji wzrokowej. Jak wcze$niej wspomniatam,
percepcja wzrokowa obrazéw kolorowych jest procesem bardzo skomplikowanym i
jedynie fragmentarycznie poznanym. Podstawowym parametrem wplywajacym na
postrzeganie barw jest intensywnos$¢ oswietlenia, przy czym w trakcie analizy
obrazow biomedycznych o$wietlenie jest na tyle duze, ze wzrok pracuje w

warunkach fototopowych, a wigc optymalnych do postrzegania barw.

W warunkach takich postrzeganie okreslonej barwy zalezy zarowno od
koloru obiektu, jak réwniez padajacego na nig §wiatla, przy czym narzad wzroku ma
w pewnym stopniu zdolno$§¢ do kompensowania réznic barwy wynikajacych z
oSwietlenia swiatlem o r6znym widmie [114;115]. Ponadto postrzeganie barwy oraz
kontrastu jest w duzej mierze uzaleznione od parametroOw otoczenia obiektu, jak
[116] rowniez doswiadczenia obserwatora i przekazanych mu przed badaniem
instrukcji. W chwili obecnej znany jest szereg efektow opisujacych postrzeganie
obiektow barwnych, brak jest jednak jednolitego modelu opisujgcego ten proces w

sposob kompleksowy.

Sposréd najwazniejszych efektow opisujacych postrzeganie barw wymienic
mozna efekt Helmholtza — Kohlrauscha, efekt Hunta, efekt Abney’a [92;117-119].
Efekt Helmholtza — Kohlrauscha opisuje wzrost postrzeganego przez obserwatora
wysycenia danego koloru wraz ze wzrostem jego jasnosci ,,od czerni do w petni
jasnego koloru”. W przypadku oceny preparatdow mikroskopowych oznacza to, ze
przecigtny obserwator sklasyfikuje jako obszar dodatniej reakcji piksele o takiej
saturacji, ktora w przypadku jasno os$wietlonych preparatow odpowiadataby
obszarowi reakcji ujemnej. Z tego tez wzglegdu w systemie automatycznym

wdrozono algorytm odwzorowujacy ten efekt.

Z kolei efekt Abney’a opisuje zmiany postrzegania barwy przy ,,dodawaniu
do niej” $wiatla biatego. W trakcie tego procesu obserwator postrzega desaturacje
danej barwy, ponadto subiektywnie stwierdza zmiang czestotliwosci fali, a wigc
zmian¢ odcienia barwy. W przypadku oceny preparatu mikroskopowego oznacza to,
ze przy ,,przeswietleniu” preparatu dojdzie nie tylko do desaturacji calego obrazu,
lecz roOwniez najjasniejsze fragmenty moga by¢ postrzegane jako obszary o innej
barwie niz produkt reakcji immunohistochemicznej lub histochemicznej. Z uwagi na

wystepowanie tego efektu, jak rowniez subiektywng desaturacje barwy po dodaniu
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do niej $wiatta biatego, nie zdecydowatam si¢ na wdrozenie modelu barwnego HSL,
w ktorym réwniez stosunkowo ,blade” kolory, a wigc z duza komponentg $wiatta

biatego, moga mie¢ wysoka saturacje.

Z uwagi na sposob, w jaki wiekszo$¢ ludzi zgodnie z opisanymi prawami
postrzega wysycenie barw zarowno bardzo ciemnych, jak 1 bardzo jasnych,
zdecydowalam na wdrozenie w mojej aplikacji rOwniez analizy z zastosowaniem
zmodyfikowanego systemu HSV. Modyfikacja ta polega na wdrozeniu w miejscu
sktadowej S, ktorej w polskiej nomenklaturze odpowiada nasyceniu barwy sktadowa
C — chroma, ktérej w odpowiada polskie pojecie chromatyczno$ci barwy. Parametr
ten wyznaczany jest jako roznica miedzy najwyzsza 1 najnizsza wartoscig
sktadowych RGB. W praktyce oznacza to wiec, ze kolory, ktorych odcien zblizony
jest do czerni, szarosci lub bieli cechuje niska chromatyczno$¢, co pozwala w

przyblizony spos6b odwzorowac oba wyzej omawiane efekty.

Efekt Helmholza — Kohlrauscha opisuje subiektywng zalezno$¢ jasnos$ci
danego koloru od jego saturacji, jak 1 odcienia (hue). Efekt ten niektérzy okreslaja
jako prawo ,,luminancji barwy”, co wynika z praktycznej obserwacji ze dotyczy on
osoby patrzacej na dwa obiekty o identycznej jasnosci lecz dwdch odcieniach barwy.
Osoba taka stwierdzi subiektywnie, ze jeden z obiektow jest jasniejszy, przy czym w
przyblizeniu mozna powiedzie¢, ze jako jasniejsze postrzegane sg barwy z ,koncow”
zakresu $wiatla widzialnego, natomiast czestotliwosci posrednie postrzegane sg jako
ciemniejsze. Ponadto inne badania wykazaty, ze rowniez postrzeganie saturacji barw

zalezy takze od dlugosci fali $wietlne;.

W  programie autorskim wykorzystanym w niniejszej rozprawie
uwzglednitam ten efekt zaro6wno dla postrzegania zmiany jasnos$ci oraz
czestotliwosci. Procedura uwzgledniajgca zmiany jasnosci zaleznie od dlugosci fali
swietlnej korzysta ze standaryzowanych danych dla obserwatora postrzegajacego
barwy o $rednim wysyceniu, ktore w pracy swej przedstawit Corney [120]. Z kolei
dane dotyczace zmiany postrzeganej saturacji oparto na pracy [97;98], korzystajac

rowniez z danych dla subiektywnie postrzeganych barw o srednim stopniu saturacji.

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze sposob doboru w pracy parametrow
matematycznych do opisu prawa Helmholza — Kohlrauscha moze budzi¢

zastrzezenia, szczegdlnie w odniesieniu do saturacji, poniewaz wykorzystalam
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warto$ci podawane przez wspomnianych autorow dla §redniego wysycenia kolorow.
Rodzi to pytanie dlaczego nie dobrano parametréw np. dla kolorow w pehi
wysyconych badz o niskiej wartosci saturacji. Wynika to z obserwacji, ze w
wiekszosci preparatow histologicznych obszary dodatniej reakcji cechuje $rednie

nasycenie, rzadko spotykane sg obszary o wysokiej saturacji.

W toku pilotazowej obserwacji sposobu w jaki preparaty barwione metodami
immuno- 1 histochemicznymi ocenia czlowiek stwierdzitam, ze w wielu przypadkach
decyzja o wyborze zakreséw filtrow dla saturacji zalezy od S$redniej saturacji
wiekszosci obszarow reakcji w obrebie preparatu. Wobec tego uznalam, ze
najkorzystniejsze bgdzie wykorzystanie parametrow dla §rednich wartosci saturacji.
Nalezy jednak podkreslic, ze o ile wybor parametrow dla procedury
odzwierciedlajacej te efekty poprzedzony zostat analiza dziatania czlowieka, to
zakres tych obserwacji byt ograniczony. Tak wigc o ile w zastosowaniach dla
preparatdow barwionych z uzyciem DAB-u 1 metoda p.a.S wykazat on przydatnos¢, o
tyle w przypadku innych barwien konieczna wydaje si¢ pilotazowa obserwacja. Co

jednoczes$nie nie powoduje utraty uniwersalnosci programu.

Ocena przydatnosci stosowania wspomnianych powyzej efektow
psychofizycznych zwigzanych z percepcja barw w cyfrowej obrdbce i1 analizie
obrazOw biomedycznych utrudnia fakt, ze jak dotychczas nie prowadzono tego

rodzaju badan.

V.6 Inne aplikacje stosowane w cyfrowej obrobce obrazu

medycznego

Najpopularniejszym narz¢dziem do cyfrowej analizy obrazu biomedycznych
stosowany jest program Imagel, rozwijany w National Institute of Health. Jest to
program typu public domain, stworzony w srodowisku Java, co umozliwia jego
darmowe uzytkowanie na komputerach z r6znymi systemami operacyjnymi. Program
umozliwia korzystanie tzw. wtyczek, dodatkowych ,,podprograméw”,
rozszerzajacych jego funkcjonalno$¢ o dodatkowe funkcje. Wtyczki mogg by¢
tworzone przez uzytkownikéw programujagcych w S$rodowisku Java. W moich
badaniach nie zdecydowatam si¢ na wdrazanie dodatkowej wtyczki z dwoch

powodow.
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Przede wszystkim tworzenie wtyczki do Image] wymaga oparcia si¢ o
wewnetrzng architektur¢ programu, stosowane w nim zmienne, co ogranicza
swobode tworzenia okreslonych procedur stosowanych w trybie automatycznym.
Ponadto planowana wstepnie implementacja wtyczki do tego programu wymagataby
od uzytkownika przeprowadzenia w trakcie pracy wigkszej liczby krokow niz w
omawianej aplikacji. Z tego tez wzgledu zdecydowatam si¢ na stworzenie osobne;j
aplikacji 1 pordwnanie uzyskanych wynikow z danymi generowanymi przez ImageJ.

Ponadto program ten byt wykorzystywany przez innych badaczy [72].

Podobnie jak ja, cze$¢ autoroOw zdecydowata si¢ na stworzenie swoich
wlasnych aplikacji, przy czym najczesciej wykorzystywany jest jezyk

programowania C, co wynika z jego popularnosci.

Szereg publikacji opiera si¢ o badania prowadzone z zastosowaniem
oprogramowania komercyjnego. Oczywista wadg takiego postgpowania jest
utrudniona dostepnos¢ do powyzszych aplikacji zwigzana z niejednokrotnie
wysokim ich kosztem. Do najczesciej uzywanych w celach naukowych aplikacji
nalezy program Matlab. Jest to aplikacja umozliwiajagca prowadzenie
skomplikowanych obliczen matematycznych, inzynierskich jak réwniez prowadzenie
symulacji. Srodowisko to posiada wbudowany jezyk programowania, co pozwala na
tworzenie zaawansowanych aplikacji, migdzy innymi dotyczacych komputerowe;j
analizy obrazu. Kolejng chetnie wykorzystywang aplikacja jest Photoshop firmy
Adobe, zaawansowany edytor graficzny stuzacy profesjonalnej obrobce zdjec.
Program ten posiada szereg opcji przydatnych w cyfrowej obrdbce obrazow
biomedycznych, miedzy innymi mozliwos$¢ selekcji obiektow o okreslonych
kolorach oraz progowania, ktore byly wykorzystywane takze w pracach naukowych
[16;76]. Oprécz tych dwoch programow, czes¢ prac opiera si¢ o aplikacje
dostarczane razem ze sprz¢tem mikroskopowym, miedzy innymi oferowanym przez

firme Leica [29] .

V.7 Omoéwienie wynikow

V.7.1 Ekspresja reakcji immunohistochemicznej i histochemicznej
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Ocena pola powierzchni reakcji immunohistochemicznej z zastosowaniem
metody polautomatycznej (wymagajacej interakcji badacza) wzgledem metod
automatycznych stosowanych w moich badaniach dawala bardzo wysokie
wspotczynniki korelacji (0,8-0,99). Do chwili obecnej opublikowano niewielka
liczbe prac, w ktorych porownanoby rezultaty dzialania algorytmoéw automatycznej i
potautomatycznej segmentacji reakceji histochemicznych i immunohistochemicznych.
Niektorzy badacze, jak Anari [58], przedstawili jedynie algorytm segmentacji reakcji
z uzyciem DAB-u w przestrzeni barwnej HSV bez skonfrontowania rezultatow jego

dzialania z innymi metodami.

Najdoktadniejsze jak dotychczas badania poréwnujace wyniki segmentacji
metodg potautomatyczng z szeregiem metod automatycznych przeprowadzil Brey
[19]. Autor ten wykorzystal miedzy innymi segmentacj¢ w przestrzeni RGB, w
obrgbie kanalu zielonego 1 niebieskiego, z wykorzystaniem iloczynu jasnos$ci pikseli
w kanalach G 1 B, a takze w przestrzeni HSI. Autor w przypadku analizy w
przestrzeni barwnej HSI otrzymal wspotczynnik korelacji r=0,99, zblizony do
uzyskanego przeze mnie w przestrzeni HSV. Z kolei w przypadku segmentacji w
kanatach G 1 B wspolczynniki te byly w omawianej pracy nizsze i1 wynosity

odpowiednio r=0,83 oraz 1=0,94.

Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze czgs¢ badaczy, jak na przykiad Wang [109]
przedstawia  wyniki  prezentowanych algorytméw za pomoca szeregu
wspolczynnikow charakteryzujacych precyzje danej metody. Parametry te na
podstawie odpowiednich ilorazow 1 sum pikseli w toku poréwnania wynikow analizy
potautomatycznej 1 automatycznej sklasyfikowano jako ,prawdziwie pozytywne”,

,prawdziwie negatywne”,falszywie pozytywne” 1 ,,falszywie negatywne”.

Z kolei inni autorzy [6;8] opracowujac swoja metode segmentacji ekspresji
reakcji immunohistochemicznej z uzyciem DAB-u w przestrzeni barwne; HSV
poréwnywato zgodno$¢ wyniku gradingu w danym skrawku uzyskanym przez
patomorfologa 1 program. Masmoudi [6] uzyskal zgodno§¢ w zakresie 72% — 90%,
przy czym najnizsza zgodno$¢ dotyczyla tego stopnia w badanej skali, w obrebie
ktoérego rowniez w badaniach manualnych wyst¢powaly najwigksze roznice miedzy

oceng poszczegdlnych patomorfologow.
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Stosowany w mojej rozprawie program pozwolit na uzyskanie wspotczynnika
korelacji migdzy wynikami oceny automatycznej 1 polatomatycznej w zakresie 0,8
do 0,99 zaleznie od stosowanego algorytmu i rodzaju badanego preparatu. Wynik ten
jest porownywalny z danymi przedstawionymi przez innych badaczy. Joshi i
wspotpracownicy [8] uzyskali wspotczynnik korelacji 0,84, przy nizszej niz w mojej
pracy zgodnosci wynikow wynoszacej 0,74 (w moich badaniach : 0,8-0,9.). Z kolei
Sont 1 wspolpracownicy [13] badajac  wykrywanie szeregu reakcji
immunohistochemicznych w réznych lokalizacjach w danym narzadzie podali
wspotczynniki korelacji miedzy metoda automatyczng i1 pétautomatyczng w zakresie
0,43 — 0,89. W pracy tej korelacja zalezatla bardziej od rodzaju danej reakcji
immunohistochemicznej (typu wykrywanego biatka), niz lokalizacji w obrgbie

narzadu.

Nie istniejg dotychczas prace, ktore by jednoczes$nie poréwnywaty metode
automatyczng z pétautomatyczng czy manualng na materiale tkankowym, w ktérym

zastosowano histochemiczng metode p.a.S.
V.7.2 Zliczanie obiektow-limfocytow T CD8+

Wdrozony przeze mnie algorytm podczas oceny badanych preparatow
pozwolit w odniesieniu do segmentacji poOtautomatycznej na uzyskanie
wspolczynnika korelacji wynoszacego 0,96 oraz wspdtczynnika zgodnosci
wynoszacego 0,92. Swiadczy to o wysokiej powtarzalnosci i doktadnosci trybu
automatycznego programu w poréwnaniu do oceny poéOtautomatycznej. W
publikacjach innych autoréw podawane s3 zblizone wspdiczynniki, przy czym
wystepuja pewne roznice zaleznie od rodzaju analizowanych obrazow, stosowanego

algorytmu segmentacji oraz metodyki oceny zgodnosci pomiarow.

Bardzo podobne wyniki do przedstawionych w mojej pracy uzyskal Sont 1
wspotpracownicy [13], ktorzy w swoich badaniach uzyskali wspdtczynniki korelacji
rzedu 0,98 miedzy wynikiem liczenia komorek metodg manualng i automatyczng. W
stosowanym przez nich algorytmie nie rozwigzano kwestii konglomeratéw komorek,
stosujac jedynie procedur¢ domykania, ktéora w pewnych sytuacjach pozwala
rozdzieli¢ sgsiadujace blisko siebie komorki. Ponadto pracowali na obrazach, na

ktorych, podobnie jak w mojej pracy znajdowalo si¢ wzglednie niewiele obiektow.
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Podobnie Krecsak 1 wspdtpracownicy [4] wdrozyli algorytm oparty o
dekonwolucje kolorow 1 liczenie obiektow bez ,rozbijania” konglomeratow na
poszczegbdlne elementy sktadowe. W pordwnaniu do pomiaru manualnego uzyskali z
zgodnos¢ wynikow rzedu 87%, przy ocenie obrazéw z ograniczong liczba jader.
Nalezy jednak podkresli¢, ze taki wynik pozwalal okresli¢ trading w danym
preparacie na tyle dokladnie, Ze wspolczynnik korelacji oceny gradingu

wyznaczanego komputerowo z oceng histopatologa wynosit 0,953.

Al Kofahri 1 wspélpracownicy [113] wdrozyli algorytm pozwalajacy na
rozdzielanie konglomeratow komorek, bazujacy na zmodyfikowanym algorytmie
dzialow wodnych 1 oceniali jego dzialanie z zastosowaniem preparatow, na ktorych
znajdowaty si¢ setki przylegajacych do siebie komorek, uzyskujac doktadnosé
wiekszg niz 94 %. Autorzy ci zwrocili uwage, ze w przypadku wyodrgbniania
obiektow najistotniejszym blgdem jest przeszacowanie badz niedoszacowanie ich
liczby. Ponadto zar6wno na etapie segmentacji samej reakcji, jak i1 rozdzielania
obiektow w sposob bledny moze zosta¢ wyznaczona ich powierzchnia. Podana
wczesniej dokladnos¢ pomiaru, odnosi si¢ do sytuacji gdy uwzgledniano jedynie
liczbe obiektow. Wartos¢ t¢ trudno niestety pordéwna¢ z wynikami mojej pracy ze
wzgledu na inny sposob jej wyliczenia. Podsumowujac, konglomeraty komoérek

wciaz stanowig duze wyzwanie w morfometrii [13;89;110;113].

Na problem niedoszacowania oraz przeszacowania wynikow zwrdcil rowniez
uwage zespol Sharangpani [3], ktory przeanalizowal oryginalny algorytm
segmentacji jader. Jest on oparty o segmentacj¢ z zastosowaniem filtru podobnego do
filtru Gausowskiego, a nastepnie sposrod wstepnie wyznaczonych jader wybiera te,
ktorych kolor odpowiada reakcji. Mimo braku procedur pozwalajacych na okreslenie
liczby komorek w konglomeracie w 84% przypadkdw autorzy stwierdzili
przeszacowanie, a w 16% niedoszacowanie liczby, jednakze stosowany algorytm dat
nizszy wspotczynnik korelacji miedzy liczbg jader wyznaczong potautomatycznie, a

automatycznie. Miescit si¢ on w zakresie 0,77 — 0,78.

Z kolei wplyw roznego rodzaju algorytmoéw na wystepowanie bledoéw
zwigzanych z okresleniem powierzchni poszczegdlnych obiektow przeanalizowal w
swej pracy Di Cataldo 1 wspdtpracownicy [110;111]. Za pomocg metod

morfometrycznych okreslali oni pola powierzchni komorek wyznakowanych
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immunohistochemicznie, dzigki reakcjom cytoplazmatycznym, jadrowym oraz
blonowym. Badacze zastosowali trzy modyfikacje algorytmu aktywnych konturow,
oraz wlasny algorytmy oparty o kolejne kroki : dekonwolucje kolorow, segmentacje
z zastosowaniem adaptacyjnego progowania, podzial konglomeratow metoda
dziatbw wodnych z weryfikacja prawidlowosci podziatu na podstawie parametrow
barwnych wydzielonych obiektow. Wprawdzie badacze nie poréwnywali liczby
komoérek z pomiarem manualnym badz poétautomatycznym, wykazali jednak w
swojej pracy, ze wszystkie stosowane algorytmy dziataty najbardziej precyzyjnie w

przypadku reakcji jadrowych, a najgorzej dla preparatoéw z reakcja blonowa.

W przeciwienstwie do czg$ci z wyzej wymienionych autordw ja nie
zdecydowalam si¢ na zaimplementowanie algorytmu dzialdow wodnych do
rozdzielania konglomeratow komorek. Decyzja ta wynika w duze mierze z
wnioskow, jakie przedstawili w swej pracy Halama 1 wspdtpracownicy [89]. Badacze
ci stosowali podobnie jak ja, algorytm podziatu konglomeratow oparty o statystyczne
wilasciwosci komoérek 1 podobnie jak w mojej pracy nie uzyskali istotnej
statystycznie roznicy miedzy liczbg komoérek wyznaczong w  sposob
potautomatyczny oraz automatyczny. Badacze ci podkreslali, ze w przypadku wielu
konglomeratow algorytm dziatdw wodnych jest podatny na bledy wynikajace z

nierbwnomiernos$ci wysycenia reakcji.

Podsumowujac nalezy zaznaczy¢ ze wyniki zarowno moich badan, jak
rowniez opublikowane dotychczas prace wskazuja na szereg czynnikow, ktore
niezaleznie od stosowanego algorytmu wplywaja na bledy powstajace w trakcie
automatycznej estymacji liczby obiektow obrebie preparatow histologicznych,

sposrod ktorych najistotniejsze to :

e Nieréwnomierno$¢ wysycenia reakcji histologicznej

e  Wystepowanie konglomeratow komorek

e Rodzaj reakcji histochemicznej wystepujacy w danym preparacie (btonowa,
jadrowa, cytoplazmatyczna)

e Rodzaj tkanki ktorej dotyczy analiza

V.8 Podsumowanie
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Przetwarzanie 1 analiza obrazu medycznego staly si¢ obecnie nieodlgcznym
etapem obiektywnej oceny morfologicznej preparatow mikroskopowych. W
niniejszej rozprawie doktorskiej dokonano przegladu metod stosowanych w tej
analizie. W pracy dokonano implementacji programu autorskiego, ktory miat

spetia¢ okreslone kryteria 1 odpowiedzie¢ na nastepujace pytania:

1. Jaka powinna by¢ doktadnos¢ analizy obrazoéw?
Pierwsze programy do polautomatycznej analizy obrazu oraz automatyczne
algorytmy nie cechowaly si¢ duzg doktadnoscig. Program opisywany w niniejsze]
rozprawie pozwala uzyska¢ bardzo wysokie korelacje wynikow w pelni

wystarczajace do celow klinicznych.

2. Jakiej oczekujemy szybkos$ci przetwarzania ?
W programie zostaly zaimplementowane dwie mozliwosci — polautomatyczna
wymagajgca wiecej czasu, ale jednoczesnie przez mozliwo$¢ ingerencji badacza
pozwalajaca niwelowac btedy wynikajace z catkowitej automatyzacji. Metody
automatyczne s3 bardzo szybkie 1 jednoczesnie nie wymagaja drogiego 1
najnowoczesniejszego sprzgtu komputerowego. Analiza pola powierzchni ekspresji
reakcji zajmuje ok. 15 min na 300 obrazow w rozdzielczo$ci 1024 x 768.
Zastosowane algorytmy pozwalaja na wielokrotnie szybszg interpretacje wynikéw w

sposob powtarzalny 1 obiektywny.
3. Jakiej wymagamy interakcji uzytkownika z programem, tzn. czy ma
wykonywa¢ analiz¢ automatycznie, czy z pomocg operatora?

Uwazam, ze najlepiej jest aby program posiadal obie mozliwosci i1 badacz-
patomorfolog decydowal, ktéora metoda jest dla danych obrazéw lepsza. Stad
mozliwe jest zastosowanie obu metod. Dokladno§¢ zastosowanej analizy

automatycznej jest porownywalna z analizg potautomatyczng.

4. Czy program ma dziata¢ maksymalnie zgodnie z percepcja widzenia?
Celem dziatania programu bylo zoptymalizowanie jego dziatania operacyjnego do
zblizonego z ocenianiem przez czlowieka. Stosujgc rézne algorytmy w niniejsze]
pracy staratam si¢ znalez¢, ten ktory daje najbardziej zblizone wyniki. Jednocze$nie
algorytm ma wyklucza¢ niedoktadnos$ci obserwatora, co w konsekwencji daje

rezultaty bardziej obiektywne 1 powtarzalne.
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5. Czy program ma dziata¢ uniwersalnie?

W pracy przedstawitam, ze wdrazane algorytmy przetwarzania wst¢pnego obrazu 1
pOzniejsze] segmentacji mogg by¢ wykorzystane do analizy ilosciowej nie tylko dla
obrazow barwionych z wykorzystaniem przyktadowych technik histochemicznych 1

immunohistochemicznych, ale rowniez na innych metodach barwienia.

6. Jakie ma program wykonywac operacje ?
W praktyce klinicznej najczesciej potrzebujemy informacji ,jak duzo reakcji
wystepuje w preparacie”, co wyrazane jest polem powierzchni ekspresji reakcji
immunohistochemicznej czy liczbg konkretnych struktur na przyktad subpopulacji
limfocytow czy jader komorkowych. Bioragc to pod uwage ograniczytam zakres
dzialania programu do tych operacji. Dzigki temu aplikacja jest szybka 1 tatwa w

obshudze 1 kazdy lekarz od razu moze otrzymac interesujace go wyniki.
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Rozdziat VI Wnioski

1. Program Filtr HSV dziala prawidlowo 1 moze stanowi¢ bardzo uzyteczne
narzedzie do ilosciowej analizy ekspresji reakcji immunohistochemicznej 1
histochemicznej i zliczania struktur na obrazach mikroskopowych zarowno w
metodach pétautomatycznych jak i1 automatycznych.

2. Program Filtr HSV jest szybszym 1 bardziej komfortowym niz program
Imagel] z wtyczka Thresholder narzedziem do obliczania pola powierzchni
ekspresji reakcji.

3. Opracowane 1 wdrozone do programu Filtr HSV algorytmy pozwalajg na
poprawe jakosci obrazow umozliwiajac ich doktadniejszg analize.

4. Wykorzystanie skfadowej chromy zamiast saturacji w sposob istotny
poprawia zgodno$¢ wynikow pomiarow pola powierzchni ekspresji reakcji
immunohistochemicznej 1 histochemiczne;.

5. Uwzglednienie filtru medianowego w barwieniu histochemicznym p.a.S
wplywa na poprawe korelacji pomigdzy wynikami pomiaréw w metodach
automatycznych wzgledem potautomatycznych.

6. Uwzglednienie filtru medianowego w barwieniu immunohistochemicznym z
zastosowaniem chromogenu DAB wptywa na poprawe korelacji pomiedzy
wynikami pomiarow w metodzie pétautomatyczne;.

7. Uwzglednienie efektu Abney’a dla wynikéw reakcji histochemicznej p.a.S w
sposoOb istotny poprawia zgodno$¢ wynikéw pomiardw.

8. Metoda automatyczna uwzgledniajaca liniowe zmiany sktadowej V jest
bardziej zgodna z metodg potautomatyczng w obydwoch typach barwien.

9. Metoda automatyczna jak 1 pdtautomatyczna umozliwiajaca zliczanie struktur
jest w pelni wystarczajaca do wykonywania tych dziatan, ponadto nie

wykazano statystycznie istotnych rdznic pomigdzy tymi metodami.
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Wykaz pojec 1 skrotéow angielskich
wykorzystywanych w pracy

BMP (ang. bitmap) — format zapisu barwnego obrazu cyfrowego.

CCD (ang. charge-coupled device) — przyrzad o sprzezeniu tadunkowym — matryca
swiatloczuta — element kamery

DAB- chromogen, 3-3 diaminobenzydyna

HSL (ang. hue — luminance — saturation) — barwa, jasnos$¢, nasycenie — model
kodowania barwy w obrazie cyfrowym

HSI (ang. hue — saturation — intensity) — ton, nasycenie, jasno$¢ — model kodowania
barwy w obrazie cyfrowym

HSV (ang. hue — saturation — value) — ton, nasycenie, wartos¢ — model kodowania
barwy w obrazie cyfrowym

JPEG (ang. joint photographic experts group) — standard kompresji obrazéw
MRI (ang. magnetic resonance imaging) — rezonans magnetyczny

RGB (ang. red — green — blue) — sposob kodowania barwy w obrazie analogowym i
cyfrowym

TIFF (ang. tagged image file format) — format zapisu barwnych obrazow cyfrowych

Klasteryzacja (ang. clustering )— podziat przestrzeni cech (np. przestrzeni barw) na
spojne roztaczne podzbiory — metoda klasyfikacji

Dzial wodny (ang. watershed)— jedna z metod segmentacji obrazu poprzez rozrost
obszarow

Multithresholding - metoda kwantyzacji odcieni szarosci obrazu
monochromatycznego
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Zatacznik 1

Reakcje immunohistochemiczne z chromogenem DAB

Rycina V.2 Ekspresja reakcji (strzatka)w programie HSV uzyskana metodag
potautomatyczng [8,5%]
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Rycina IV.3 Ekspresja reakcji w programie HSV uzyskana metodg pétautomatyczng
z filtrem medianowym [8,9%]

Rycina IV.4 Ekspresja reakcji (strzatka) w programie HSV uzyskana metodg
potautomatyczng z skladowa nasycenia chroma [7,7%]
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Rycina IV.5 Ekspresja reakcji (strzatka) w programie HSV uzyskana metodg
automatyczng z uzyciem algorytmu liniowego [9,7%]

Rycina IV.6 Ekspresja reakcji (strzatka) w programie HSV uzyskana metodg
automatyczng z uzyciem algorytmu logarytmicznego wg Webera [10,8%]
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Rycina IV.7 Ekspresja reakcji w programie Image J- metoda pétautomatyczna
[8,8%]

AN
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4

Rycina 1V.8 Ekspresja reakcji w programie Image J z uwzglednieniem filtru
medianowego - metoda potautomatyczna [9%]
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Reakcje histochemiczne metodg p.a.S

g

T

g

<f

reakcja histochemiczna metoda p.a.S

Rycina 1V.9 Obraz oryginalny-

Rycina IV.10 Ekspresja reakcji w programie HSV metodg pétautomatyczng [16,7%]
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Rycina IV.11 Ekspresja reakcji w programie HSV metodg pétautomatyczng z filtrem
medianowym [17 %]

Rycina 1V.12 Ekspresja reakcji w programie HSV metodg pétautomatyczng z
sktadowg chromg [16,6 %]
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Rycina V.13 Ekspresja reakcji w programie HSV metodg automatyczng z

algorytmem liniowym [14

7 %]

Rycina V.14 Ekspresja reakcji w programie HSV metodg automatyczng z

algorytmem logarytmicznym wg Webera [15,7%

]
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Rycina I'V.15 Ekspresja reakcji w programie HSV metoda automatyczng z
algorytmem liniowym i efektem Abney’a [ 14,72 %]

Rycina I'V.16 Ekspresja reakcji (strzatka) w programie HSV metoda automatyczng z
algorytmem logarytmicznym wg Webera i efektem Abney’a[15,74%]
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Rycina I'V.17 Ekspresja reakcji w programie Image J- metoda
poélautomatyczna[17,9%]

Rycina I'V. 18 Ekspresja reakcji histochemicznej w programie ImageJ z
uwzglednieniem filtru medianowego- metoda pétautomatyczna [19%]
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IV.1.3 Zliczanie komorek CD8+

Rycina IV.19 Obraz oryginalny

Rycina I'V. 20 Obraz ze zliczonymi strukturami- komorkami CD8+
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Rycina IV.21 Obraz oryginalny

Rycina IV.22 Obraz ze zliczonymi strukturami- komérkami CD8+




Rycina V.23 Obraz oryginalny

Rycina 1V.24 Obraz z blednie zliczonymi komorkami CD8+ ze wzgledu na staba
ekspresje reakcji




Rycina I'V.25 Obraz oryginalny

Rycina I'V.26 Trudno$ci w doktadnej analizie
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Streszczenie

Metody automatycznej analizy obrazow mikroskopowych pozwalajag na
uzyskanie szeregu obiektywnych parametréw charakteryzujacych dany obraz,

przydatnych zar6wno w badaniach naukowych jak 1 praktyce kliniczne;.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie metodyki analizy ekspres;ji reakcji
histo- 1 immunohistochemicznej w oparciu o oryginalny autorski programu do
ilosciowej analizy obrazow mikroskopowych oraz jego implementacja  na
przyktadzie materialu barwionego metoda paS i z chromogenem DAB. Kolejnym
celem bylo stworzenie algorytmu, ktory umozliwi zliczanie struktur na obrazach

medycznych.

Materialem histologicznym poddanym analizie przy uzyciu omawianego
programu byly preparaty barwione z zastosowaniem reakcji immunohistochemicznej
DAB, oraz histochemicznej paS. W obrebie preparatow wyznaczane bylo pole
powierzchni reakcji, natomiast w obrebie czesci preparatow
immunohistochemicznych liczone bylty komorki w obrebie ktorych stwierdzana byta
dodatnia reakcja. Pomiaru dokonano na dwa sposoby: w petni automatyczny, gdy
komputer przeprowadzal analize¢ bez udzialu uzytkownika oraz pdlautomatyczny,

gdy praca programu byla nadzorowana przez badacza.

Analiza w obu trybach prowadzona byta w przestrzeni barwnej HSV, w
ktorej barwa kazdego piksela reprezentowana jest przez parametry Hue (Odcien),
Saturation (Nasycenie), Value (Wartos¢, Jasnos$¢). Segmentacji obszaru reakcji
dokonano z zastosowaniem progowania w przestrzeni barwnej. Przed analiza kazdy
obraz poddawany byt obrobce wstepnej, ktora sktadata si¢ z nastepujacych etapow:
wyrownanie balansu bieli, wyznaczenie parametrOw automatycznej analizy oraz
usuni¢cie szumow filtrem medianowym, przy czym poréwnano dzialanie programu z

uzyciem filtru, oraz z pominigciem tego etapu.
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W  metodzie polautomatycznej program proponowatl uzytkownikowi
parametry progowania, ktore mogly by¢ nastgpnie korygowane. W trybie
automatycznym parametry segmentacji w przestrzeni HSV byly wyznaczane przez
program, przy czym uwzgledniane byly fizjologiczne cechy percepcji obrazow
barwnych, migdzy innymi efekt Abney’a, Hunta, oraz opis wysycenia barwy za
pomoca komponentu chroma. Wyniki uzyskane w trybie potautomatycznym
porownano z danymi uzyskanymi w trakcie analizy badanych obrazéw za pomoca

programu Imagel.

Analiza uzyskanych danych nie wykazata istotnych réznic statystycznych
migdzy metoda automatyczng i pdlautomatyczng, jak rowniez miedzy wynikami
uzyskanymi w programie Imagel. Stwierdzono ponadto wysoka korelacje miedzy
automatyczng 1 pélautomatyczng oceng pola powierzchni obu typoéw reakcji, a takze
estymacjg liczby obiektoéw w obrebie preparatu. Zaobserwowatam, ze uwzglednienie
na etapie obrobki wstepnej filtru medianowego w obrazach z pozytywna
histochemiczng reakcja p.a.S wplywa na poprawe korelacji pomiedzy wynikami
pomiaro6w w metodzie automatycznej, a pofautomatycznej. Ponadto uwzglednienie
efektu Abney’a dla analizy reakcji histochemicznej p.a.S w sposob istotny poprawia
zgodnos¢ wynikdw pomiaréw automatycznych. Z kolei wykorzystanie sktadowe;
chromy zamiast saturacji w sposob istotny poprawia zgodno$¢ wynikoOw pomiarow

pola powierzchni ekspresji reakcji immunohistochemicznej 1 histochemiczne;.

Moje badania wskazujg, ze automatyczna analiza obrazow mikroskopowych
w przestrzeni barwnej HSV z uwzglednieniem podstawowych praw percepcji
obrazOw barwnych jest precyzyjnym narzedziem umozliwiajagcym uzyskanie
obiektywnych parametréw charakteryzujacych preparaty mikroskopowe z

zastosowaniem metod immuno- oraz histochemicznych.

Abstract

Automated image analysis allows characterizing microscopic slides with

objective parameters is useful in both scientific and clinical application.
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The aim of this paper is to create new methods of automated image analysis,
that can be applied to analysis of microscopic slides stained with immuno- and
histochemical stains. These methods were implemented in a newly designed program
which was used to analyze slides stained using paS and DAB immunohistochemical
methods. Another goal was to implement an algorithm used for automated cell

counting.

The material used for this study consisted of microscopic slides stained with
DAB immunohistochemical and pAS histochemical stains. Microscopic images of
these slides were obtained,. In both types of images the area of positive staining was
estimated, while in DAB stained images cells with positive staining were also
counted. The analysis was carried out using both automatic and semiautomatic
methods. In the first the computer program was supervised by human researcher,

while in the latter the analysis was performed with no supervision.

The analysis was performed in HSV color space, where the color is described
by three components : Hue, Saturation and Value which corresponds to brightness.
The segmentation was based on an algorithm of color thresholding. Prior to analysis
image preprocessing consisting of white balancing and noise removal using median

filter was performed, however we also analyzed all images with no median filtering.

In the semiautomatic mode the program analyzed the image and suggested
parameters for image segmentation, that could be corrected by the user. In the
automated mode the image was analyzed and threshold parameters were computed
using an algorithm which reproduced some of the physiological effects of human
color image perception. These included Abney and Hunt effect, as well as description
of a color saturation using chromacity (chroma) component. Results obtained yielded

by my program were compared to results obtained from Imagel software.

I found no significant differences between results obtained from both
automated, semiautomatic protocols of my program as well as the ImageJ software.
Furthermore 1 found a high correlation between semiautomatic and automated
reaction surface assessment as well as estimation of the number of cells. I noted that
using the median filter during preprocessing for histochemically stained slides,
improves correlation between automatic and semiautomatic assessment as well as

implementing the Abney effect improves agreement between automatic results. I also
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found, that using chroma instead of Saturation component of the HSV model
improves the concordance of surface estimation in both immuno- and

histochemically stained slides.

My results have shown that automatic image analysis of microscopic slides in
HSV color space based on principles of human perception of color images is a
precise tool allowing an objective characterization of microscopic slides. It can be

useful for both immuno- and histochemically stained slides.
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