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Detekcja jader komorkowych w obrazach biomedycznych
z uwzglednieniem kodowania barw

Streszczenie. W artykule oméwiono proces ekstrakcji parametrow morfometrycznych cyfrowych obrazéw histopatologicznych na przyktadzie

obrazéw raka piersi.

Wskazano empirycznie wyznaczong reprezentacje koloréw do skutecznego zautomatyzowanego wykrywania jgder

komérkowych. Przedstawiono problematyke zwigzang z komputerowym wspomaganiem rozpoznawania obrazéw biomedycznych. Przedstawiono,
zapisane w pliku csv wyniki dla przetworzonych i rozpoznanych jader komérkowych (opis liczbowy struktur i obiektéw morfologicznych). Wskazano

kierunki dalszych.

Abstract. The paper presents process of morphometric parameters extraction of the digital biomedical image of breast cancer. There was present
empirical determination of most effective color channel for automated detection of cell nuclei. The problem of computer-aided biomedical image
recognition are presented. The results obtained for processed and properly recognized cell nuclei was presented. All features (numerical description
of morphological structures and objects) was stored in the csv file. The future work areas are indicated. (Detection of cell nuclei in biomedical

images depending on color coding).

Stowa kluczowe: analiza koloréw, detekcja obiektéw, ekstrakcja cech, parametry morfometryczne.
Keywords: image color analysis, object detection, feature extraction, morphometric parameters.

Wprowadzenie

Kluczowg role w podejmowaniu decyzji zwigzanych
z diagnostyka i rodzajem podejmowanej terapii odgrywa
wykrycie  zmian  patologicznych [1]. W  zwigzku
z obserwowang zwiekszong zapadalnoscig na choroby
nowotworowe [2,3] wspomaganie analizy i interpretacji
badanego materialu staje sie wymaganym Kkierunkiem
rozwoju. Tym bardziej, ze kluczowg role skutecznosci
terapii, czesto stanowi czas podjecia leczenia. Rozwdj
i wspomaganie interpretowania obrazéw biomedycznych
staje  bardzo waznym elementem w diagnostyce
szczegolnie choréb nowotworowych.

Analiza obrazoéw cytologicznych nakierunkowania na
aspekty ilosciowe moze by¢ efektywnie wykorzystywana do
wspierania  decyzji patologdbw przy rozpoznawaniu
i wnioskowaniu o obecnos$ci zmian patologicznych, badz ich
braku. Dodatkowo analiza moze wesprze¢ ocene postepu
choroby oraz skutecznosci terapii celowanej. Komputerowo
wspomagane systemy diagnozowania bezposrednio
wptywajg na wydajnos¢ i skutecznosc przy klasyfikowaniu
zmian patologicznych. Wraz z rozwojem technologii
obrazowania cyfrowego, nastgpit postep w rozwoju
rozwigzan sprzetowych - skanerow  cyfrowych.
Udoskonalenie jakosci zapisywania i przegladania danych
biomedycznych (m.in. whole slide imaging) skutkuje
zainteresowaniem badaczy problematykg rozpoznawania
i klasyfikacji zmian patologicznych (nowotworéw) [4,5].

Szczegdlnie waznym elementem interpretacji obrazow
biomedycznych (histologicznych, cytologicznych) jest
detekcja jgder komérkowych. Automatyzacja tego procesu
wymaga wydajnego mechanizmu oceny i separacji jgder,
ktére nakiadajg sie na siebie. Jest to ztozony problem
badawczy, wplywajgcy na skutecznos¢ rozpoznawania
jader na obrazie. Zagadnieniu temu poswieca sie wiele
uwagi w doniesieniach badawczych [6,7]. Reczna
i automatyczna segmentacja jader komodrkowych jest
opisana w literaturze fachowej, jednak pojawiajg sie¢ nowe
metody, ktére sg rozwijane [8,9]. Problem detekcji jader
komodrkowych jest aktualny, wymaga dalszego rozpoznania,
a metody detekcji wymagajg dalszego rozwoju. Warunki
klasyfikacji jader generujg informacje dotyczacg oceny
poziomu choroby, czy tez reakcji na proponowane leczenie.
W zwigzku z tym, dobranie klasyfikatorow, tak by uchwyci¢
wszelkie odchylenia w budowie jgdra komodrkowego, to
istotny element rozwijanych metod przetwarzania obrazéw
biomedycznych.
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Stosowane w literaturze reprezentacje barw oraz
charakterystyka wskazanego w literaturze materiatu
badawczego dla obrazéw histopatologicznych

Cyfrowe obrazy medyczne, kitére podlegaja interpretaciji
i ocenie przygotowywane sg do przeprowadzenia operacji
detekcji i klasyfikacji jader komérkowych. Przeglad
doniesien badawczych [10-21] wskazuje na brak
standardow w zakresie akwizycji obrazéw cyfrowych, co
moze wplywa¢ na trudnos¢ weryfikacji proponowanych
metod przetwarzania obrazéw dla danych pozyskanych
w skrajnie réznigcych sie warunkach zewnetrznych.
Udostepnione bazy danych obrazéw cytologicznych sg
wsparciem do weryfikacji opracowanych metod na
zréznicowanym zbiorze danych (pozyskanych z réznych
laboratoriéw, innej grupy pacjentéw), jednak réznig sie one
pod wzgledem jakosci, wielkosci i formatu zapisu danych,
czy mozliwoscig pobrania obrazu.

Badacze zajmowali sie reprezentacjami przestrzeni
barw w zastosowaniach (tele)patologii [10,11]. Segmentacja
jader komdrkowych moze by¢ wykonana w jednej z wielu
przestrzeni, np. HSI, L*a*b, RGB. W tabeli 1 - dla
wybranych doniesien z badan - znajdujg sie podstawowe
dane dotyczace wykorzystywanego w badaniach materiatu
cyfrowego. Zestawienie obejmuje prace badawcze, gdzie
przestawiano metody przetwarzania obrazu i detekcji jader
komodrkowych.

Problem badawczy

Istnieje caty szereg problemoéw, z ktérymi spotykamy sie
w trakcie komputerowego wspomagania rozpoznawania
obrazéw  biomedycznych.  Przygotowanie = materiatu
badawczego do efektywnego pozyskania danych
diagnostycznych, ktérych wtasciwe przetworzenie moze byé
wsparciem diagnostyki patologow skfada sie z kilku etapow.

Pierwszy z nich to przygotowanie materiatu (pobranie,
wybarwienie i utrwalenie materiatu badawczego). Na tym
etapie wystepujg trudnosci w postaci braku jednolitych
standardow zwigzanych z procesem pobierania materiatu i
jego przygotowywania, wliczajgc w to ujednolicone
standardy nanoszenia materiatu na szkietka mikroskopowe.
Przyktady materiatu cyfrowego przedstawiono na rysunku 1.
Nastepnie materiat poddaje sie cyfryzacji, w wyniku czego
po przetworzeniu uzyskiwany materiat charakteryzuje sie
duzym rozmiarem a co za tym idzie zwiekszonym
zapotrzebowaniem na zasoby sprzetowe.
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Tabela 1. Wykorzystanie materiatu cyfrowego histopatologii
w badaniach detekcji jader komérkowych — opracowanie wtasne na
podstawie [10-21]

Repre- Charakterystyka materiatu badawczego
. ’ L.
zentacja | Lit. | Wybar- | Rozdziel- | Powigk- ) sbek
koloru wienie czosé kszenie Materiat probe
[12] | H&E 960x512 10x rak ptuc 16
[13] | H&E 3264x2448 40x rak ptuc 1038
[14] | H&E 1392 x 1040 40x rak piersi 234
[15] | H&E 1024x1024 bd. rak piersi 6
0.25 ym na .
[16] H&E piksel 40x rak piersi 51
0.5 ym na N
[10] H&E piksel 20x rak piersi 44
128x128
RGB (1400),192x
[11] | DAB 192 (1200) 40x | rak piersi 3400
256%256
(800)
rak przetyku,
[17]1 | DAB 6720%4200 20x rak okreznicy 95
biataczka
[18] | Giemsa | 2592x3872 100x | limfo-blas- 312
tyczna
[8] H&E 704x576 400x | rak piersi 450
[12] | H&E 960x512 10x rak ptuc 16
[13] 3264x2448 40x rak ptuc 1083
(6] | HaE | 022Hmna | 400 | rak piersi 51
piksel
[10] H&E 20x rak piersi 44
128x128
HSV (1400), 192x
[11] | DAB 192 (1200) 40x rak piersi 3400
256x256
(800)
biataczka
[18] | Giemsa | 2592x3872 100x | limfoblas- 312
tyczna
[13] | H&E 3264x2448 40x rak ptuc 1038
(6] | H&E | 02Hmna | 400 | rak piersi 51
pixel
LUV 11 whole-
slide images, rak
[19] | H&E zawnefajace 40x mézguiglejak 11
1965 jader
komoérkowych
[13] | H&E 3264x2448 40x rak ptuc 1038
0.25 ym na _
[16] H&E pixel 40x rak piersi 51
[20] H&E 30x30 40x rak piersi 35
40007000
LAB |[211| H&E 502)2%’::‘200 20x | rakprostaty | 17
testowy)
11 whole-
slide images, K
[19] | H&E | zawierajace | 40x [262 waleiak | 11
1965 jader gugel
komaérkowych
xyY [13] | H&E 3264x2448 40x rak ptuc 1038
128x128
(1400)
CIE- 192x 192 _—
L*a*b [11] DAB (1200) 40x rak piersi 3400
256%256
(800)
rak przetyku,
[17]1 | DAB 6720x4200 20x rak okreznicy 95
128x128
YCbCr (1400)
192x192 .
[11] DAB (1200) 40x rak piersi 3400
256x256
(800)
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Wspotistniejgcym problemem sa zamkniete formaty
stosowane przy cyfryzacji probek. W celu zredukowania
ilosci danych tadowanych do pamieci, wykorzystywane sg
dedykowane formaty plikdw, ktére pozwalajg na
wczytywanie fragmentow obrazéw. Formaty te czesto
bezposrednio powigzane sg z rodzajem oraz producentem
sprzetu mikroskopowego. Zamkniete formaty utrudniajg
bezposredni dostep do parametréw kodowania danych
obrazu. Ponad to ukryty format kodowania plikdbw oraz
moze stanowi¢ trudno$¢ przy bezstratnym przenoszeniu
informacji przy przenoszeniu danych do innych formatéw.

Charakter wykorzystanego materiatu badawczego

Materiat badawczy zostat wybrany z zestawu
rzeczywistych obrazéw dostarczonych przez patologow.
Obrazy zostaty pozyskane przy uzyciu mikroskopu firmy
Olympus VS120 (Virtual Microscopy Slide Scanning
System). Pozyskano wirtualne slajdy o wielkosci ok. 200000
x 80000 pikseli, z powiekszeniem 40-krotnym. Prébki tkanki
nowotworowe;j piersi pobranych metodg  biopsiji
cienkoigtowej. Materiat wybarwiono hematoksyling i eozyng
(H&E). Probki zostaty podzielone przez patologa jako
nowotwory zitosliwe, fagodne Ilub gruczolakowtdkniaki.
Materiat badawczy zostat wybrany z zestawu rzeczywistych
obrazoéw dostarczonych przez patologéw. Obrazy zostaly
pozyskane przy uzyciu mikroskopu firmy Olympus VS120
(Virtual Microscopy Slide Scanning System). Pozyskano
wirtualne slajdy o wielkosci ok. 200000 x 80000 pikseli,
z powiekszeniem 40-krotnym. Prébki tkanki nowotworowej
piersi pobranych metodg biopsji cienkoigtowej. Materiat
wybarwiono hematoksyling i eozyng (H&E). Prébki zostaty
podzielone przez patologa jako nowotwory zitosliwe,
tagodne lub gruczolakowtokniaki.

Rys.1. Przyktadowy obraz badawczy - fragment czytelny (a)
nieczytelny (b)

Obraz zrédlowy charakteryzuje sie duzymi rozmiarami
(rzad setek MB), ponad to moze zawiera¢ tysigce komorek.
W zwigzku z ograniczeniami programowymi i sprzetowymi
do diagnostyki wybierane sg czesci obrazu, z materiatem,
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ktory dostarcza wymaganych informacji o charakterystyce
jader komdrkowych. Obszary taki nazywane sg obszarami
zainteresowania — ROl (ang. Region of interest). Lekarze
podejmujg decyzje o klasyfikacji choréb na podstawie
analizy ww. obszarow.

Do badan wykorzystano 60 wybranych obszaréw (ROI),
z czego 41 z nich sklasyfikowane zostaty jako ztosliwe,
9 jako gruczolakowtdkniak, a 10 obszaréw jako zmiany
tagodne. Poniewaz lekarz podejmuje decyzje na podstawie
wizualnej analizy komorek, do celow badawczych
wyselekcjonowano jedynie jadra komorkowe, ktore sag
wyraznie widoczne i widoczne sg wszystkie granice jadra.
Taki zestaw obrazéw z recznie wyselekcjonowanymi
obszarami jgder komdrkowych zostat wykorzystany jako
odniesienie do weryfikacji wynikow uzyskanych przy uzyciu
metod komputerowych (bez udziatu patologa). Procedura
weryfikacji polegata na poréwnaniu obrazu referencyjnego
wytworzonego przez cztowieka z obrazem przetworzonym
komputerowo. Zliczone zostaty prawidtowo wykryte jgdra
komodrkowe. Procent wykrytych jader zostat przyjety jako
parametr efektywnosci i skutecznosci komputerowego
wspomagania diagnostyki tego typu zmian.

Rys.2. Wykrywanie jader komoérkowych wspomagane komputerowo
(a) wskazanie przez cztowieka (b)

Procedura weryfikacji detekcji jader komérkowych

W celu oceny skutecznosci wykrywania jgder
komorkowych wspomaganego komérkowego zastosowano
porébwnanie zautomatyzowanej segmentacji obrazu z
wynikami oceny jgder przez patologa.
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Niech Nh bedzie zbiorem jader zidentyfikowanych na
obrazie przez czlowieka (patologa), gdzie Nh = {nhy, ... nhj.
Niech nh; bedzie identyfikowane przez (xh, yh) - pare
wspotrzednych analizowanego obrazu. Niech Nm bedzie
zbiorem jader wykrytych z wykorzystaniem wspomagania
komputerowego, gdzie Nm = {nms, ... nmy}. Niech nm;
bedzie identyfikowany przez (xm, ym) - pare
wspotrzednych analizowanego obrazu.

Zdefiniujmy AL (x, y) jako zbidr przyblizonego potozenia
punktu (X, y).

Niech AC bedzie wspétczynnikiem aproksymaciji, np. o war-
tosci 10. Para wspotrzednych (xa, y,) nalezy do zestawu AL

(1) (xa’ya)EAL('xb’yb)
jesli spetnione sg réwnania (2) i (3)
) x,—AC<x,<x,+AC,

3) y,—AC<y <y, +AC.
Funkcje wyniku detekcji (DR) mozna definiowac jako:

(4)

0jeses

\Y
L ym.) & AL(xh, , yh
AL(xhk,yhk)(xmj ym,) (xhy, yhy)

Nm
ZDRj =
- Vv
J 1jeses xm.,ym.)e AL(xh,_, yh
J AL(xhk,yhk)( > V) ,) (xhy, yhy)
Funkcja DR stuzy do okreslenia, czy jagdra komorkowe j
wskazane w wyniku komputerowej analizy obrazu sa
obecne w obrazie, ktéry zostat poddany manualnej analizie
(wykrywanie jgder) przez patologa.

a)

Detection efficiency [%]

b)

Detection efficiency [%]

Rys.3. Skutecznos$¢ wykrywania jader komoérkowych dla wybranych
osmiu reprezentacji kolorystycznych na obrazach reprezentujgcych
zmiany ztosliwe (a), fagodne (b)
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Tabela 2. Ekstrakcja cech - fragment wygenerowanego pliku csv

Filename M-11940-x40-11.tif

Area 63.742286 | 56.905775 | 105.95355 | 142.95014
Centroid1 419.158857 | 385.72644 | 437.20036 | 592.59139
Centroid2 43.581205 | 13.734020 | 27.73754 | 27.492040
MajorAxisLength 70.317614 | 31.572930 | 52.10685 | 56.194247
MinorAxisLength 2.025398 1.266600 | 1.405229 | 1.690639
CircularShapeFactor | 1.613485 2.298885 | 1.878567 | 2.044019
ElongationA 0.619777 0.434994 | 0.532321 | 0.489232
ElongationB 0.450630 0.420220 | 0.514900 | 0.412479
Roundness 723.000000 | 18.000000 | 128.00000 | 204.00000
Convex Defficiency | 0.784778 0.900434 0.846543 | 0.872154
Eccentricity 211.047000 | 72.364000 | 139.24500 | 147.42400
Perimeter 208.309714 | 196.92097 | 205.55193 | 202.78787
Meanlintensity 134 154 153 151
MinIntensity 231 225 229 233
MaxIntensity 63.742286 | 56.905775 | 105.95352 | 142.95014

Wyniki i propozycje dalszych prac

Na podstawie autorskiego algorytmu zaproponowanego
w [22] dokonano wyboru najbardziej skutecznej
reprezentacji koloru. Na rysunku 3 przedstawiono wyniki dla
wybranych obrazéw histopatologicznych.  Najwieksza
wykrywalnos¢ jader komérkowych dla zmian patologicznych
tagodnych i ztosliwych uzyskano na kanatach R oraz GB
reprezentacji kolorow RGB. Zaproponowano proces
ekstrakcji cech jgder komoérkowych na cyfrowych obrazach
histopatologicznych. Obliczenia przeprowadzono dla jader
komoérkowych wyselekcjonowanych na 60 wybranych
obrazach. Przyktadowy obraz z oznaczonymi jadrami
przedstawiono na rysunku 2. Przyktadowe dane, ktére
finalnie zapisywane sg do pliku w formacie csv, znajdujg sie
w tabeli 2. Wyznaczone parametry morfometryczne jader
komoérkowych mogg stanowi¢ baze do automatycznej
klasyfikacji zmian patologicznych, co bedzie stanowito
kolejny etap prac. Réwnolegle prowadzone bedag prace
z zakresu wspomagania komputerowego wyodrebniania
diagnostycznych fragmentéw obrazéw histopatologicznych.
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