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Santrauka

Kolageno gijos yra paprasCiausi jungiamojo audinio elementai. Subtili Sio audinio
struktiira pakinta esant jvairioms Zmogaus organizmo patologijos, o ypac¢ - tvirty
audiniy navikuose. Todé¢l, kolageno gijy atpazinimas ir detalus kiekybinis
charakterizavimas yra itin svarbus jvairiy patologiniy bukliy klasifikavimui. Kolageno
strukttiros biologiniy audiniy preparatuose vizualizavimui naudojami labai jvairs
metodai. Daugelis jy (tokie kaip - elektroniné mikroskopija, atominés jégos
mikroskopija, antros harmonikos generacijos mikroskopija) yra apriboti tik
specializuotam naudojimui dél daznai aukStos jrangos kainos, sudétingo méginio
paruosimo, ir daznai - mazo matymo lauko. Siame kontekste, gerokai pigesné ir labiau
iprasta Sviesiné mikroskopija yra ignoruojama, nes negali pasiiilyti tokio detalumo
lygio kaip anks¢iau paminétos specializuotos mikroskopijos rasys.

Siame tyrime, apmokéme pilnai konvoliucinj gilaus mokymo neuroninj tinklg
atpazinti kruties vézio naviky kolageno struktiira Sviesinés mikroskopijos vaizduose.
Kolageno struktorai charakterizuoti iSgauti parametrai buvo validuoti kliniskai
nedideléje kriities vézio pacienty imtyje. Sukurtas modelis be jokios specifinés
adaptacijos buvo pritaikytas kolageno struktiirai atpazinti ir kity tipy naviky vaizdams,
bei nevéziniy patologiniy biikliy vaizdams.

Sis modelis leis tiksliau charakterizuoti tiriamy naviky lasteliy populiacijas jvertinant
ju mikroaplinka, sgveika su kitais navikinio audinio komponentais, organizmo

imunine sistema.

ReikSminiai ZodZiai: naviky mikroaplinka, kolageno gijos, Sviesaus lauko

mikroskopija, gilaus mokymo neuroninis tinklas.
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1 Ivadas

Skaitmeniniai véZio patologijos vaizdai turi daug véZzinio susirgimo diagnozei svarbiy
pozymiy, tokiy kaip véZzio Iasteliy morfologija, ar véZzinio audinio mikroaplinka, kuriy
subtilius poky&ius turi atpazinti gydytojas patologas. Sig uzduotj smarkiai apsunkina
vézinio audinio heterogeniSkumas, atsirandantis dé¢l kloninés naviky evoliucijos, kuri
yra biidinga daugumai vézio tipy [1]. Kiekvienas navikas yra genetiskai unikalus dél
skirtingo pavieniam naviko klone egzistuojanCiy mutacijy skaicius. D¢l Sios
priezasties net ir to paties naviko lastelés gali turéti skirtingg morfologija ir fenotipa,
bei skirtingai sgveikauti su naviko mikroaplinka. Yra zinoma, jog besiformuodamas
navikas aktyviai moduliuoja sau palankia mikroaplinkg: suformuoja savo
kraujagysles, perorganizuoja kolageno gijy tinkla, sutrikdo imuning¢ sistema,
uzsitikrina kelius plitimui. Naujausi tyrimai rodo $ios ypatingos saveikos svarbg
bendram naviko piktybiniam potencialui ir itin didele jtaka daugelio prieSvéziniy
terapijy efektyvumui [2, 3].

Naviky mikroaplinka (angl. tumor microenvironment (TME)) tai aplinka, kurioje
navikas egzistuoja. | ja jeina aplinkinés kraujagyslés, jvairios imuninés ir uzdegiminés
lastelés, jungiamojo audinio lastelés (fibroblastai), signalinés molekulés ir
tarplgsteliné medziaga. Pastarasis naviko mikroaplinkos komponentas (angl.
extracellular matrix (ECM)) didzigja dalimi sudarytas i§ baltymo kolageno gijy ir
sudaro specifing erdving struktiira - tinkla, kuriame jsitvirtina naviko lastelés. Si
subtili struktiira pakinta esant jvairioms zmogaus organizmo patologijos, o ypac -
tvirtyjy audiniy navikuose. Tod¢l, kolageno gijy atpazinimas ir detalus kiekybinis
charakterizavimas yra itin svarbus jvairiy patologiniy bikliy klasifikavimui.

Kolageno struktiiros vizualizavimui naviky (ir bendrai visy zmogaus audiniy)
preparatuose naudojami labai jvairis metodai - antros harmonikos generacijos [4],
poliarizuotos Sviesos ir skysty kristaly poliarizuotos Sviesos [5], elektroniné ir
skanuojanti elektroniné [6], atominés jégos mikroskopijos [7]. Daznu atveju tai brangi
ir sudétinga jranga reikalaujanti ypatingo audiniy paruo$imo, ar net patyrusio optikos

inZinieriaus darbo.
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2 Tyrimo motyvacija

Skaitmeninis patologijos vaizdy apdorojimas ir analizé patologijoje néra naujiena.
Pirmieji darbai skaitmeninés patologijos srityje siekia 90-uosius metus [8,9]. Siame
tyrimy lauke paskutinius keleta mety itin efektyviai naudojami neuroniniai tinklai
[10]. Palyginti pigi ir medicinoje jprasta Sviesiné mikroskopija taip pat naudojama
kolageno strukttirai charakterizuoti [11], taciau dél nepakankamo detalumo lygio
kiekybiniai kolageno gijy matavimai Sviesin¢je mikroskopijoje apribojami rankiniu
tam tikry pozymiy anotavimu ir skai¢iavimu, bei labai apibendrintu, kategoriniu
rezultaty vertinimu. Rankinis ir dél to 1étas aukstos kvalifikacijos mediko darbas §j
kolageno strukttiros vertinimo biidg padaro taip pat ir brangiu. Tenka konstatuoti, jog
Siandien néra publikuoty metody leidZianciy automatizuotai iSgauti kolageno struktiirg

i§ Sviesinés mikroskopijos naviky patologijos vaizdy.

3 Eksperimentai ir rezultatai

Siame tyrime, apmokéme pilnai konvoliucinj gilaus mokymo neuroninj tinklg
atpazinti naviky kolageno struktiirg Sviesinés mikroskopijos vaizduose. Kolageno
struktiirai charakterizuoti iSgauti parametrai buvo validuoti kliniskai. Sukurtas
modelis be jokios specifinés adaptacijos buvo pritaikytas kolageno struktiirai atpazinti

ir kity tipy naviky vaizdams, bei nevéziniy patologiniy bikliy vaizdams.

3.1 ,U-Net“ tinklo architektiira
»U-Net“ yra konvoliucinis neuroninis tinklas sukurtas biomedicininiy vaizdy

segmentavimui. Tinklo architektiira yra pilnai konvoliuciné - jame néra nei vieno
tankiai sujungto sluoksnio. Pagrindiné tinklo ypatybé ta, jog jis susideda i§ dviejy
daliy - uzkoduojanéios ir iskoduojancios. Si U raidés pavidalo tinklo forma lémé ir
pavadinimg. Uzkoduojanti tinklo dalis yra jprastas konvoliucinis tinklas, kuriame
vaizdo erdviné informacija ,,suspaudziama* dél pakartotinai taikomy konvoliucijy, o
pozymiy erdvé iSple¢iama. ISkoduojanti tinklo dalis tai seka transponuoty

konvoliucijy ir apjungimy su lygiagreciy uzkoduojancios tinklo dalies sluoksniy
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pozymiais. Tokia tinklo architektiira leidzia dirbti su mazomis mokymo vaizdy

aibémis [12].

3.2 Etaloniniai duomenys
Tinklui apmokinti naudoti 256 x 256 pikseliy dydzio anotuoti kriities vézio naviky

vaizdo blokai. Kolageno strukttirai iSrySkinti pritaikytas specifinis histologinio
preparato dazymo metodas ,,Sirius-Red” dazu. Sis dazas kolageno gijas nudaZo

ryskiai raudonai (1.pav).

Syl .
Z‘\J‘ n.l«’ ‘}n_ -
| : n /\/

»

1 pav. Etaloniniai vaizdai ir kolageno anotacijos.

Viso anotuota 116 vaizdo bloky. Apmokymo vaizdy imtis iSplésta iki 464 bloky

taikant vaizdo pasukimg.

3.3 Modelio schema
Bandymy metu buvo parinkti tinkamiausi modelio parametrai - ,,elu (eksponentiné

linijin¢) aktyvacijos funkcija tarp visy konvoliucijy, ir sigmoidin¢ funkcija rezultaty
iSvedimo sluoksniui. Apsimokymo efektyvumas buvo stebimas pagal ,Jackard“
indeksa, mokymo paklaida matuojama binarine krosentropija. Neuroninis tinklas buvo
mokomas 1000 epochy, taciau maksimaly tikslumg pasieké jau po 300 ir buvo

uzfiksuotas Sioje buisenoje. 2 paveiksle pateikiama principiné viso modelio schema.
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New images

Trainingimages

Neural network
training

Fiber branches

Annotations

Predictions

2 pav. Principiné modelio schema.

3.4 Kolageno struktiiros pozymiai
Po neuroninio tinklo apmokymo, buvo iSanalizuoti 93 kriities vézio naviky vaizdai (3

pav, didesnés raiskos vaizdas - 1S pav. priede ).

3 pav. Originaliis (virSuje) ir neuroniniu tinklu iSanalizuoti (apacioje) kriities vézio

naviky vaizdai.

Kolageno struktiiros vaizdams buvo skaiiuojami jvairlis parametrai grubiai

suskirstyti | grupes - gijy geometrijos parametrai, gijy krypties parametrai, fraktalinés
DMSTI-DS-07T-18-2 7



charakteristikos, tekstiiros charakteristikos. Viso kiekvienam analizuotam vaizdui

buvo iSgaunami 24 parametrai (4 pav. ir 1S lentelé priede).

4. pav. Kolageno struktiiros pozymiai.

Siame tyrime kolageno gijomis vadiname neuroninio tinklo sugrazintus atskirus
objektus - tai néra tikry biocheminiy kolageno gijy ekvivalentas, greiiau tai vienodai
orientuoty erdv¢je arti esanciy tikryjy kolageno gijy junginiai (literatiiroje vadinami
kolageno Sakomis - angl. fiber branches), taCiau patogumo délei toliau naudojame

»Z1jy* sgvoka.

3.5 Klinikinis kolageno struktiros pozymiy validavimas
Faktoriné kolageno struktiiros vaizdy poZymiy analiz¢ atskleidé keturis pagrindinius

faktorius paaisSkinancius variacijg duomeny rinkinyje (5 pav.):

Gijy tankis . Gijy kryptis . Gijy geometrija
o ° : > 2
SO! R T I
5 ® 5
Kolageno

heterogeniskumas

@ Gijy geometrijos pozymiai
Fraktalinés charakteristikos
&) Kolageno tekstaros pozymiai

Gijy krypties pozymiai

5. pav. Faktoriné kolageno strukttiros vaizdy pozymiy analiz¢.
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e su pirmamu faktoriumi stipria teigiama koreliacija pasizyméjo teksttros
pozymiai ir fraktalinés charakteristikos. Siy poZzymiy visuma atspindi
kolageno struktiiros heterogeniskuma;

e su antru faktoriumi stipria teigiama koreliacija pasizyméjo visi apskaiciuoti
kolageno gijy tankio pozymiai (n = 2,4,8,16);

e su treciu faktoriumi stipria teigiama koreliacija pasizyméjo gijy krypties
variabilumo poZzymiai, o stipria neigiama koreliacija pasizyméjo gijy krypties
vidutinés reik§més. Siy poZzymiy visuma geriausiai apibiidina atvejus, kuriuose
gausu trumpy jvairios krypties kolageno gijy;

e ketvirtg faktoriy geriausiai nusako kolageno gijy geometrijos pozymiai. Siy
pozymiy visuma atspindi procesg vykstant] neuroniniam tinklui jungiant
kolageno gijas i ,,Sakas® - kuo daugiau tikryjy kolageno gijy tinklas mato arti
erdvéje, tuo | platesnes ir ilgesnes Sakas gali jas apjungti. Stipria neigiama
koreliacija su ketvirtu faktoriumi pasizyméjo kolageno gijy tiesumo

parametras.

Faktorizuoti kolageno struktiiros vaizdy pozymiai buvo tirti Kokso proporcingo

pavojingumo modelyje (angl. Cox proportional hazards model):

1 lentelé. Kokso proporcingo pavojingumo modelis.

Pavojingumo 95% patikimumo intervalas
) p-verté

santykis apatiné riba | virSutiné riba

Paciento amzius 1.047 0.0240 1.006 1.090

“Gijy geometrija” (4 faktorius) 1.200 0.0148 1.036 1.389

“Kolageno heterogeniSkumas”
0.951 0.0495 0.905 0.999
(1 faktorius)

Kokso modelis atskleidzia nepriklausomus veiksnius patikimai nusakancius ligos
eiga. Matome, jog aukstesnés kolageno gijy geometriniy pozymiy vertés - platesnés,
ilgesnés ir stipriau islinkusios neuroninio tinklo atpazintos kolageno gijos (,,Sakos®)

sietinos su blogesne ligos baigtimi.
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6 pav. Kriities vézio pacienty stratifikavimas j geros ir blogos prognozés grupes pagal

kolageno gijy geometrijos poZymius.

Visiems kolageno gijy geometrija nusakantiems pozymiams (imant kiekvieng jy
atskirai) galéjome surasti slenkstines vertes, leidZian¢ias pacientus patikimai

stratifikuoti j geros arba blogos prognozés grupes (6 pav.)

3.6 Taikymo iSplétimas

Neuroninis tinklas apmokintas atpazinti kolageno struktira kriities vézio naviky
vaizduose, be jokios papildomos adaptacijos, be papildomo apmokymo buvo
iSbandytas tiek su skirtingy patologijy, tiek ir skirtingais histocheminiais dazais
nudazyty preparaty vaizdais - kito vézio tipo naviky vaizdais (limfomos ir storosios
zarnos vézio), sveikos ragenos vaizdais, inksty transplanty audinio vaizdais (7 pav. ir

28, 38, 4S, 58S paveikslai priede).
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7 pav. Du to paties kriities vézio naviko mikropreparatai nudazyti skirtingais dazais -
»Sirius-Red” ir ,,HE® (virsuje, i$ kairés | deSing) ir atitinkamai jy kolageno struktiros

atpazintos to paties U-net modelio (apacioje).

3.7 1svados
Gilaus mokymo neuroninis tinklas gali biiti efektyviai iSmokintas atpazinti kliniSkai

reikSmingg kolageno struktiira Sviesinés mikroskopijos vaizduose. Tai pilnai
automatinis ir pigia vaizdinimo technologija paremtas kolageno strukttiros analizés
metodas.

Metodo lankstumas leidzia jj naudoti ne tik navikiniy patologijy tyrimuose ir
diagnostikoje, bet ir pritaikyti kity su kolageno pokyciais susijusiy patologijy

tyrimuose.
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Priedai

1S lentelé. Kolageno struktiiros pozymiai.

Gijy geometrija
FW Plotis (Fiber width)
FL ligis (Fiber length)
FP Vidurio linija (Fiber path)
FS Tiesumas (Fiber straightness) | =FL/ FP
FD2 Tankis (Fiber density), n=2 vidutinis atstumas iki
FD4 Tankis, n=4 n kaimyny
FD8 Tankis, n=8
FD16 Tankis, n=16
Gijy kryptis
stdMag Krypties stiprumo variacija
meanMag Krypties stiprumo vidurkis
medianMag Krypties stiprumo mediana
stdAng Krypties kampo variacija
Kolageno struktiros fraktalinés charakteristikos
frdM
ro%e Fraktaliné dimensija
frdAng
lacMa
g Lakunarumas

lacAng

Kolageno struktiros tekstiiros parametrai
enrMa

g Energija

enrAng
conMag

Kontrastas
conAng
homMa

g Homogeniskumas

homAng
entAng ..

Entropija
entMag
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1S pav. Neuroninio tinklo atpazinta kolageno struktiira.

14
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2S pav. limfoma, kauly ¢iulpy audinyje. Preparatas dazytas GSPS metodu (virSuje) ir
kolageno struktiira (apacioje)
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3S pav. storosios zarnos vézio preparatas dazytas ,,Sirius-Red* metodu (virSuje) ir
kolageno struktiira (apacioje)
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4S pav. Sveikos ragenos preparatas dazytas PAS metodu (virSuje) ir kolageno
strukttira (apacioje)

DMSTI-DS-07T-18-2 17



58S pav. Inksto biopsija nudéiyta ,»Sirius-Red* metodu (virSuje) ir klageno struktiira
(apacioje)
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