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WYKAZ SKROTOW

AOI (ang. area of interest)- obszar zainteresowania w analizie obrazow

H+E- hematoksylina i eozyna

HSI (ang. hue, saturation, intensity)- (ton, nasycenie, jasno$¢) model opisu przestrzeni
barw

HSV (ang. sue, saturation, value)- (odcien barwy, nasycenie barwy, jasno$¢ barwy)-
model kodowania barwy w obrazie cyfrowym

MMP2- metaloproteinaza-2 macierzy

NAF (ang. the nuclear area factor)- parametr jadrowy

PCNA- jadrowy antygen komorek proliferujacych

PHINP- aminokoncowy peptyd prokolagenowy

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

TIMP1- tkankowy inhibitor metaloproteinazy-1

VSI- format zapisu obrazu w skanerze DotSlide
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Rozdzial I. WSTEP

I.1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwo6j technik mikroskopowych i informatycznych umozliwia w
dzisiejszych czasach nie tylko rejestracje obrazow mikroskopowych wybranych w
sposob subiektywny z preparatu histologicznego przy uzyciu mikroskopoéw cyfrowych,
ale calych preparatow histologicznych przy pomocy skaneréw preparatow. Cyfrowy
zapis zeskanowanego catego preparatu lub jego fragmentu istotnego diagnostycznie to
preparat wirtualny, ktory zachowywany jest w komputerowej bazie obrazow
morfologicznych. Ocena preparatu wirtualnego mozliwa jest dzigki mikroskopii
wirtualnej. Mikroskop wirtualny to system integrujacy mikroskop optyczny oraz
komputer z oprogramowaniem zapewniajagcym mozliwos¢ akwizycji cyfrowych
obrazow wysokiej jakosci i1 rozdzielczo$ci catych preparatoéw histologicznych.
Umozliwia on roéwniez skladanie poszczegdlnych czesci obrazu w jednorodne
kompozycje, przechowywanie danych w specjalistycznych bazach danych obrazowych i
wyswietlanie probek pobranych danych, czyli podobrazéw, na lokalnym komputerze
lub zdalnej stacji roboczej innego uzytkownika w trybie on line lub off line bez
koniecznosci fizycznego dostgpu do preparatu. Wirtualny mikroskop dostarcza
mozliwosci edukacyjne, gdzie grupa uzytkownikéw moze mie¢ indywidualny dostep 1
manipulowa¢ tym samym materiatem tkankowym przygotowanym do oceny
mikroskopowej w tym samym czasie, a takze zdalne konsultacje w czasie
rzeczywistym, gdzie lekarze nawet z roznych czesci §wiata widza ten sam preparat
przez Internet, przyjmujac ze zostal on zeskanowany i umieszczony w dostepnej bazie
danych obrazowych (Hamilton i wsp., 2012).

Glownym problemem zwigzanym z funkcjonalnos$cig wirtualnych mikroskopow jest
efektywno$¢ przegladania obrazéw o duzych rozmiarach z catych kolekcji obrazow.
Przyktadowo, uzywajac cyfrowego mikroskopu pobieranie pojedynczego punktu
(plamki) na preparacie daje na obrazie wielkos¢ 1000x1000 pikseli, a do pobrania
catego preparatu trzeba skanowac wszystkie jego punkty. Na przyktad, do pobrania
obrazu probki w powiekszeniu 200x moze by¢ potrzebne wykonanie 50x70 tj. 3500
"skanow", co wymaga kilku gigabajtow danych. Stwarza to rowniez duze trudno$ci w

ocenie ilosciowej preparatow odnosnie ekspresji reakcji immuno- i histochemicznych,



czy zliczania struktur morfologicznych istotnych dla opisu morfologicznego tkanek
prawidlowych badz zmienionych. Czas obliczen niezbedny od oceny morfometrycznej
tak duzego obrazu jest zbyt dlugi na komputerach duzej mocy obliczeniowej, by byt
efektywny. Z tego powodu, przed rozpoczeciem analizy morfometrycznej nalezy
dokona¢ wstgpnego przygotowania wirtualnego preparatu cyfrowego w kilku etapach.
Najpierw usung¢ te fragmenty preparatu, ktore sg bardzo ztej jakosci i nie powinny by¢
przedmiotem oceny histopatologicznej, a nastepnie dokona¢ podziatu preparatu na serie
sasiadujacych ze soba podobrazow wielkosci standardowego cyfrowego obrazu
mikroskopowego, z ktérych wybierzemy losowa probe reprezentatywng dla badanego
preparatu. Wybrane losowo podobrazy beda przedmiotem oceny morfometrycznej
metodami cyfrowej analizy obrazow.

W niniejsze] pracy postanowilam zaja¢ si¢ metodyka probkowania preparatow
histologicznych przygotowanych metoda cyfrows, a takze statystyczng oceng wptywu
jako$ci akwizycji preparatow cyfrowych oraz metody probkowania na wyniki

morfometryczne.

I.2. Akwizycja cyfrowych obrazow mikroskopowych

Rejestracja cyfrowych obrazéw mikroskopowych stata si¢ mozliwa dzigki
wprowadzeniu w wiazke optyczng mikroskopu $wietlnego kamery cyfrowej
podlaczonej do komputerowej karty archiwizacji obrazéw. Obraz cyfrowy (mapa
bitowa) reprezentowany jest przez macierz liczb, w ktorej kazdemu elementowi
odpowiadajagcemu jednemu pikselowi obrazu przyporzadkowane sg wspoirzedne jego
potozenia w obrazie oraz barwa w okreslonej przestrzeni kolorow (np. RGB, HSI,
odcieni szarosci). Obecnie wykorzystuje si¢ w mikroskopii kamery cyfrowe z matryca
CCD sktadajacej si¢ z elementéw $wiatloczulych rownomiernie rozmieszczonych na
ptytce. Liczba elementow $wiattoczutych wplywa na rozdzielczo$¢ rejestrowanego
obrazu. Zwigkszanie ich liczby jest jednak ograniczone zdolno$cig rozdzielcza
mikroskopu, stad bardzo istotng informacja jest rozdzielczo$¢ mierzona liczbg
mikrometrow przypadajacych na 1 piksel obrazu (Gabril i wsp., 2010, Giansanti i wsp.,
2010, Filipiak i wsp., 2011).

W praktyce histopatologicznej istnieje jednak potrzeba archiwizowania nie tylko

wybranych fragmentéw preparatu w postaci kilku lub kilkunastu obrazéw cyfrowych,
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ale calej jego powierzchni. W tym celu stworzono systemy mikroskopowe wyposazone
nie tylko w kamerg, ale rowniez w zmechanizowany stolik, ktoérego ruch jest
kontrolowany elektronicznie. Oprogramowanie sterujgce takim systemem pozwala
podzieli¢ automatycznie powierzchni¢ catego preparatu na rowne pola, najczesciej
kwadraty lub prostokaty i utworzy¢ siatke np. 10x10 obrazow, z ktorych kazdy jest
rejestrowany z marginesem Kkilkunastu Iub kilkudziesieciu pikseli. Zarejestrowane
obrazy sg nastepnie taczone (ang. stiching) przy zastosowaniu techniki naktadajgcych
si¢ czgsci (ang. overlapping parts) sasiadujgcych obrazéw (ryc.l). W rezultacie
rejestrowania kolejnych obrazow wprowadzanych przez ruchomy stolik w wiazke
optyczng mikroskopu powstaje obraz calego preparatu histologicznego (ang. whole

slide image), ktory jest archiwizowany na twardym dysku komputera.

e

T

Ryc. 1. Fragment zeskanowanego preparatu histologicznego z widocznym podziatlem na rowne
pola. Miejsca taczenia poszczegélnych przylegtych pol tego preparatu przy roéznych
powigkszeniach przedstawiono na dwoch sgsiednich zdjeciach.

Rosngce oczekiwania uzytkownikow oraz rozwdj technik optoelektronicznych
przyczynity si¢ do stworzenia urzadzen taczacych funkcje mikroskopu optycznego i
kamery cyfrowej: skanerdw preparatow histologicznych. Cz¢§¢ mechaniczna skanera
pobiera szkietko podstawowe, na ktorym znajduje si¢ preparat histologiczny z
podajnika, ktory moze pomies$ci¢ nawet kilkadziesigt szkielek i umieszcza je na
ruchomym stoliku sterowanym elektronicznie (ryc.2). Rejestracja calego preparatu
histologicznego wymaga konieczno$ci odrdznienia go od tla. Jest to mozliwe dzigki
zainstalowanej w skanerze kamerze podgladowej, ktéra szybko rejestruje obraz catego

preparatu (ryc.3). Te cze$ci obrazu, ktorych barwa i jasno$¢ zawierajg si¢ w
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wyznaczonym przedziale odpowiadajagcym preparatowi zostaja sklasyfikowane jako

obiekt, a pozostate jako tto.

Ryc.2. Skaner preparatow histologicznych Mirax-Midi (Carl Zeiss) wraz z podajnikiem, ktory
umozliwia automatyczne skanowanie preparatow.

Ryc. 3. Okno dialogowe programu Mirax Viewer (Carl Zeiss) prezentujgce miniatury
zeskanowanych preparatow oraz panoram¢ wybranego do analizy preparatu.
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Mozliwos¢ wizualnej kontroli dzigki kamerze podgladowej pozwala na oceng
poprawnosci zdefiniowania przedziatu barwy 1 jasnosci preparatu. Nastepnie za pomoca
kamery o znacznie wyzszej rozdzielczosci i obiektywie powigkszajacym 20x lub 40x
urzadzenie skanuje wybrany uprzednio preparat. Skaner posiada funkcje autofocus
pozwalajagcg na automatyczne ustawienie ostro$ci obrazu, dzieki czemu uzyskujemy
bardzo dobrg czytelno$¢ catego preparatu. Zeskanowany obraz zostaje zachowany na

twardym dysku komputera sterujacego prace skanera lub na dysku zewngtrznym.

1.3. Mikroskop wirtualny

Mikroskop wirtualny to komputerowa emulacja mikroskopu $wietlnego, a caty
proces akwizycji, archiwizacji obrazéw cyfrowych oraz ogladanie preparatow
wirtualnych przez obserwatora (morfologa, telepatologa badz innego specjaliste, a
takze studenta) to mikroskopia wirtualna (Coleman, 2009). Dostepne obecnie skanery
preparatow lub systemy do mikroskopii wirtualnej, np. Aperio ScanScope, Carl Zeiss
MiraxScan, Hamamatsu C9600 Nano Zoomer Digital Pathology

(http://www.aperio.com, http://www.zeiss.de/mirax, http://jp.hamamatsu.com/products)

wyrozniajg si¢: mozliwosciag skanowania wielu preparatéw umieszczonych na
szkietkach podstawowych, doskonatg jakoscig obrazéw cyfrowych i programami do
ilosciowej analizy obrazow (morfometrii, ilo§ciowej immunohistochemii czy
immunofluorescencji).

Cyfrowy zapis zeskanowanego preparatu zapisany w komputerowej bazie danych moze
by¢ przegladany i analizowany w dowolnie wybranym fragmencie skrawka, w szerokim
zakresie powigkszen, bezposrednio na monitorze komputerowym, bez konieczno$ci
uzywania mikroskopu (Feit 1 wsp., 2008, Rocha i wsp., 2009, Paulsen i wsp., 2010).
Jest to mozliwe dzigki internetowym przegladarkom preparatow wirtualnych, np.
Olympus web viewer, Aurora, Aperio. Mozliwosci 1 zalety tych trzech wymienionych
przegladarek sa zroznicowane, stad ich wybor zalezy od potrzeb 1 oczekiwan
morfologéw (Rojo 1 wsp., 2008). Analiza wybranego fragmentu obrazu przebiega przy
dowolnym powigkszeniu od 0,2x do 40x, ktére nie musi pokrywaé si¢ ze
standardowymi powigkszeniami obiektywow mikroskopowych (np. 5x, 10x, 20x, 40x).

Specjalistyczne oprogramowanie, np.
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e OlyVia (http://olyvia.software),

e Panoramic Viewer (http://www.3dhistech.com/pannoramic viewer)

e Mirax Viewer (http://mirax-viewer.software)

e eSlideViewer (http://www.aperio.com/lifescience/eslide/view)

e NanoZoom Digital Pathology viewing software

(http://www.hamamatsu.com/jp/en/product/category/5002/5007/index.html)

umozliwia obserwacj¢ panoramiczng catego preparaut, jak rdéwniez szczegotowq analizg
wybranego fragmentu przy wiekszym powigkszeniu (ryc. 4 - 6).
A

T Gt Vow Dssbua bmoge Touh Windon Holb
G- 42 % 2 [@aQe: DIES &:-
(557 bt s (8 57t Ym0 52 Bt s (8 57 St T 7571 oo (TR B Ot
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Ryc.4. Analiza wybranego fragmentu cyfrowego preparatu w programie OlyVia
(Olympus) przy powigkszeniach: (A) 4x i (B) 8x.
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Ryc.5. Analiza wybranego fragmentu cyfrowego preparatu w programie OlyVia (Olympus)
przy powigkszeniach: (A) 10x i (B) 20x.
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Ryc.6. Okno dialogowe w programie OlyVia (Olympus). W prawej czesci okna widoczna jest
miniatura badanego preparatu, a czerwony prostokat wskazuje wybrany fragment, ktory przy
dowolnym powigkszeniu (oznaczone strzatka) jest prezentowany w oknie gtownym programu.
Okno galerii (oznaczone strzatka) prezentuje miniaturki ikon analizowanych wirtualnych

preparatow.
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I.4. Mikroskopia wirtualna w edukacji i telemedycynie

Mikroskopia wirtualna znalazta swoje zastosowanie w edukacji, telediagnostyce
oraz telekonsultacjach, ktore mogg by¢ prowadzone zardbwno w czasie rzeczywistym,
jak i w trybie off line. Integralng czeScia rozwijajacej sie¢ dynamicznie $wiatowej
telemedycyny stala si¢ telepatologia. Rozwoj technologii informatycznych i
telekomunikacyjnych oraz integracji mikroskopii wirtualnej z informatycznymi
systemami szpitalnymi stwarzaja znacznie lepsze warunki wspolpracy patologa z
Klinicystami w codziennej praktyce (Marchevsky i wsp., 2006). Telepatologia to
diagnostyka  histopatologiczna na  odleglosé,  wykorzystujaca  technologie
telekomunikacyjne do przesytania obrazéw patomorfologicznych miedzy odlegtymi
placowkami (Hitchcock, 2011). Jej zalety to:

» mozliwo$¢ konsultacji 1 dyskusji na odleglos¢ migdzy specjalistami klinicznymi,

« zdalna kontrola jako$ci (w relacji patolog i laboratorium referencyjne),

* edukacja,

* badania i wspolpraca naukowa.

Z uwagi na to, ze budowa tkanek jest w szczegdlnosci podstawa nauczania histologii,
czy patomorfologii, preparaty wirtualne wykorzystywane s3 w wielu osrodkach
naukowo-dydaktycznych do nauczaniu tych dyscyplin medycznych realizujac rowniez
nauczanie przez Internet (e-learning). Taka metoda ksztalcenia jest odbierana jako
narzg¢dzie dydaktyczne poprawiajace jakos$¢ ksztalcenia nie tylko przez nauczycieli tych
przedmiotdw, ale rowniez przez studentéw (Goldberg i wsp., 2007, Fonyad 2010, Merk
I wsp., 2010). Wirtualne preparaty histologiczne dostepne w Internecie umozliwiaja
nauke poza laboratorium w czasie dogodnym dla studenta. Ponadto, wirtualna
mikroskopia  zapewnia latwiejszy dostgp do  preparatow  “unikatowych”
dokumentujacych wyjatkowe przypadki zmian patomorfologicznych (Dee, 2009).

W Internecie dostepnych jest juz wiele zasobow wirtualnych preparatow

histologicznych, np. www.path.uiowa.edu/virtualslidebox (The Univeristy of lowa

City), www.meddean.luc.edu/lumen/MedEd/Histo/virtualhistology.htm (Loyola

University of Chicago), http://www.webmicroscope.net/atlases/breast/brcatlas_start.asp

(Digital Atlas of Breast Histopathology), www.caom.pl (Centrum Obrazéw
Morfologicznych w Katedrze Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im.

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu).
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Wymiana opinii moze odbywac si¢ w obrebie jednej instytucji lub pomigdzy réoznymi
oSrodkami (wirtualne instytuty). W ten sposob udost¢pnianie wynikéw wilasnych
obserwacji zawierajacych wysokiej jakosci obrazy staje si¢ efektywnym narzedziem
upowszechniania wynikow badan naukowych oraz prowadzenie merytorycznej dyskus;ji
nad kierunkami dalszych etapéw badan (Dee, 2006, Lundin, 2009, Nielsen i wsp.,
2010).

1.5. Probkowanie cyfrowych preparatow histologicznych

Ocena morfometryczna catego preparatu jest bardzo czasochtonna, a jeden
preparat czesto nie wystarcza do postawienia diagnozy choroby, stad szczegdlnie w
razie konieczno$ci oceny kilku preparatow z biopsji chorego warto dokonaé ich
probkowania. Przyjmijmy, ze kazdy dobrej jako$ci preparat z jednego bioptatu jest
probka histologiczng, z ktorej wybierzemy losowo podobrazy o rozmiarach
standardowego zdjecia mikroskopowego (pola widzenia). Zbior wybranych
podobrazéw powinien stanowi¢ reprezentatywng probe badanego preparatu. Celowe
wlaczanie lub usuwanie pewnych fragmentow obrazu (celowy wybor podobrazow)
zwigksza w znaczacy sposob obciazenie statystyczne wynikow analizy.

Przyjmujac, ze proba reprezentatywna analizowanego preparatu jest zbidér wybranych
losowo jego podobrazéw, mozemy oceni¢ na przyktad liczb¢ komorek, jader
komorkowych, w ktorych okres§lono zmiany morfologiczne badz obszar ekspres;ji
reakcji histo- i/lub immunohistochemicznej.

Preferowanym sposobem przygotowania proby reprezentatywnej  preparatu
histologicznego jest podziat catego preparatu na kwadraty lub jednakowej wielkos$ci
prostokaty tworzac w ten sposob siatke przylegajacych do siebie ponumerowanych
kolejno podobrazéw, ktére moga by¢ wybierane do analizy morfometrycznej metoda
losowania prostego lub losowania systematycznego (ryc.7).

Losowanie proste polega na wyborze podobrazéw o numerze wskazanym przez
generator liczb losowych z przedzialu liczb od 1 do n, gdzie n oznacza liczbe
kwadratow (prostokatow) siatki.

Losowanie systematyczne polega na wyborze co krotnego kwadratu (prostokata) siatki
(ryc.8).
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Ryc.7. Probkowanie preparatow histopatologicznych, materiat z biopsji watroby wybarwiony
czerwienig Syriusza (A). Probkowanie preparatu wirtualnego w powigkszeniu: losowe proste
(B), losowe systematyczne (C).

Ryc.8. Systematyczne probkowanie losowe podobrazow preparatu. Najpierw losujemy
lokalizacje pierwszego podobrazu. Nastepne podobrazy sa wybierane systematycznie (kazdy k-
ty podobraz) (Russo, 2007).
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1.6. Szacowanie liczby podobrazéw w ilosciowych badaniach
morfologicznych

W badaniach ilosciowych istotne jest okreslenie niezbednej wielkosci proby. Im
wigksza proba, tym bardziej dokladne oszacowanie, jednak wzrost wielkosci proby
wiaze si¢ takze ze wzrostem kosztéw i1 czasochtonno$ci badan. Chcac tego uniknac,
zmierzamy do wyznaczenia minimalnej liczby podobrazow, ktora umozliwi nam ocene
badanego materiatu histologicznego na okreslonym poziomie ufnosci. Obliczajac
wielko$¢ proby musimy okresli¢ charakterystyke interesujgcej nas cechy. W ocenie
rozleglo$ci zmian na podstawie powierzchni reakcji histochemicznej, czy udzialu
procentowego tej reakcji w analizowanym preparacie (zmienna ciggla w ujgciu
statystycznym) mozemy wyznaczy¢ $redni procent reakcji jako parametr ja opisujacy.
Zaktadamy 95% pewnosci, ze prawdziwy S$redni procent reakcji histochemicznej
miesci si¢ w ramach okreslonego przedziatu wokét wartosci $redniej oszacowanej na
podstawie naszej proby. Przy szacowaniu wielkosci proby, nalezy uwzglednié
zmienno$¢ tej cechy w populacji generalnej. Zaktadajac, ze rozktad zmiennej w probie
jest w przyblizeniu normalny, mozemy obliczy¢ wielko$¢ proby na podstawie
ponizszego wzoru (Gang, 1999):

7282
n= dz

gdzie:

n to wielko$¢ proby;

Z to statystyka z rozktadu normalnego dla wybranego poziomu ufnosci;

S to odchylenie standardowe w populacji (np. wyniku morfometrycznego w materiale
histologicznym);

d to potowa szerokosci przedziatu, ktory jest ustalany przez badacza jako miara

doktadnos$ci oszacowan z proby.
Czesto nie znamy warto$ci odchylenia standardowego w populacji. Mozemy jednak w

przyja¢ warto$¢ tego parametru na podstawie pismiennictwa lub probowac ustali¢ na

podstawie wlasnego doswiadczenia badawczego.
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W przypadku zliczania struktur (zmienna dychotomiczna w ujgciu statystycznym)
interesujaca nas zmienng jest np. proporcja wybarwionych jader komoérkowych do
wszystkich jader okreslonego typu komoérek. Na podstawie badania pilotazowego
mozna oszacowac przewidywang warto$¢ tej proporcji. Wowczas liczebno$¢ wielkosci
proby obliczamy na podstawie ponizszego wzoru (Gang, 1999):

_Z(p(1—-p))
ST e

gdzie:

n to wielko$¢ proby;

Z to statystyka z rozkladu normalnego dla wybranego poziomu ufnosci;
p to oszacowanie oczekiwanej proporcji interesujacej nas zmiennej w populacji (np.
jader komorkowych z immunopozytywng reakcja w populacji okreslonych komorek);
d to potowa szerokosci pozadanego przedziatu ktdry jest ustalany przez badacza jako

miara doktadno$ci oszacowan z proby.

W badaniach opartych na parametrach statystyki opisowej, sposob obliczania wielkosSci
proby zalezy glownie od tego, czy interesujagcym nas parametrem jest $rednia czy
proporcja. Jesli jest to §rednia, nalezy oszacowa¢ odchylenie standardowe w populacji,
podczas gdy pozostale warto$ci we wzorze sg ustalone, natomiast jesli interesujgcym
nas parametrem jest proporcja, nalezy poda¢ oszacowanie oczekiwanej proporcji w
populacji. W niektérych badaniach podejscie do tego oszacowania polega na zatozeniu,
ze proporcja wynosi 50%, co oznacza, ze szacuje si¢ wielkos¢ proby dla najgorszego
scenariusza, gdy nie potrafimy przewidzie¢ wartosci tej proporcji.

W przypadku badan, ktére wymagaja wnioskowania statystycznego, obliczanie

wielkos$ci proby moze si¢ opiera¢ na okreslonym tescie statystycznym.

1.7. Rozpoznawanie struktur morfologicznych w preparatach
cyfrowych

Rozpoznawanie struktur morfologicznych na obrazach cyfrowych polega na
wyodrebnieniu tych elementdéw, ktore spetniajg kryteria definiujgce te struktury w

terminologii cyfrowej analizy obrazéw. Podstawowym kryterium jest zakres odcieni
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koloréw charakterystycznych dla okre§lonych struktur, natomiast czynno$cig
umozliwiajaca wyodregbnienie tych struktur z analizowanych obrazéw jest segmentacja
obrazu. Polega ona na podziale obrazu na fragmenty odpowiadajgce poszczegdlnym
obiektom widocznym na obrazie, w tym poszukiwanym strukturom morfologicznym.
Towarzyszy temu indeksacja obiektow (ang. labelling), czyli przypisanie
identyfikatorow (etykiet) do wszystkich pikseli tych obiektow, wskazujacych do
ktorego obiektu mozna przypisac¢ poszczegdlne piksele obrazu. Segmentacja umozliwia
wiec wydzielenie obszarow speiniajacych pewne kryteria jednorodnosci, np. kolor
obszaru, poziom jasno$ci i wyodrebnienie ich od tta, na ktorym wystepuja. Jedng z
najczesciej stosowanych metod segmentacji dla obrazéw zawierajacych obiekty o
stosunkowo jednorodnych powierzchniach na kontrastowym tle jest progowanie. Dla
obrazu tworzone sa histogramy zwigzane z odcieniami, nasyceniem, jasnoscig barw
badz innymi parametrami. Na podstawie histogramu dokonuje si¢ wyboru wartosci
progowej parametru. Warto$¢ wybranego parametru elementu obrazu (np. jasnosci
piksela) porownywana jest z warto$cia progowa, po czym element jest przydzielony do
jednej z dwoch kategorii: o przekroczonej wartosci progowej (piksele tla obiektu) lub
nieprzekroczonej (piksele obiektu). Po operacji progowania otrzymuje si¢ obraz
binarny:

I(X’y):{l,l(x,y)sT

0,1(x,y)>T

W przypadku, gdy histogram jest wielogarbny, a jego wierzcholki, pomigdzy ktorymi
nalezy rozpozna¢ obiekty, sa trudne do wyrdznienia, przy automatycznym stosowaniu
operacji progowania bardzo tatwo mozna doprowadzi¢ do pojawienia si¢ niewielkich
rozmiardw ,,fatszywych” struktur. Ich generowanie mozna ograniczy¢ okreslajac obszar
,jednolity” otaczajacy ,,prawdziwe” struktury poprzez kolejne dotaczanie pikseli
spetniajacych warunek progowania i znajdujacych si¢ w sasiedztwie pikseli nalezacych
juz do tego obszaru. Z tych powoddéw progowanie jest odpowiednia metoda segmentacji
struktur o do$¢ jednorodnych powierzchniach widocznych na kontrastowym tle.
Stosowanie progowania do segmentacji obrazow kolorowych jest réwniez mozliwe
(Castleman i wsp., 1998, Calvaruso i wsp., 2009, Amin i Mahmud- Ghoneim, 2011)

nalezy jednak dokona¢ tej operacji osobno dla kazdego z kanalow przestrzeni barw
(ryc.9).
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Ryc.9. Segmentacja obrazéw kolorowych w programie autorskim Filtr HSV na przykladzie
preparatbw watroby wybarwionych czerwienig Syriusza, (A) obraz oryginalny, (B) obraz po
segmentacji i jego histogramy.
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Progowanie nie zapewnia nam jednak rozpoznania naktadajacych si¢ struktur jako
oddzielnych obiektow, beda one rozpoznane jako jeden wickszy obiekt, co jest
oczywiscie btedne 1 ma ogromne znaczenie przy automatycznym zliczaniu wybranych
struktur. Rozdzielenie naktadajacych si¢ struktur mozliwe jest migdzy innymi dzieki

zastosowaniu segmentacji metodg dzialow wodnych.

1.8. Segmentacja metoda dzialow wodnych

Patrzac na obraz jak na mape¢ terenu, na ktorej poszukujemy granic miedzy
obszarami zlewisk roznych zbiornikow wodnych, w przypadku obrazu poszukujemy
obszary o matej intensywnosci koloru (tzw. lokalne minima intensywnos$ci barw), ktore
wyznaczaja tzw. ,.dzialy wodne” oddzielajacego rézne obszary. Aby uzyskaé jak
najlepszy wynik, zwigksza si¢ kontrast obrazu w taki sposob, aby zmniejszy¢ ilo$¢
minimow lokalnych. Czesto stosowang technikg zwigkszenia kontrastu jest filtrowanie
obrazu przy pomocy transformat ,.top-hat” 1 ,bottom-hat”. Wynikiem zastosowania
transformaty ,top-hat” jest réznica pomigdzy obrazem oryginalnym, a obrazem
powstaltym po zastosowaniu operacji morfologii matematycznej: otwarcia obrazu,
natomiast wynikiem transformaty ,,bottom-hat” jest roznica pomigdzy wynikiem
zamknigcia obrazu (dzialanie morfologii matematycznej) a obrazem oryginalnym
(Coster i Chermant, 1989, Serra i Soille 1994, Shih, 2009, Toennies, 2012). Do obrazu
oryginalnego dodaje si¢ obraz wynikowy transformaty ,,top-hat”, nastepnie odejmuje
obraz wynikowy tranformaty ,bottom-hat” i1 tworzy jego negatyw, na ktorym
poszukujemy minima lokalne o zadanej przez uzytkownika intensywnosci koloru. Po
usuni¢ciu niepotrzebnych szuméw z obrazu otrzymujemy dzialy wodne, ktore
pozwalajg dokona¢ rozdzielenia naktadajacych si¢ na siebie obiektow (ryc.10).
Prawidlowe przeprowadzenie segmentacji metoda dzialow wodnych zalezy od

umiej¢tnosci poszukiwania miniméw lokalnych obrazu.
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Ryc.10. Segmentacja metoda dziatdéw wodnych w programie ImagelJ: (A) obrazy oryginalny
(zrédto: http://rsh.info.nih.gov/ij), (B) obraz po segmentacji. Zrodto: http://rsb.info.nih.gov/ij

Przedstawione wyzej metody rozpoznawania struktur zostaty wykorzystane w niniejszej
pracy do analizy morfometrycznej barwienia histochemicznego bioptatow watroby oraz

automatycznego zliczania struktur z dodatnig ekspresja reakcji immunohistochemiczne;j.

1.9. Wybrane metody diagnostyki wloknienia watroby

Wildknienie wigze si¢ ze stalym, nadmiernym odktadaniem si¢ sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz zmian proporcji jej elementow, prowadzacym do
przerostu, twardnienia i bliznowacenia tkanek. Do czynnikow, ktore mogg wywotywaé
widknienie naleza m.in. przewlekle infekcje wirusowe, bakteryjne, grzybicze,
pasozytnicze, a takze reakcje autoimmunologiczne, substancje toksyczne i
promieniotworcze (Guarino i wsp., 2009). Badajac dynamike proceséw zachodzacych
w trakcie nadmiernego odktadania si¢ macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz aktywnosc
miofibroblastow pod postacig syntezy kolagenu, podjeto proby odnalezienia markerow
charakterystycznych dla tych procesow. Wykazano migdzy innymi, ze aminokoncowy
peptyd prokolagenu III (PIIINP) oraz kolagen typu IV bedace produktami ubocznymi
procesu tworzenia kolagenu, a takze metaloproteinaza-2 (MMP2), tkankowy inhibitor

metaloproteinazy-1 (TIMP1) naleza do enzyméw biorgcych bezposredni udziat w pro-
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cesie przebudowy tkanki tacznej (Aita i Harrison, 2008, Bataller i Brenner, 2005).
Boeker i wsp. (2002) wykazali przydatnos¢ TIMP1 i MMP2 do wykrywania marskosci
watroby, natomiast w diagnostyce wtoknienia jedynie TIMP1 okazat si¢ przydatny.

Zlotym standardem w diagnostyce wildknienia watroby jest badanie
histopatologiczne wycinka biopsji watroby. Zgodnie z rekomendacjami Polskiego
Towarzystwa Hepatologow dotyczacego oceny histopatologicznej biopsji watroby w
ocenie przewlektych zapalen tego narzadu zaleca si¢ wykonanie nastgpujacych barwien
histopatologicznych:  hematoksylina-eozyna (H+E) oraz jedno =z barwien
umozliwiajacych okreslenie zasiggu fibroplazji kolagenowej: azan, siateczka wg
Gomoriego, trichrom Massona, chromotrop (Gabriel, 2012). Obecnos$¢ i rozlegtosé
wloknienia $rédmigzszowego obrazuje si¢ rowniez metoda van Giesona oraz
barwieniem czerwienia Syriusza. Zasady klasyfikacji przewlektych zapalen watroby
oraz stopien zaawansowania choroby z uwzglgdnieniem progresji widknienia
srodmigzszu przedstawiono m.in. w pracach Walewskiej-Zieleckiej (2000) oraz
Gabriela i wsp. (2009). Czerwien Syriusza wybarwia wtokna kolagenowe tkanki tacznej
w kolorze czerwonym nie ujawniajac wildkien sprezystych, a pozostate tkanki
zabarwione sg kolorem zo6ttym. Ocena rozleglosci widknienia srodmigzszu watroby u
pacjentéw z wirusowym zapaleniem watroby typu C oraz alkoholowym uszkodzeniem
watroby na podstawie preparatow barwionych H+E i czerwienig Syriusza jest aplikacja
niniejszej pracy doktorskiej .

Podjeto tez proby wykorzystania technik radiologicznego obrazowania jako
wspomagajacych monitorowanie procesu wioknienia. Istotne zmiany w unaczynieniu
pojawiaja si¢ w zaawansowanym stadium choroby watroby, stad przy niewielkim
nasileniu wtoknienia nie wykazano przydatnosci tomografii komputerowej z mozliwo-
$cig oceny naczyn krwiono$nych oraz rezonansu magnetycznego.

Badania USG wspomagaja oceng zaawansowania wtoknienia posrednio poprzez oceng
wielkosci, echogenicznos$ci, a takze mierzenie przeptywu przez naczynia watrobowe.

W szczegdlnosci, istotne znaczenie w diagnostyce wtoknienia ma elastometria
USG (Kato i wsp., 2008, Frulio i Trillaud, 2013, Sporea i wsp., 2013). Zaleta badania
jest jego prostota i szybko$¢ wykonania (calo$¢ trwa okoto 5 minut). Glowica uzyta do
badania wytwarza ultradzwieki o malej czestotliwosci i $redniej amplitudzie. Takie fale
przechodzac przez tkanke powoduja powstawanie fal wtornych, szybkos¢ rozchodzenia
si¢ tych fal jest wprost proporcjonalna do sztywnos$ci tkanki, w ktorej pojawiaja sie.

Zmieniona w przebiegu choroby tkanka ma mniejszg elastyczno$¢ niz tkanka zdrowa
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(jest bardziej twarda) i pod wplywem zewnetrznego ucisku ulega ona mniejszym
odksztalceniom niz tkanka zdrowa. W praktyce stosowane sa rézne techniki do
uzyskania odksztatlcenia w badanej tkance. Dzigki temu mozna wyr6znic¢
sonoelastografi¢ impulsowa, fali poprzecznej, czy tez dynamiczng w czasie
rzeczywistym. Taka roéznorodnos$¢ technik sonoelastograficznych sprawia, ze sg one
coraz czgsciej wykorzystywane w diagnostyce chordb przewodu pokarmowego (Dryla i
wsp., 2009, Gierblinski, 2007). Do oceny wldknienia watroby wykorzystuje sie¢
sonoelastografie impulsowa (ang. transient elastography) i dynamiczng w czasie
rzeczywistym. W sonoelastografii dynamicznej w czasie rzeczywistym (ang. real-time
elastography), konwencjonalny aparat ultrasonograficzny jest rozbudowany o
dodatkowy modul sonoelastograficzny. Badanie polega na kontrolowanych naciskach
glowica na watrobe, pod wptywem ktorych dochodzi do odksztalcenia tkanki. Kazde
powstale odksztalcenie jest rejestrowane 1 przetwarzane przez specjalistyczne
oprogramowanie aparatu, a nastepnie przedstawiane w postaci kolorowych map, tzw.
elastogramow (ryc.11). Wraz z rejestracja obrazow elastograficznych wykonywane jest
standardowe badanie usg z obrazem B-mode watroby. Na elastogramie oznaczone sg
tkanki o r6znym stopniu elastyczno$ci w trzech podstawowych kolorach: czerwony,
niebieski i zielony. Kolorem zielonym oznaczone sa zdrowe obszary tkanki, ktore sa
elastyczne 1 migkkie, natomiast obszary objete zaawansowanym procesem widknienia
sa w kolorze niebieskim. Wszystkie inne posrednie kolory wystepujace na cyfrowym
obrazie odpowiadaja fragmentom tkanki o obnizonej elastycznosci w stosunku do
tkanki prawidlowej. Powstaly obraz elastograficzny jest zapisywany w pamigci aparatu
lub na dysku zewnetrznym, a po zakonczeniu badania moze by¢ ponownie przegladany
1 analizowany przez uzytkownika nawet bez konieczno$ci uzycia aparatury
sonoelastograficznej. Korzystajac wtedy ze specjalistycznego oprogramowania do
analizy obrazéw medycznych mozliwa jest doktadna iloSciowa ocena elastogramu (Ziol
i wsp., 2005, Ganne-Carrie i wsp., 2006).

W niniejszej pracy poréwnano wyniki sonoelastografii czasu rzeczywistego jako
metody obrazowej do wynikéw ilo$ciowej oceny preparatow watroby barwionych H+E
oraz czerwienig Syriusza wybranej grupy pacjentdéw z alkoholowym uszkodzeniem

watroby (Chmielewski i wsp., 2009).
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Ryc.11. Elastogram watroby w czasie rzeczywistym, kodowany kolorem: (A) prawidlowy
elastogram z przewaga tkanki miekkiej (kolor zielony), (B) elastogram z cechami wtoknienia,
przewaga tkanki twardej (kolor niebieski).

27



Rozdzial II. CELE PRACY

11.1. Cele pracy

Celem glownym pracy jest weryfikacja hipotezy badawczej, ze wyniki
morfometryczne zalezg od powigkszenia i rozdzielczo$ci skanowania preparatow oraz
schematu probkowania preparatu cyfrowego niezaleznie od uzytego oprogramowania
do analizy obrazéw.

Cele szczegodtowe pracy obejmuja:

1. ustalenie optymalnej metodyki skanowania preparatow histologicznych;

2. statystyczna ocena wplywu metody probkowania cyfrowych preparatow,
powiekszenia 1 rozdzielczo$ci skandéw na wyniki pomiaru morfometrycznego
uzyskane przy zastosowaniu dwoch réznych metod komputerowego
rozpoznania reakcji histo- i immunohistochemicznej;

3. Aplikacja: ocena ilosciowa reakcji histochemicznej na przykladzie analizy
skanow preparatow barwionych czerwienig Syriusza w ocenie wioknienia
$rodmigzszu watroby:

- przy r6znych powigkszeniach skanera (10x, 20x, 40x);
- przy roznych rozdzielczosciach skanera ($rednia, wysoka).

4. Aplikacja: ocena ilosciowej liczby struktur na przykladzie analizy liczby i

wielkosci jader komodrkowych z immunopozytywna reakcja PCNA w ocenie

materiatu z nowotworem jelita grubego na preparatach cyfrowych skanowanych w

powiekszeniach 10x, 20x, 40x przy roznych rozdzielczo$ciach (Srednia, wysoka).

I1.2. Uzasadnienie wyboru celow pracy

Wraz z rosnagcym zapotrzebowaniem na szybka, obiektywna, powtarzalng i
precyzyjng interpretacj¢ wynikow histopatologicznych istnieje potrzeba wdrazania
metod optymalnej rejestracji catych preparatow histopatologicznych oraz ich analizy
ilosciowej do rutynowej diagnostyki. Z drugiej strony, rozwo6j mikroskopii wirtualnej
stwarza warunki do telekonsultacji i edukacji, m.in. poprzez analiz¢ baz danych

obrazowych wraz z parametrami opisowymi analizy morfometrycznej preparatow
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cyfrowych. Ocena subiektywna i/lub manualna catych preparatéw histologicznych (na
przyktad zliczanie komorek, ocena rozleglosci reakcji) jest czasochtonna i obarczona
ryzykiem bledu z powodu zmeczenia, czy zludzenia wzrokowego. Dlatego wydaje si¢
by¢ w pelni uzasadnione poszukiwanie coraz lepszych technik automatycznej rejestracji

1 optymalnej analizy iloSciowej preparatow cyfrowych.
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Rozdzial IT1. Material i metody

II1.1. Material badany

Materiat badawczy obejmowal preparaty mikroskopowe z bloczkow
parafinowych ze zbioréw Katedry Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Materiat do oceny ilo§ciowej reakcji histochemicznej stanowity skrawki parafinowe o
grubosci 4 um z bloczkéw parafinowych bioptatéw z wyktadnikami widknienia w
przypadkach przewlektego zapalenia watroby oraz alkoholowego uszkodzenia watroby,
wybarwione hematoksyling i eozyng (H+E) oraz barwione czerwienig Syriusza (Vacca,
1985).

Materiat do oceny liczby struktur z pozytywna reakcja immunohistochemiczng
stanowily skrawki parafinowe o grubosci 4um z nowotworem jelita grubego. Reakcje
immunohistochemiczng z wykorzystaniem mysich przeciwciat anty-PCNA (klon PC10)
firmy DakoCytomation w stezeniu 1:100 wykonano wg standardowej metody ABC
(streptawidyna-biotynylowana peroksydaza) opisywanej przez Hsu i wsp. (1981).
Preparaty zostaty nastepnie ocenione przez doswiadczonego histopatologa- prof. UM dr
hab. med. Aldong Wozniak, ktéry zweryfikowal obecno$¢ mikroskopowych
wyktadnikow rozpoznania klinicznego.

Na wykonywanie badan uzyskalam pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr
253/10 z dnia 4 marca 2010r.).
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111.2. Metodyka badan

II1.2.1. Akwizycja i archiwizacja preparatow cyfrowych

Do skanowania catych preparatow histologicznych wykorzystatam skaner
DotSlide (firmy Olympus). Preparaty byly rejestrowane przy réznych powigkszeniach
(10x, 20x, 40x) oraz przy Sredniej, a nastepnie wysokiej rozdzielczosci, czyli kazdy
preparat skanowatam 6-krotnie.

Skanowane preparaty byly zapisywane w standardowym formacie oprogramowania
DotSlide — VSI.

Probkowanie podobrazéw z preparatow cyfrowych wykonalam wykorzystujac
oprogramowanie OlyVia (firmy Olympus). Proces ten polegal na wyodrebnieniu z
kazdego wirtualnego preparatu podobrazéw pod 10-krotnym powigkszeniem (ryc.12).
Wielko$¢ pojedynczego pola wyniosta 1400x800 pikseli (ryc.13). Nastgpnie kazdy
podobraz zapisywany byt w formacie JPG.

W wyniku procesu probkowania preparatow cyfrowych otrzymatam:
- 314 podobrazéw wybarwionych czerwienig Syriusza;
- 9 200 podobrazow z reakcja PCNA.

OlyVIA
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Ryc.12. Zrzut ekranowy z programu OlyVia; emulacja preparatu cyfrowego pod
powickszeniem 10x (oznaczenia w kolorze zielonym).
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Ryc.13. Uproszczony schemat probkowania preparatu wybarwionego czerwienig Syriusza.
Wielkos¢ pojedynczego pola wyniosta 1400x800 pikseli.

111.2.2. Rozpoznawanie struktur morfologicznych metodami komputerowej

analizy obrazéw mikroskopowych
W niniejszej pracy wykorzystalam w tym celu autorski program Filtr HSV

(Helak-Lapaj, praca doktorska, 2012) oraz program Image-Pro Premier (Media
Cybernetics).
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I11.2.2.1. Rozpoznawanie i analiza iloSciowa struktur w autorskim

programie Filtr HSV

Obrazy mikroskopowe byly przetwarzane w przestrzeni kolorow HSV, gdzie dla
kazdej sktadowej: H (ang. Hue- odcien barwy), S (ang. Saturation- nasycenie barwy)
oraz V (ang. Value- jasnos$¢ barwy) okre$latam odpowiedni zakres warto$ci progowych
dla reakcji histo- i immunohistochemicznej w celu przeprowadzenia segmentacji
progowej kolorowych obrazéw mikroskopowych.

Obszarem mojego zainteresowania (ang. area of interest AOl) byly widkna
kolagenowe, ktore w wyniku reakcji histochemicznej byly zabarwione na kolor
intensywnie czerwony i ktore nalezalo rozpoznaé¢ oraz wyodrebni¢ na podstawie
warto$ci progowych i oceni¢ ich pole powierzchni oraz udziat procentowy odniesiony
do powierzchni catkowitej badanej tkanki. Do obszaru zainteresowania nie nalezata
tkanka w kolorze jasnoczerwonym lub rézowym (amyloid w przestrzeni Dissego,
wdhiz naczyn krwiono$nych oraz przestrzeniach bramnych) oraz w kolorze zottym
(krople lipidowe). Przyktad obrazu wynikowego po segmentacji progowej przedstawia
rycina 14. W kolejnym kroku przeprowadzitam pomiar rozleglosci obszaru, jaki
zajmowaty wiokna kolagenowe. Dla kazdego podobrazu wybranego z preparatu
obliczano procentowy stosunek pola powierzchni widkien kolagenowych (AOI) do
wielkosci catego podobrazu (tj. 1400x800 pikseli), a nastgpniec sumowano wyniki
podobrazdéw catego preparatu.

Analogiczng procedure segmentacji przeprowadzilam na materiale z jelita grubego. W
tym przypadku celem byto zliczenie struktur jader komodrkowych w badanym
preparacie. Dobierajac odpowiednie wartosci progowe trzech sktadowych H, S, 1V
oraz okre$lajac zakres wielkosci jader komorkowych, wyodrebnione zostaty jadra
komorkowe z pozytywna reakcja antygenu PCNA (ryc.15). Nastgpnie przy pomocy
programu Filtr HSV dokonatam ich zliczenia, a wyniki usrednitam dla kazdego

preparatu.
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Ryc.14. Obraz przed segmentacjg (A) oraz po segmentacji wiokien kolagenowych (B) w
programie autorskim Filtr HSV.
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Ryc.15. Fragment wirtualnego slajdu przed segmentacja (A) i po segmentacji ze zliczonymi
strukturami PCNA (B) w programie autorskim Filtr HSV.
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111.2.2.2. Rozpoznawanie i analiza ilo§ciowa struktur w programie

Image-Pro Premier

Proces rozpoznawania struktur morfologicznych przy uzyciu tego programu
zostal wzbogacony szerokim wyborem deskryptorow obrazu (teksturalnych,
kolorymetrycznych, geometrycznych). Klasyfikatory —miaty za zadanie
przyporzadkowanie kazdego badanego obiektu do okreslonej klasy. Poszczegdlnym
klasom przypisane byly odpowiednie kolory. Dla kazdego preparatu cyfrowego
zdefiniowalam 3 klasy obiektow: klas¢ 1 stanowily wtokna kolagenowe w kolorze
intensywnie czerwonym (ryc.16), klase 2- szkietko podstawowe (ryc.17) oraz klase 3-
material bez cech wtoknienia (w kolorze jasnoczerwonym lub r6zowym oraz w kolorze
z6ltym). Po rozpoznaniu i wyodrebnieniu obszaréw witdknienia (ryc.18) wykonatam
pomiar zajmowanego przez niego obszaru, a nastgpnie uzyskane wyniki przeliczytam

na wartosci procentowe.

Ryc.16. Fragment preparatu cyfrowego i segmentacja wiokien kolagenowych wybarwionych
czerwienig Syriusza (klasa 1).
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Ryc.17.  Segmentacja widkien kolagenowych wybarwionych czerwienig Syriusza- etap
klasyfikacji pikseli, wyr6zniona klasa 2- szkietko podstawowe.

Ryc.18. Obraz wynikowy segmentacji wiokien kolagenowych wybarwionych czerwienia
Syriusza (obiekt zainteresowania zaznaczony kolorem czerwonym).
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W celu rozpoznania jader komérkowych wykazujacych pozytywna ekspresje
markera proliferacji PCNA w jelicie grubym, utworzytam 3 klasy obiektow: klasa 1- to
obiekty z dodatnig reakcjag immunohistochemiczng, klasa 2- to reszta tkanki nie
stanowigca obiekt zainteresowania, klasa 3- to szkietko podstawowe (ryc.19).
Segmentacje jader komodrkowych wykonatam metoda dziatow wodnych (ang.
watershed segmentation), ktora umozliwita rozdzielenie obiektoéw nachodzacych na
siebie lub stykajgcych si¢ ze sobg. Nastepnie przy pomocy programu Image-Pro
Premier, na kazdym podobrazie zliczone zostaly wszystkie wyodrgbnione jadra
komorkowe PCNA-pozytywne i zsumowane dla wszystkich podobrazéw calego

preparatu cyfrowego.
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Ryc.19. Fragment wirtualnego slajdu i segmentacja komoérek pozytywnych z reakcja PCNA
(klasa 1): (A) oryginat, (B) klasa 2, (C) klasa 3- szkietko podstawowe, (D) klasa 1- wynik
segmentacji, (E) algorytm dziatéw wodnych (oznaczone strzatkami powigkszenia obszarow po
watershed segmentation).

39



I11.2.3. Parametr jadrowy NAF

Dla wyodrgbnionych w procesie segmentacji i zliczonych jader komorkowych z

dodatnig reakcja PCNA, obliczylam parametr jadrowy NAF (ang. the nuclear area
factor).
Podczas analizy zarejestrowanych podobrazéw, wykorzystujac oprogramowanie Image-
Pro Premier, automatycznie zmierzono nastgpujace parametry: pole powierzchni (Ay) |
obwadd (Py) oraz okraglos¢ jadra (Cy) z dodatnig reakcja PCNA, a nastepnie obliczono
parametr jadrowy NAF stosujac wzor:

NAF :AN' CN

I11.2.4. Badania pilotazowe

W celu okreslenia niezbednej liczby podobrazéw preparatu cyfrowego
wykonalam analiz¢ morfometryczng 5 preparatow watroby wybarwionych czerwienig
Syriusza 15 preparatow z reakcja PCNA w rozpoznanych nowotworach jelita grubego.
Preparaty histologiczne zostaly zeskanowane przy pomocy skanera DotSlide (Olympus)
przy powigkszeniach 10x, 20x, 40x oraz rozdzielczosci sredniej 1 wysokiej. Dla
kazdego zeskanowanego preparatu wybrano losowo po 10 podobrazéw wielkos$ci
1400x800 pikseli. Dokonujac losowego wyboru proby skorzystalam z internetowego

generatora liczb losowych (http://www.losowe.pl/). Kazdy podobraz mégt si¢ znalez¢ w

probie tylko jeden raz, w ten sposob warunek niepowtarzalnosci liczb losowych zostat
spetniony. Wylosowane podobrazy nast¢pnie analizowatam programem Filtr HSV.
Obliczytam $redni procent wildknienia watroby na preparatach wybarwionych
czerwienig Syriusza oraz S$rednig liczbe komoérek z pozytywna reakcja PCNA.
Przyjmujac dokladno$¢ wnioskowania statystycznego na poziomie istotnosci
statystycznej 0,05 przy uzyciu programu StatMate (GraphPad Software) obliczylam
niezbedng liczbe podobrazéw preparatow cyfrowych. Wyznaczona w ten sposob

minimalna liczba podobrazéw jest rowna 20 dla kazdego preparatu.
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Jako wyniki odniesienia oceny witdknienia watroby na podstawie preparatow
histopatologicznych wykorzystano wyniki badan sonoelastograficznych tych samych 5
pacjentow z alkoholowym uszkodzeniem watroby o réznym zaawansowaniu
wildknienia, ktorych preparaty wybrano do badania pilotazowego przy ustalaniu
liczebnosci podobrazow (Chmielewski 1 wsp., 2009). Dla tych pacjentéw wykonano
oceng twardo$ci watroby aparatem Hitachi EUB 6500HV (Hitachi Medical Systems) w
Katedrze i Klinice Gastroenterologii, Zywienia Cztowieka i Choréb Wewnetrznych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Elastogramy
(obrazy bitmapowe wielkosci 3,5 x 3,5 cm) sktadaly si¢ z trzech koloréw: czerwonego,
niebieskiego i zielonego odpowiadajacych tkance migkkiej, twardej i o posredniej
twardosci. Do ilo$ciowej analizy uzyskanych elastogramow uzyto program Imagel
(http://imagej.nih.gov/ij).

Wiyniki elastografii poréwnywano z histologiczng oceng stopnia widknienia watroby.

I11.2.5. Probkowanie preparatow cyfrowych

Znajac calkowitg liczebno$¢é podobrazoéw kazdego preparatu cyfrowego (314 dla
bioptatow z watroby oraz 9200 dla tkanki z antygenem PCNA) oraz niezbg¢dng
liczebnos¢ podobrazéw, ktore nalezy wylosowaé wyznaczylam za pomoca generatora
liczb losowych 20 niepowtarzajacych si¢ numerow podobrazow (odpowiednio z zakresu

liczb od 1 do 314 oraz od 1 do 9200).

W kolejnym kroku przeprowadzitam losowanie podobrazow metoda systematyczng.
Obliczytam niezbgdny interwal, ktory postluzyl do wyznaczenia dwudziestu

podobrazéw dla kazdego preparatu.
Wylosowane w ten sposob podobrazy preparatow z reakcja histochemiczng oraz

immunohistochemiczng byly nastepnie analizowane przy pomocy programow Filtr HSV

oraz Image-Pro Premier.
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I11.2.6. Analiza statystyczna wynikow badan

Wyniki badan morfometrycznych, ktére uzyskatam przy uzyciu autorskiego
programu Filtr HSV oraz programu Image-Pro Premier (Media Cybernetics Inc.),
poddatam analizie statystycznej korzystajac z programoéw Statistica v. 10.0 (Statsoft
Inc.) oraz MedCalc (Medcalc Software byba). Dla wszystkich mierzalnych zmiennych
wyliczatam ich wartoséci $rednie oraz odchylenia standardowe. Rozktady empiryczne
wynikow morfometrycznych uzyskanych na podstawie systematycznego probkowania
preparatow oraz na podstawie probkowania losowego porownywatam testem
Wilcoxona.

W celu zweryfikowania zgodnosci wynikow roznych metod probkowania
preparatow (losowego i systematycznego) dla wszystkich wybranych ustawien skanera
(powickszenie 1 rozdzielczo$¢), obliczatam wspolczynnik korelacji Spearmana, a
dodatkowo, do oceny zgodnosci proporcjonalnej: wspolczynnik korelacji liniowe;.
Ponadto wykonano analizg regresji liniowej metodg Passinga-Bablocka.

Analiza regresji liniowej metodg Passinga-Bablocka nie ma specjalnych wymagan
dotyczacych rozkladu probek oraz btedéw pomiarowych. Rozni si¢ ona od regresji
liniowej Pearsona metoda pomiaru btedéw dla poszczegdlnych pomiarow (ktére na
wykresie przedstawiane sg w postaci linii faczacej dang obserwacj¢ z linig regresji). W
analizie regresji Pearsona wykorzystywana jest tradycyjna metoda najmniejszych
kwadratow bledow (linie sg rownolegle do osi y), natomiast w analizie regresji metoda
Passinga-Bablocka wyznaczone linie sg prostopadte do linii regresji.

Wyniki analizy Passinga-Babloka (1981) przedstawiane sg w postaci wykresu, na
ktérym naniesiona jest linia regresji wraz z 95% przedziatami ufno$ci oraz tzw. linia
tozsamosci (x=y, gdy wyniki obu badanych metod probkowania sa identyczne).
Dodatkowo mozliwe jest przeprowadzenie oceny liniowosci pomigdzy probkowaniem
systematycznym a losowym.

Ocen¢ homogeniczno$ci grup przeprowadzatam na podstawie wspolczynnika
zgodnosci Cronbacha (Cronbach, 1951), ktory przyjmuje wartosci od 0 do 1. Warto$ci
wicksze od 0,7 wskazujg na wysokg zgodno$¢ pomigdzy pomiarami.

Do weryfikacji zgodnosci wynikow morfometrycznych uzyskanych przy uzyciu
programu Filtr HSV z wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu programu Image-Pro
Premier wykonatam analize¢ Blanda-Altmana (Bland i Altman, 1986, 1997). Na

wykresach Blanda-Altmana zostaty przedstawione linie 95% przedzialow ufnosci dla

42



$redniej roznicy pomigdzy pomiarami uzyskanymi z programéw Filtr HSV oraz Image-
Pro Premier oraz punkty o wspotrzednych roéwnych wynikom pomiaréow uzyskanych w
obu programach. Wazne jest, aby 95% pomiaréw miescito si¢ miedzy liniami ufnosci,
wtedy mozna mowi¢ o dobrej powtarzalnosci wynikow (dopuszczalny procent wynikow
odstajacych wynosi 5 %).

We wszystkich zastosowanych testach statystycznych poziom p<0,05 przyjeto jako

potwierdzajacy istotnos¢ statystyczng.
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Rozdzial IV. WYNIKI

IV.1. Ocena ilosciowa, polilosciowa oraz elastograficzna stopnia

wloknienia watroby w grupie pilotazowej

Statystyczna ocena wplywu jakosci akwizycji preparatow histopatologicznych
oraz metod probkowania preparatbw na wyniki morfometryczne zostata
przeprowadzona na przyktadzie analizy witoknienia §rédmigzszu watroby (barwienie
histochemiczne czerwienig Syriusza) oraz ekspresji PCNA w przypadkach zmian
nowotworowych w jelicie grubym. Analiza ta zostata poprzedzona badaniem na grupie
5 chorych objetych wczesniej badaniem sonoelastograficznym i histopatologicznym
(Chmielewski i wsp., 2009). Wybrane preparaty histopatologiczne zostaty ocenione
przez do$wiadczonego histopatologa w skalach METAVIR (Bedossa i Poynard, 1996)
oraz Knodell’a (Knodell i wsp., 1981). Wyniki oceny ilosciowej rozlegtosci wtdknienia
na podstawie preparatow cyfrowych z reakcjg czerwieni Syriusza zarejestrowanych przy 20-
krotnym powigkszeniu skanera i $redniej rozdzielczosci (dla probkowania systematycznego), UZyskano z programow
Filtr HSV oraz Image-Pro Premier. Grupa odniesienia dla wynikéw rozleglosci
wloknienia ocenianych na podstawie preparatow histologicznych bylty wyniki
sonoelastografii tych chorych (Chmielewski 1 wsp., 2009). Wyniki oceny
histopatologicznej oraz sonoelastograficznej chorych zamieszczono w tabeli I. Mozna
zauwazyC, ze wysokie wartosci ocen sa zgodne z wyjatkiem wyniku preparatu 4,
ktorego ocena morfometryczna jest zbyt niska w poréwnaniu z oceng
sonoelastograficzng oraz histopatologiczng w skali METAVIR. Niskie warto$ci ocen sg

zgodne we wszystkich skalach (ryc. 20).
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Tab.l. Wyniki oceny morfometrycznej, histopatologicznej i sonoelastograficznej w grupie
pilotazowe;j.

Preparat 1 | 2 | 3 | 4 | 5
ocena morfometryczna (procent ekspresji reakcji czerwieni Syriusza)
$rednia + odch. std.

Image-Pro Premier | 10,06 +5,69 | 2,77+2,46 | 1,01+0,60 | 3,70+4,37 | 11,00 + 6,56
Filtr HSV 10,21+10,25 | 3,79+2,97 | 1,34+1,00 | 4,08+4,42 | 11,00+ 6,56
ocena histopatologiczna
skala METAVIR F4 FO FO F4 F4
skala Knodella S4 SO SO S4 S4
ocena sonoelastograficzna
égﬁiﬁ*ﬂfgggﬁ% 29,34 7,29 8,53 33,36 21,92

100

80
® morfometria

60

® elastografia

® METAVIR

-

Ryc.20. Porownanie wynikow oceny morfometrycznej, elastograficznej i histopatologicznej w
skali METAVIR odniesionych do spodziewanych wartosci maksymalnych (réwnych gornej
granicy 95% przedziatu ufnosci dla wartosci $rednie;j).

Na jako$¢ obrazow cyfrowych moze mie¢ wplyw powigkszenie oraz
rozdzielczo$¢ skanowania  preparatow histologicznych, stad ocena statystyczna
przedstawiona w tej czesci pracy obejmuje ich analize dla dwoch schematow
probkowania: systematycznego i losowego prostego. Chcac zweryfikowaé ewentualng
zalezno$¢ wynikow morfometrycznych od wyboru oprogramowania do analizy obrazow
przedstawiono wyniki morfometryczne wykonane w programach Filtr HSV oraz Image-

Pro Premier.
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Wyniki niniejszej pracy pozwola na weryfikacje hipotezy badawczej, ze wyniki
morfometryczne zalezg od powigkszenia i rozdzielczosci skanowania preparatow oraz
schematu prébkowania preparatu cyfrowego niezaleznie od uzytego oprogramowania

do analizy obrazéw.

IV.2. Ocena ilosciowa wloknienia Srodmigzszu watroby na podstawie

analizy preparatow cyfrowych z reakcja czerwieni Syriusza

Analiz¢ morfometryczng wykonano na 314 podobrazach barwionych
czerwienig Syriusza. Wartosci $rednie i odchylenia standardowe procentu widknienia
srodmigzszu watroby na podstawie probkowania systematycznego i losowego dla
wszystkich wybranych ustawien skanera DotSlide przedstawiono w tabeli 1HA. Wyniki
uzyskane na podstawie probkowania systematycznego nie roznig si¢ istotnie od
wynikow probkowania losowego niezaleznie od wybranej jakosSci rejestracji preparatu,
powiekszenia oraz oprogramowania do analizy rozlegtosci witoknienia $rédmigzszu
watroby. Szczegoétowe wyniki dla kazdego preparatu histologicznego zawarte sg w

aneksie w tabelach od Il B do |1 F.

Tab.llA. Parametry statystyki opisowej (warto$¢ srednia, odchylenie standardowe) wioknienia
srodmiazszu watroby (wyrazonego jako procent wtoknienia) w poszczegolnych grupach oraz
wyniki testu Wilcoxona (p>0,05 ozn. brak wystgpowania statystycznie istotnych réznic

miedzy porownywanymi parametrami).

Srednia + odch. std.
jakosé Test
oprogramowanie | rejestracji | powiekszenie | prébkowanie | probkowanie | Wilcoxona
preparatu systematyczne losowe (p)
Srednicj 10x 6,8+ 4,90 6,54 +49 0,634
rozdzielczodci 20x 6,32 +4,38 6,50 + 4,84 0,572
Eiltr HSV 40x 5,77 £4,33 6,20 = 5,00 0,662
Wysokiej 10x 6,08 £4,18 6,47 + 4,86 0,428
rozdaielezotei 20x 5,77 + 4,33 6,35 +4,96 0,616
40x 5,87 +4,37 6,18 +5,02 0,509
Srednicj 10x 6,10+ 5,16 5,74 +4.4 0,963
rozdzielezodci 20x 6,08 £5,07 5,70 + 4,34 0,680
Image-Pro 40x 5,83 +5,22 5,37 +£4,38 0,761
Premier Wysokiej 10x 6,04 + 5,01 5,70 £ 4,34 0,639
rozdziclezosei 20x 5,98 +£5,29 5,47 +4,37 0,698
40x 6,10 + 5,38 5,70 + 4,63 0,874
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Oceng zgodnos$ci wynikow otrzymanych na podstawie probkowania
systematycznego i losowego podobrazow kazdego preparatu wykonano dla wszystkich
wybranych ustawien skanera DotSlide na podstawie analizy korelacji (tabela Ill, tabela
IV). We wszystkich przypadkach (uwzgledniajgc takze podzial w zaleznosci od
zastosowanego oprogramowania) wykazano statystycznie istotng korelacje pomig¢dzy
wynikami rejestrowanymi przy S$redniej oraz wysokiej rozdzielczosci skanera. Dla
wynikow uzyskanych w programie Filtr HSV, najwieckszg warto$¢ wspdtczynnika
korelacji dla probkowania systematycznego otrzymano dla 10-krotnych powigkszen
(r=0,9985), r=0,9991 dla 40-krotnych

powickszen. W programie Image-Pro Premier najwickszg warto$¢ wspolczynnika

natomiast dla probkowania losowego:

korelacji dla probkowania systematycznego otrzymano przy 10-krotnym powigkszenia
skanera (r=0,9821),

wspotczynnika korelacji (= 0,9883) uzyskano przy 20-krotnym powickszenia skanera.

natomiast dla probkowania losowego najwickszg warto$¢

Jednoczesnie dokonano oceny homogenicznosci grup ze wzgledu na
zastosowang rozdzielczo$¢ skanera poprzez wyznaczenie wspotczynnika zgodnos$ci
Cronbacha. Dla wszystkich porownywanych grup w probkowaniu systematycznym oraz

w  probkowaniu losowym, uwzgledniajac takze podzial na zastosowane

oprogramowanie, warto$¢ tego wspotczynnika wszedzie byta bliska wartosci 1 (tabele
I11, tabela IV).

Tab.IIl. Warto$ci wspotczynnika korelacji liniowej oraz wspotczynnika zgodnoséci Cronbacha
wynikow procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza na preparatach rejestrowanych przy
ustalonym powigkszeniu (10, 20, 40) oraz $redniej (s) i wysokiej (w) rozdzielczo$ci z uzyciem
programu Filtr HSV (korelacje istotne statystycznie przy p<0,05 zaznaczone sg kolorem
czerwonym).

Prébkowanie WSEo'lczyr_lpik wsp(')iczy{mik Prébkowanie Wspéiczyr_lpik Wspéiczypgik
systematyczne _or_elaq_l zgodnosci losowe k_or_elacl_l zgodnosci
liniowej Cronbacha liniowej Cronbacha
10s vs. 10w 0,9985 0,9992 10s vs. 10w 0,9963 0,9982
20s vs. 20w 0,9965 0,9983 20s vs. 20w 0,9945 0,9972
40s vs. 40w 0,9961 0,9980 40s vs. 40w 0,9991 0,9995
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Tab. IV. Warto$ci wspolczynnika korelacji liniowej oraz wspotczynnika zgodno$ci Cronbacha
wynikow procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza na preparatach rejestrowanych przy
ustalonym powiekszeniu (10, 20, 40) oraz sredniej (s) i wysokiej (w) rozdzielczosci z uzyciem
programu Image-Pro Premier (korelacje istotne statystycznie przy p<0,05 zaznaczone sg
kolorem czerwonym).

Prébkowanie wsEélczyI}pik wspélczypqik Prébkowanie Wsp(’)iczyr}pik wspéiczy?qik
systematyczne _or_eIaCI_I zgodnosci losowe k_or_eIaCI_l zgodnosci
liniowej Cronbacha liniowej Cronbacha
10s vs. 10w 0,9821 0,9910 10s vs. 10w 0,9853 0,9926
20s vs. 20w 0,9784 0,9891 20s vs. 20w 0,9883 0,9941
40s vs. 40w 0,9620 0,9807 40s vs. 40w 0,8957 0,9450

Do oceny zgodnosci pomiardw procentu widknienia $rédmigzszu watroby
pomiedzy oprogramowaniem Filtr HSV i Image-Pro Premier zastosowano analizg
Blanda-Altmana. W przypadku analizy pomiaré6w uzyskanych pod 10-krotnym
powiekszeniem i wysokiej rozdzielczo$ci skanera dla probkowania losowego (ryc.21),
$rednia réznica pomigdzy pomiarami w obu programach wyniosta 0,8%, natomiast
odchylenie standardowe dla roznicy wyniosto 4,9%. W przedziale ufnosci znalazto si¢
94% roznic pomiedzy parami pomiarow, a wspotczynnik Blanda-Altmana wyniost 6%,
co $wiadczy o wysokiej powtarzalno$ci wynikow. W pozostatych analizach wartos¢

wspotczynnika wahata si¢ pomigdzy 7-10% (ryciny 22-27 zawarte w aneksie).
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Ryc.21. Zgodno§¢ pomiarow procentu widknienia $rédmigzszu watroby pomiedzy
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania losowego i 10-krotnego powigkszenie skanera oraz wysokiej rozdzielczosci
skanera. Wspotczynnik Blanda-Altamna wyniost 6%.
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Wptyw metody probkowania (losowe vs. systematyczne) z zachowaniem
podzialu na uzyte oprogramowanie analizowano na podstawie wartosci
wspoétczynnikow  korelacji  liniowej Pearsona oraz Spearmana. We wszystkich
porownaniach uzyskano istotne statystycznie korelacje (p<0,0001) (tabela V i VI). Dla
wynikow uzyskanych w programie Filtr HSV wspotczynnik korelacji Pearsona miat
najwicksza wartos¢ (r=0,470) dla 40-krotnego powiekszenia i $redniej rozdzielczosci
skanera (ryc.28), natomiast dla wynikow uzyskanych w programie Image-Pro Premier
najwiekszy wspotczynnik korelacji (r= 0,557) uzyskano dla 40-krotnego powigkszenia i
wysokiej rozdzielczosci skanera (ryc.29). Wspotczynniki korelacji Spearmna wynikow
probkowania systematycznego 1 losowego osiggnely wyzsze wartosci niz wyniki
wspotczynnikoéw korelacji Pearsona (dla wynikoéw uzyskanych w programie Filtr HSV).
Najwigksza warto§¢ wspotczynnika korelacji Spearmana miedzy wynikami
probkowania systematycznego i losowego prostego (r=0,66) uzyskanymi w programie
Filtr HSV otrzymano dla obrazow rejestrowanych przy 20-krotnym powigkszeniu i
wysokiej rozdzielczo$ci skanera, natomiast dla programu Image-Pro Premier wartos¢
wspotczynnika korelacji Spearmana byla nieco nizsza (r=0,555) dla preparatow

rejestrowanych przy 40-krotnym powigkszenia i wysokiej rozdzielczos$ci skanera.

Tab.V. Wyniki analizy korelacji Pearsona oraz korelacji Spearmana dla wynikow otrzymanych
programem Filtr HSV (korelacje statystycznie istotne, gdy p<0,05 zaznaczono na kolor
czerwony).

FILTR HSV y " N N
probkowanie wspoiczynni wspotezynni
systematyczne vs korelacji korelacji
losowe ' liniowej Spearmana
10s 0,431 0,522
10w 0,417 0,547
20s 0,426 0,539
20w 0,463 0,566
40s 0,470 0.560
40w 0,464 0,545

Tab.VI. Wyniki analizy korelacji Pearsona oraz korelacji Spearmana dla wynikéw otrzymanych
programem Image-Pro Premier (korelacje statystycznie istotne gdy p<0,05 zaznaczono na kolor
czerwony).

Image-Pro
Premier wspotczynnik wspotczynnik
probkowanie korelacji korelacji
systematyczne vs. liniowej Spearmana
losowe
10s 0,500 0,505
10w 0,500 0,498
20s 0,528 0,507
20w 0,554 0,518
40s 0,509 0,460
40w 0,557 0,555
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Filtr HSV
(p<0,05; r=0,470)
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Ryc.28. Wykres korelacji liniowej pomiedzy pomiarami procentu widknienia §roédmigzszu
watroby uzyskany pod 40-krotnym powickszeniem skanera oraz przy $redniej rozdzielczo$ci
skanera, metodg probkowania systematycznego (S) a losowego (L) w programie Filtr HSV.
Wspodtezynnik korelacji réwny 0,470; p<0,05.

Image Pro Premier
(p<0,05; r=0,557)
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Ryc.29. Wykres korelacji liniowej pomigdzy pomiarami procentu wioknienia $rodmigzszu
watroby uzyskany pod 40-krotnym powigkszeniem skanera oraz przy wysokiej rozdzielczos$ci
skanera, metodg probkowania systematycznego (S) a losowego (L) w programie Image-Pro
Premier. Wspotczynnik korelacji rowny 0,557; p<0,05.
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Metoda regresji Passinga-Babloka dokonano oceny liniowo$ci pomiedzy

probkowaniem systematycznym a probkowaniem losowym z zachowaniem podzialu na

uzyte oprogramowanie. W zadnym porownaniu nie wykazano statystycznie istotnych

odchylen od liniowosci (tab.VII).

Tab.VIl. Poréwnanie metod probkowania (systematyczne vs. losowe) metoda regresji
Passinga-Babloka (p<0,05 statystycznie istotne odchylenia od liniowosci).

odchylenie
od liniowosci
oprogramowanie | J2KOsC rejestracii | oo G enie | POMicdzy
preparatu metodami
probkowania
()
. 10x 0,38
Sredniej 20X 0.70
rozdzielczos$ci 10 0’85
- X i)
Filtr HSV - 10x 0.70
Wysokiej 20x 085
dzielczosci :
10Zzdz1€1CZ0SC1 10x 0,70
, 10x 0,17
Sredniej 20X 038
rozdzielczosci :
Image-Pro 40x 0,53
Premier o 10x 0,70
Wysokiej 20x 038
rozdzielczos$ci i
40x 0,23
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IV.3. Ocena liczby i wielkosci jader komorkowych z
immunopozytywng reakcja PCNA w ocenie materialu z nowotworem

jelita grubego

Jadra komorkowe z immunopozytywna reakcja PCNA zliczano na preparatach
cyfrowych z zastosowaniem programow Filtr HSV oraz Image-Pro Premier.
W tabeli VIII przedstawiono warto$ci $rednie i odchylenia standardowe liczby jader
komoérkowych PCNA" dla kazdej metody probkowania (systematycznego, losowego)
oraz dla wszystkich wybranych ustawien skanera. Wyniki poréwnan rozktadow
empirycznych liczby jader komorkowych PCNA™ przy roznych ustawieniach skanera i
obu metodach probkowania uzyskane przy pomocy testu Wilcoxona przedstawiono
réwniez w tabeli VIII A. Test Wilcoxona nie wykazal statystycznie istotnych roznic
pomiedzy metodami probkowania.
Szczegotowe wyniki dla kazdego preparatu histologicznego zawarte sg w aneksie w

tabelach od VIII B do VIII F.

Tab.VIIl A. Parametry statystyczne (warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe) jader
komoérkowych PCNA+ w poszczegdlnych grupach oraz wynik testu Wilcoxona (p>0,05 ozn.
nieistotne statystycznie roznice migdzy porownywanymi metodami probkowania).

takosé srednia = SD Test
. v . . . , . | .| Wilcoxona
oprogramowanie rejestracji powiekszenie | probkowanie | prébkowanie )
preparatu systematyczne losowe
, o 10x 178 £ 111 146 + 84 0,141
Sredniej 20% 180 = 112 | 143 = 80 0,091
rozdzielczosci
Filtr HSV 40x 185 + 116 151 + 92 0,127
o 10x 178 + 111 146 + 85 0,138
Wysokiej 20% 181 = 113 | 144 + 80 0,138
rozdzielczosci
40x 179 + 114 148 + 92 0,117
L 10x 140 + 79 133 + 76 0,539
Sredniej 20x 140 £ 80 | 133 = 75 0,553
rozdzielczosci
Image-Pro 40x 141 + 80 133 £ 71 0,528
Premier o 10x 140 + 80 136 + 77 0,592
Wysokiej 20x 140 £ 79 | 135+ 73 0,588
rozdzielczosci
40x 140 + 81 133 £ 70 0,573
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Analiza korelacji otrzymanych wynikow dla kazdego rodzaju probkowania oraz
wszystkich wybranych ustawien skanera (tabela IX i X) wykazala istotng zalezno$¢
pomiedzy S$rednig 1 wysoka rozdzielczoscig skanera przy kazdym wybranym
powigkszeniu.
Najwyzsza korelacje wynikow $redniej i wysokiej rozdzielczosci uzyskanych z
programu Filtr HSV stwierdzono dla 10-krotnych powiekszen zarowno dla probkowania
systematycznego (r=0,9997), jak 1 probkowania losowego (r=0,9994).

Wyniki uzyskane z programu Image-Pro Premier wykazaly najwickszg korelacje
mi¢dzy obrazami o Sredniej i wysokiej rozdzielczosci przy 20-krotnym powickszenia
skanera (r=0,9996) dla probkowania systematycznego, hatomiast przy 40-krotnym
powiekszeniu dla probkowania losowego (r= 0,9996).

W ocenie jednorodno$ci grup ze wzgledu na zastosowang rozdzielczo$¢ skanera
(Srednia rozdzielczo$¢ vs. wysoka rozdzielczos$¢) wspotczynnik zgodnosci Cronbacha
przyjmowat warto$ci réwne lub bardzo bliskie 1 zarowno dla probkowania
systematycznego jak i losowego, niezaleznie od zastosowanego oprogramowania do

analizy obrazow (tabele IX i X).

Tab. IX. Wyniki analizy korelacji (wyznaczony wspotczynnik korelacji liniowej) oraz
wspotczynnik zgodnosci Cronbacha dla wynikoéw morfometrycznych otrzymanych w programie
Filtr HSV (p<0,05 korelacje istotne statystycznie zaznaczone sg kolorem czerwonym).

Prébkowanie WSEéiclzyr_l_nik Wspéiczy{lr}ik Prébkowanie Wsl;()éiclzyr_lpik WSpélCZYPqik
systematyczne orelaci zgodnosci losowe orelaci zgodnosci
liniowej Cronbacha liniowej Cronbacha
10s vs. 10w 0,9997 0,9265 10s vs. 10w 0,9994 1
20s vs. 20w 0,9987 1 20s vs. 20w 0,9987 0,9999
40s vs. 40w 0,9996 0,9996 40s vs. 40w 0,9982 0,9997

Tab. X. Wyniki analizy korelacji (wyznaczony wspotczynnik korelacji liniowej) oraz
wspotczynnik zgodnosci Cronbacha dla wynikow morfometrycznych otrzymanych w programie
Image-Pro Premier (p<0,05 korelacje istotne statystycznie zaznaczone sa kolorem czerwonym).

, . | wspotczynnik | wspotezynnik , . | wspotczynnik | wspotczynnik
sPIs-;):)rL(g:vilzl:]ee korelacji zgodnosci Proll())ls(gvv\;':nle korelacji zgodnosci
y Y liniowej Cronbacha liniowej Cronbacha
10s vs. 10w 0,9995 1 10s vs. 10w 0,9932 0,9991
20s vs. 20w 0,9996 0,9999 20s vs. 20w 0,9948 0,9997
40s vs. 40w 0,9981 0,9998 40s vs. 40w 0,9969 0,9997
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Poréwnanie metody zliczania jader komérkowych w programach Filtr HSV i Image-Pro
Premier wykonano na podstawie analizy Blanda-Altmana.

Wartos¢ wspoétczynnika Blanda-Altmana dla wynikow uzyskanych w obu programach
metoda probkowania systematycznego wahata si¢ od 6% do 7%.

W analizie wynikow uzyskanych pod 10-krotnym powigkszeniem i wysokiej
rozdzielczosci skanera dla probkowania losowego, $rednia roznica pomigdzy pomiarami
w obu programach wyniosta 10,1 jader komoérkowych z PCNA®, a odchylenie
standardowe wyniosto 74,1 (ryc.30). W przedziale ufnosci znalazto si¢ 95% rdznic
pomig¢dzy parami pomiaréw, a wspotczynnik Blanda-Altmana wynidst 5 %.

Dla pozostatych  analizowanych poréwnan wynikow probkowania losowego,
wspotczynnik zgodnosci pomiarow przyjmowal wartos¢ 6 -7% (ryciny 31-38 zawarte
w aneksie).
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Ryc.30. Wykres Blanda-Altmana dla jader komérkowych PCNA+ zliczanych programem Filtr
HSV (ozn. HSV) i Image-Pro Premier (ozn. IPP) przy 10-krotnym powigkszeniu oraz wysokiej
rozdzielczosci skanera oraz probkowaniu losowym. Wspotczynnik Blanda-Altamna wyniost
5%.

Analiza korelacji liniowej Pearsona oraz korelacji Spearmana wykazata statystycznie
istotne korelacje (p<0,0001), chociaz o nizszej sile zalezno$ci (wspotczynnik
determinacji r* <25%) we wszystkich poréwnaniach (tabele XI, XII). Wspotczynnik
korelacji Pearsona przyjmowal najwigckszg wartos¢ (r=0,439) dla 40-krotnego
powigkszenia i wysokiej rozdzielczo$ci skanera oraz dla 10-krotnego powickszenia i
$redniej rozdzielczosci skanera (r=0,381), odpowiednio dla wynikéw z programéw Filtr
HSV i Image-Pro Premier (ryc.37). Wartosci wspotczynnika korelacji Spearmana byty
nizsze zaréwno dla oprogramowania Filtr HSV jak i Image-Pro Premier (ryc.38).
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Tab.XI. Wyniki analizy korelacji Pearsona oraz korelacji Spearmana dla wynikoéw otrzymanych
programem Filtr HSV (korelacje statystycznie istotne, gdy p<0,05 zaznaczono na kolor

czerwony).

Tab.XIl.  Wyniki

FILTRHSV | wspolczynnik | wspotczynnik
systematyczne korelacji korelacji
vs. losowe liniowej Spearmana

10s 0,384 0,373
10w 0,394 0,381
20s 0,411 0,379
20w 0,398 0,369
40s 0,436 0,376
40w 0,439 0,392

analizy korelacji

Pearsona oraz korelacji

Spearmana dla wynikow

otrzymanych programem Image-Pro Premier (Korelacje statystycznie istotne gdy p<0,05
zaznaczono na kolor czerwony).

Image-Pro , . , .
Premier wspoiczyr_lplk wspoiczyr_l_mk
systematyczne Il<_or_elac1_| korelacji

vs. 10SOWe iniowej Spearmana
10s 0,439 0,378
10w 0,433 0,370
20s 0,415 0,347
20w 0,421 0,349
40s 0,402 0,345
40w 0,400 0,349
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Filtr HSV
(p<0,05; r=0,439)
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Ryc.37. Wykres korelacji liniowej pomigdzy liczba jader komérkowych PCNA+ uzyskanych
przy 40-krotnym powigkszeniu oraz wysokiej rozdzielczo$ci skanera metoda probkowania
systematycznego (S) i losowego (L) w programie Filtr HSV. Wspotczynnik korelacji rowny
0,439; p<0,05.

Image Pro Premier
(p<0,05; r=0,439)
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Ryc.38. Wykres korelacji liniowej pomigdzy liczba jader komérkowych PCNA+ przy 40-
krotnym powigkszeniu oraz wysokiej rozdzielczo$ci skanera metodg probkowania
systematycznego (S) a losowego (L) w programie Image-Pro Premier. Wspotczynnik korelacji
rowny 0,439; p<0,05.
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Ocena liniowo$ci pomiedzy probkowaniem systematycznym a probkowaniem losowym
z zachowaniem podzialu na uzyte oprogramowanie metodg regresji Passinga-Babloka

nie wykazata statystycznie istotnych odchylen od liniowosci (tabela XIII).

Tab.XIll. Poréwnanie metod probkowania (systematyczne vs. losowe) metodg regresji
Passinga-Babloka (p<0,05 statystycznie istotne odchylenia od liniowosci).

odchylenie
od liniowosci
oprogramowanie jakos$¢ rejestracji powiekszenie pomle;dzy_
preparatu metodami
probkowania
()
, 10x 0,10
Sredniej 20x 0.10
rozdzielczosci 20 0’06
. X ’
Filtr HSV - Lox 075
Wysokiej 20x 0.17
dzielczo$ci ,
rozdzielczo$ci 20x 036
. 10x 0,14
Sredniej
0,10
rozdzielczosci 20% ’
Image-Pro 40x 0,38
Premier - 10x 0.36
Wysokigj 20X 016
rozdzielczosci ’
40x 0,17

IV.4. Ocena wspolczynnika jadrowego NAF

Wspotczynnik NAF charakteryzujacy jadra komodrkowe zostal obliczony w
programie Image-Pro Premier dla jader z immunopozytywng reakcja PCNA (tabela
XIV). Wartosci $rednie i odchylenia standardowe nie r6znig si¢ istotnie statystycznie,
chociaz wyniki w liczbach bezwzglednych nie roznig si¢ pomiedzy rdéznymi

ustawieniami skanera preparatow.
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Tab.XIV. Ocena wspotczynnika jadrowego NAF jader komorkowych PCNA®

$rednia + odch. std.

ustawienia
skanera 10x s 10x w 20x s 20X w 40xs 40xw

%‘ pole przekroju
2 komgﬁﬁv cgo | 1755118 1845112 | 16992 | 117:+106 | 189+125 | 169 +83
[<B)
g (piksele)
5
S 5t ik
= | WSPOICZYNNIX | 435 1301 | 402 +284 | 392 +269 | 424 +331 | 453+396 | 384+227
E, jadrowy NAF
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Rozdzial V. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Dynamiczny rozwoj technologii informatycznych w ostatnich kilkunastu latach
dokonat przetomu w mikroskopii poprzez rozwdj telemikroskopii i technik cyfrowego
przetwarzania obrazéw (Theodosius i wsp., 2007, Grunkin i wsp., 2011, Prasad i wsp.,
2011, Di Cataldo i wsp., 2012, Zielinski, 2012) wprowadzajgc na rynek miedzy innymi
wysokiej jakosci kamery cyfrowe, mikroskopy optyczno-cyfrowe, czy skanery

preparatéw histologicznych.

V.1. Rejestracja i probkowanie preparatow cyfrowych

Czas rejestracji calych preparatow histologicznych poprzez skanery preparatow
zalezy w duzym stopniu od wyboru powickszenia i rozdzielczos$ci skanowania. Jest
oczywiste, ze wysoka rozdzielczos¢ 1 duze powigkszenie skandw zapewnia
doktadniejsze wyniki, ale czas skanowania jednego preparatu zalezy réwniez od jego
wielkosci 1 czesto trwa wiele godzin (Iregui 1 wsp., 2007). Z tego powodu postanowitam
sprawdzi¢, w jakim stopniu szybsza rejestracja preparatow zwigzana z wyborem nizszej
rozdzielczosci i mniejszym powigkszeniem skanera wplynie na istotno$¢ statystyczng
wynikow morfometrycznych. Kolejnym waznym krokiem jest podjecie decyzji
dotyczacej analizy morfometrycznej catego preparatu cyfrowego lub analizy jego proby
reprezentatywnej w postaci wybranych losowo podobrazow. Automatyczne zliczanie
struktur morfologicznych oraz ocena ich wielkosci w calym preparacie sg bardzo
czasochlonne, stad badania morfometryczne i stereologiczne czgsto wykonywane sg na
podstawie wybranych fragmentoéw preparatu.

Probkowanie systematyczne jest zlotym standardem w stereologii od wielu lat
(Gundersen 1 Jensen, 1987). W komputerowo wspomagane] mikroskopii $wietlnej
stosowano odpowiednie siatki do systematycznego wyboru pol widzenia 1 rejestracji
obrazow mikroskopowych wybranych fragmentow ocenianego preparatu. Rejestracja
catych preparatéw histologicznych przy pomocy skaneréow preparatow umozliwia
przeprowadzenie systematycznego probkowania przy dowolnej emulacji powigkszenia
zapewniajgcej prawidlowe rozpoznanie struktur morfologicznych. W pracy Kellera i

wsp. (2013) kazdy preparat cyfrowy byl podzielony na sasiadujace ze sobag pola
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widzenia (odpowiadajace podobrazom), ktoére probkowano metoda losowania
systematycznego. Analogiczny schemat probkowania zastosowalam w mojej pracy. W
ocenie morfometrycznej witoknienia watroby na podstawie barwienia czerwienig
Syriusza wyniki otrzymane na podstawie proObkowania losowego i systematycznego w
obu zastosowanych przeze mnie programach analizy obrazéw wykazaty nieistotne
réznice procentu reakcji niezaleznie od wybranej przeze mnie jakosci rejestracji
preparatow (powiekszenie 1 rozdzielczos$¢ skanera).

Chcac doktadniej zbada¢ wptyw rozdzielczosci skanow na wyniki szacowania procentu
reakcji na podobrazach probkowanych systematycznie oraz losowo Stwierdzono
korelacje migedzy wynikami preparatow skanowanych przy wysokiej rozdzielczo$ci a
wynikami tych samych preparatow przy Sredniej rozdzielczosci. Stwierdzono, ze w
programie Filtr HSV réznice miedzy wspotczynnikami korelacji sg niewielkie, rzedu
0,0024 dla probkowania systematycznego, a dla probkowania losowego rzedu 0,0045.
W programie Image-Pro Premier roznice migdzy wspotczynnikami korelacji sa nieco
wieksze, rzedu 0,02 dla probkowania systematycznego, a dla prébkowania losowego
rzedu 0,093. Oznacza to, ze program Image-Pro Premier nieco lepiej wykrywa
szczegoty na obrazach skanow o wyzszej rozdzielczos$ci, przy wiekszym powigkszeniu,
jest to szczeg6lnie widoczne przy powickszeniu 40x. Program Image-Pro Premier
wykazat tez nieco lepszg stabilno$¢ wynikoéw probkowania systematycznego (rdéznice
wspotczynnikow  korelacji ponizej 2%) niz losowego (rdéznice wspotczynnikow
korelacji powyzej 9%). Wyniki probkowania systematycznego sa zgodne w
umiarkowanym stopniu z wynikami probkowania losowego, wspotczynnik korelacji
Spearmana réwny w przyblizeniu 0,5 (tabela V 1 VI). Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze rejestracja preparatow o $redniej rozdzielczo$ci skandow oraz przy
powigkszeniu 20x zapewni w sposob optymalny uzyskanie jednorodnych wynikow
morfometrycznych na podstawie analizy podobrazow losowanych systematycznie
(tabela 1'i I A).

W badaniach Huang i wsp. (2013) rozlegtos¢ kolagenu mierzona jako procent
ekspresji reakcji czerwieni Syriusza u pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby
typu C wykazata $§rednig warto$¢ 6,1% i1 wahata si¢ w granicach od 1,8% do 32,7%. W
mojej pracy wyniki pacjentow z przewlektym zapaleniem watroby typu C oraz z
alkoholowym uszkodzeniem watroby o réznym zaawansowaniu wioknienia byty
zblizone i wynosity $rednio 6,32% =+ 4,38% przy powigkszeniu 20-krotnym i $redniej

rozdzielczosci skanera w programie Filtr HSV oraz 6,08% + 5,07% w programie Image-
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Pro Premier. Zarbwno w pracy Huang (2013), jak i w moich badaniach wyniki
uzyskane przy powigkszeniu 20- i 40-krotnym byly bardzo silnie skorelowane,
wspotczynnik korelacji wynosit odpowiednio 0,98 (Huang, 2013) i 0,99 w mojej pracy.
Wg Huang wyniki procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza byly wyzsze, $rednio
okoto 2-krotnie niz wyniki procentu reakcji trojbarwnej Massona i dobrze korelowaty z
oceng METAVIR. W szczegoélnosci, reakcja czerwieni Syriusza lepiej wykazuje
zmiany o niskiej wartosci w skali METAVIR niz reakcja trojbarwna Massona. W moich
badaniach stwierdzitam rowniez istotng korelacje procentu ekspresji reakcji czerwieni
Syriusza z ocena METAVIR, natomiast nie badalam reakcji trdjbarwnej Massona.
Niestety barwienie czerwienig Syriusza nie jest powszechnie stosowane w diagnostyce
z powodu braku standaryzacji tej techniki (Huang, 2013).

Ocena rozleglosci widknienia na podstawie warto$ci procentu ekspresji reakcji
czerwieni Syriusza wyznaczonej na podstawie komputerowej analizy obrazow jest
obiektywna 1 doktadna oraz skorelowana z oceng potilosciowa w skalach METAVIR,
Knodella, czy Ishaka (Abdalla i wsp., 2009). Potwierdzity to takze badania Calvaruso i
wsp. (2009).

V.2. Analiza morfometryczna struktur morfologicznych przy pomocy

programow do analizy obrazow

Liczne techniki ilosciowe] analizy obrazéw mikroskopowych oparte s3 na
okresleniu zakresu koloréw RGB typowych dla analizowanego barwienia 1
wyodrgbnieniu  struktur morfologicznych przez progowanie w zdefiniowanych
zakresach kolorow.

W wielu pracach wykorzystano do analizy struktur morfologicznych popularny
program Adobe Photoshop (m.in. Dahab i wsp., 2004, Li i wsp., 2005, Matkowskyj i
wsp., 2000, Murakami i wsp., 2011, Sedgevick, 2011, Matsuda i Nishikawa, 2014) lub
wlasne aplikacje zaprogramowane np. w srodowisku programu Matlab (Matkowskyj 1
wsp., 2000, Rexhepaj 1 wsp., 2008, Wrobel 1 Koprowski, 2004), ImageJ lub GIMP
(Drury 1 wsp., 2011, Sedgevick, 2011, Konsti i wsp., 2011). Przeprowadzenie analizy
ilosciowej jedynie na podstawie menu wymienionych programow wiaze si¢ z duza

czasochtonnoscig pracy, stad niektorzy autorzy decydujg si¢ na opracowanie autorskich
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aplikacji lub wykorzystanie bardziej zaawansowanych programéw komercyjnych np.
Image-Pro Premier, AnalySiS (Digital Imaging Solutions, Olympus), Definiens Tissue
Studio (Rojo i wsp., 2009, Lloyd i wsp., 2010), Visiopharm (Vassiliadis, 2011,
Briigmann, 2011, Dhillon i wsp., 2014). Dwa ostatnie wymienione programy nadajg si¢
doskonale do analizy catych preparatow cyfrowych.

W mojej pracy, struktury morfologiczne byly wyodrgbniane na podstawie
segmentacji przez progowanie w przestrzeni barw HSV; na przyktad segmentacja
preparatow barwionych czerwienig Syriusza w przestrzeni RGB wigze si¢ z ryzykiem
przeszacowania rozleglosci zmian spowodowanych wyodrgbnieniem tkanki w
odcieniach ciemno- i jasnoczerwonych lub rézowych. Problem z automatycznym
wykluczeniem kolorow jasnoczerwonych lub rézowych jako niereprezentatywnych
udalo si¢ rozwigza¢ w analizie obrazow, ktoéra wykonalam w mojej pracy
zZ zastosowaniem programéw Filtr HSV oraz Image-Pro Premier.

Calvaruso i wsp. (2012) analizowali procent ekspresji reakcji Syriusza na catych
preparatach cyfrowych z zastosowaniem oprogramowania do analizy obrazow Zeiss
KS300. W ich pracy konieczna byta reczna eliminacja artefaktow obrazu oraz
interaktywne progowanie, aby wyodrgbni¢ obszary odpowiadajace widknom
kolagenowym. W mojej pracy mozliwe bylo ustalenie progow kolorow
charakterystycznych dla tej reakcji w sesji treningowej, a nastepnie automatyczna jej
segmentacja przez progowanie w przedziatach ustalonych w sesji uczacej. Wyniki
procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza w pracy Calvaruso i wsp. (2012) sa
prawie dwukrotnie wyzsze niz w mojej pracy. Podobnie, przy uzyciu tego samego
oprogramowania Zeiss KS300 wysokie warto$ci procentu reakcji z czerwienig Syriusza
(od 15 do 31%) uzyskali Hall 1 wsp. (2012). Wyniki tych autoréw uwzgledniaja jednak
nie tylko procent reakcji w kolorze ciemnoczerwonym, lecz takze w odcieniach jasnej
czerwieni, podczas, gdy w mojej pracy zostala wyodrebniona jedynie reakcja w
odcieniach ciemnej czerwieni z wylaczeniem tkanki w kolorze jasnoczerwonym lub
rézowym. Wyniki zblizone do tych uzyskanych w mojej pracy uzyskali natomiast Isgro
I wsp. (2013) na podstawie analizy morfometrycznej procentu ekspresji reakcji
czerwieni Syriusza mierzonej rowniez przy pomocy oprogramowania Zeiss KS300.
Wyniki te byly skorelowane z wynikami sztywnosci watroby (w kPa) uzyskanymi na
podstawie badania sonoelastografii impulsowej, podobnie jak w badaniach

pilotazowych w mojej pracy.
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Ocena immunohistochemiczna preparatow histologicznych jest czesto
wykonywana metoda potilosciowa przy uzyciu roéznych skal nasilenia zmian
histopatologicznych. W mojej pracy, ocena nasilenia witoknienia zostata
przeprowadzona przez doswiadczonego histopatologa z zastosowaniem skali
METAVIR. Jednakze ocena wizualna calych preparatow histologicznych jest czgsto
subiektywna, stad korzystne jest wsparcie obiektywna oceng ilo§ciowa nat¢zenia
ekspresji reakcji na podstawie automatycznej analizy obrazéw. Duzym ograniczeniem
w obiektywnej ocenie wioknienia watroby jest niejednorodne wystgpowanie ognisk
wloknienia. Z tego powodu dlugo$¢ preparatu powinna wg Bedossy i wsp. (2003)
wynosi¢ okolo 2,5 cm aby zapewni¢ rzetelng ocen¢ potilosciowa oraz automatyczng
analiz¢ obrazow. Odpowiednio wybrane i zastosowane oprogramowanie do analizy
wirtualnych preparatow cyfrowych pozwala na uzyskanie wynikéw zgodnych z
ocenami do$wiadczonych histopatologdéw (Rizzardi i wsp., 2012, Huang i wsp., 2013,

Braun i wsp., 2013).

V.3. Ocena liczby struktur morfologicznych

Wyniki automatycznego zliczania struktur morfologicznych z wykorzystaniem
programéw do analizy obrazéw zalezag w duzym stopniu od zastosowane] metody
segmentacji tych struktur. W programie Filtr HSV nalezy najpierw ustali¢ zatozenia
wstepne dotyczace rozmiarow wybieranych struktur, §rednicy w przypadku struktur
kolistych np. jader komorkowych oraz warto$ci sktadowych HSV przestrzeni barw
odpowiadajacych badanej reakcji. W programie Image-Pro Premier jadra komorkowe z
dodatnia  reakcja  byly rozpoznawane na podstawie zakresu  kolorow
charakterystycznych dla tej reakcji, a nakladajace si¢ na siebie struktury byty
rozdzielane na podstawie segmentacji metoda dziatow wodnych. Wyniki liczby jader
komérkowych PCNA®, ktére uzyskatam z programu Filtr HSV réznia sie istotnie od
wynikéw otrzymanych z programu Image-Pro Premier. Oznacza to, ze wielko$¢ jader
komodrkowych oraz ich ksztalt jest na tyle réznorodna, Ze przyjete na wstegpie zatozenie
dotyczylo niejednokrotnie mniejszych rozmiaréw 1 w ksztalcie rdéznigcym si¢ od
kulistego, niz byly w rzeczywistosci, stad przeszacowana zostata liczba jader
komoérkowych. Nalezato by zamiast metody automatycznej zastosowaé¢ metode

potautomatyczng 1 interaktywnie zmieniaé parametr dotyczacy ich wielkosci. To

63



rozwigzanie zwigksza jednak czas niezbedny do przeprowadzenia analizy
morfometrycznej. Zastosowana w programie Image-Pro Premier segmentacja metoda
dziatbw wodnych spowodowata rozdzielanie naktadajacych si¢ na siebie jader
komoérkowych w sposob prawidtowy. W badaniach nowotworow jelita grubego Quasim
I wsp. (2012) oszacowali przy pomocy programu Digimizer (Quasim i wsp., 2011)
$rednig liczbe jader komérkowych PCNA™, ktora wynosita 145.03. W moich badaniach
$rednia liczba jader PCNA™ wyznaczona w programie Image-Pro Premier byta réwna
145,43, podczas gdy w programie Filtr HSV ich srednig liczbe oszacowano jako rowng
180.

Automatyczne zliczanie jader komorkowych czgsto przysparza trudnosci z ich
poprawnym wyodrebnieniem przy pomocy oprogramowania do analizy obrazow (Brey i
wsp., 2003), stad nadal spotyka si¢ prace, w ktorych okresla si¢ wyniki ekspresji reakcji
w kategoriach: pozytywna/negatywna. Preparaty, w ktorych liczba jader PCNA™ nie
przekraczata 5% przyjeto jako brak ekspresji (Han i wsp., 2012).

Dodatkowa miarg jader komorkowych dostgpng w programie Image-Pro Premier lub
ImagelJ jest wspotczynnik jadrowy NAF (ang. nuclear area fraction). Wspotczynnik
ten jest interpretowany jako miara apoptozy. Proces apotozy jest zlozony i przebiega
wieloetapowo. Odwodnienie cytoplazmy prowadzi do jej zageszczenia, a w
konsekwencji do zmiany ksztattu i wielko$ci komorki. Chromatyna staje si¢
skondensowana i przybiera ksztatt potksiezycowaty. Im wyzsza warto§¢ wspolczynnika
NAF od pola przekroju jadra, tym bardziej jego ksztalt rozni si¢ od kulistego, w
procesie apoptozy jest wydtuzony. Aby okresli¢ stan i czas trwania procesu apoptozy,
nie wystarczy jednak wyznaczy¢ warto§¢ wspotczynnika NAF (DeCoster, 2007),
potrzebne s3 inne dodatkowe testy. W mojej pracy wartosci tego wspoiczynnika sa
znacznie wyzsze od pola przekroju jader komérkowych, co oznacza ich wydluzony
ksztatt. Niestety nie znalaztam prac zawierajacych wyniki oceny ksztattu jader

komérkowych PCNA™ w badaniach dotyczacych nowotwordw jelita grubego.

V.4. Standardy cyfrowych obrazow histologicznych

Analiza cyfrowych preparatow histologicznych powinna opiera¢ si¢ na
standaryzowanych metodach (Kayser 1 wsp., 2009). Standaryzacja obrazdéw polega na
wyborze obrazéw optymalnej jakosci. Nalezy wiec dokona¢ wyboru powigkszenia i

rozdzielczosci skanowania preparatow. Nastepnie powinna by¢ wykonana wstepna
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selekcja obrazow catych preparatow cyfrowych, ktorych jako$¢ pozwoli na poprawne
rozpoznanie komputerowe 1 segmentacje struktur morfologicznych bedacych
przedmiotem badan, wykonanie pomiarow morfometrycznych, klasyfikacj¢ stopnia
nasilenia zmian i postawienie diagnozy. Kolejnym waznym krokiem jest wybor metody
probkowania preparatow cyfrowych oraz ustalenie medycznych i technologicznych
standardow obrazow, ktore nalezy wzig¢ pod uwage w diagnostyce opartej na materiale
patomorfologicznym?

Jest to trudne zadanie, szczegolnie, gdy diagnoza nie zostala jeszcze postawiona. W
przypadkach dotyczacych diagnostyki chordb czesto wystepujacych 1 latwiej
rozpoznawalnych cechach patomorfologicznych, nie jest konieczna rejestracja obrazow
przy duzym powigkszeniu i wysokiej rozdzielczosci skanera, wystarcza Srednia
rozdzielczo$¢ 1 mniejsze powickszenie (Kayser i wsp., 2008a). Potwierdza to réwniez
wyniki mojej pracy. Ogger i wsp. (2008) opracowali system komputerowo
wspomagane] diagnozy histopatologicznej dla catych preparatow cyfrowych
skanowanych w niskiej rozdzielczo$ci, jak réwniez dla prébkowanych podobrazow
preparatow  wirtualnych wysokiej rozdzielczosci. Dostgpne dzi§ przegladarki
preparatéw wirtualnych umozliwiaja emulacje obrazow dobrej jakoSci nawet, jesli nie
wybrano najwyzszej rozdzielczo$ci skanera do rejestracji preparatéw histologicznych.
Niemniej jednak diagnostyke chorob rzadko wystepujacych lepiej przeprowadzi¢ na
podstawie preparatdow skanowanych przy duzym powigkszeniu 1 wysokiej
rozdzielczosci ze wzgledu na mozliwo$¢ wykrycia nietypowych zmian w tkance
(Kayser i wsp., 2008).

Jak mierzy¢ jako$¢ obrazow? Przy jakiej jako$ci obrazow mozna prowadzi¢ w
pelni automatyczng analize obrazow, kiedy nalezy monitorowa¢ automatyczng analizg
morfometryczng, a kiedy nalezy przej$¢ do analizy interaktywnej 1 dokona¢ korekty
przyjetych wczesniej kryteriow segmentacji?

Wybor odpowiednich pol widzenia (podobrazéw), ktdre z jednej strony beda
zgodne z zalozeniami probkowania obrazéw, a z drugiej beda mie¢ warto$é
diagnostyczng to kolejne zadanie, ktore nalezy rozwigzac przed rozpoczgciem analizy
morfometrycznej (Fasquel i wsp., 2006, Kayser i wsp., 2008b, Kayser i wsp., 2008c,
Sertel i wsp., 2009).

Kayser i wsp. (2008) proponuja nastgpujace kryteria w celu ustalenia standardéw dla
preparatow wirtualnych:

1. Cechy obrazu istotne przy wspomaganiu diagnozy:
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1.1. analizowane struktury powinny by¢ wielkosci powyzej 50 pikseli;
1.2. wielkos$¢ preparatu powinna zapewni¢ mozliwos$¢ wyodrgbnienia co najmniej
40 obiektéw (w zaleznosci od ich wielkosci);
1.3. minimalna wielko$¢ podobrazu probkowanego z preparatu powinna by¢ rowna
przynajmniej 256 x 256 pikseli.
2. Miary jakoS$ci obrazow w odcieniach szarosci:
2.1. ustalenie odchylenia odcieni szaro$ci (zakres minimalnej i maksymalnej
wartos$ci odcieni szarosci);
2.2. ustalenie wartosci gradientu odcieni szaro$ci.
3. Standardy modeli barw obrazéw kolorowych:
3.1. klasyczny: model RGB;
3.2. preferowany: model HSV.

Bueno i wsp. (2013) przeprowadzili badania pordwnawcze pomiedzy rdéznymi
modelami barw (RGB, HSI, CMYK, CIEL*a*b* oraz HSV) stosowanych w analizie
bardzo duzych obrazéw mikroskopowych preparatow histologicznych. Takie
porownania pozwalaja wybra¢ najlepszy model koloréw dla okre$lonego barwienia
preparatu oraz rodzaju tkanki badanej w celu osiagni¢cia wiarygodnych wynikéw
przetwarzania i analizy obrazéw morfologicznych (Wyszecki i Stiles, 2000). Model
przestrzeni barw powinien by¢ brany pod uwage przy definiowaniu standardéw dla
obrazow histologicznych. W przeprowadzonych przez tych autorow badaniach
bioptatéw prostaty barwionych HE najlepszym okazat si¢ model CIEL*a*b* , ktéry byt
najbardziej zblizony do kolorow oryginalnych preparatow histologicznych.

W moich badaniach wyniki uzyskane w modelu HSV (odpowiednik HSI) byly lepsze
niz w modelu RGB, co jest zgodne z sugestiami Kaysera i wsp. (2008a). Nie badatam
natomiast innych modeli barw wskazanych przez Bueno i wsp. (2013).

Podsumowujac, wiele czynnikow moze mie¢ istotny wplyw na wyniki
statystycznej analizy obrazéw oraz efekty komputerowego wspomagania diagnozy,
poczawszy od jakoSci preparatow histologicznych, powigkszenia i1 rozdzielczosci
obrazow, metody probkowania podobrazéw preparatéw do analizy morfometrycznej,
zorientowanej obiektowo segmentacji struktur, z ewentualnym uwzglednieniem cech
statystycznych utkania obiektow (Fukunaga, 1990) az po standardy obrazow.
Kontynuacja prac w kierunku standaryzacji analizy obrazow morfologicznych jest nadal

przedmiotem badan (Kayser i Kayser, 2013).
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Rozdzial VI. WNIOSKI

1. W diagnostyce histopatologicznej skanowanie preparatow przy powiekszeniu
20-krotnym i $redniej rozdzielczo$ci jest optymalne do wykonania analizy
morfometrycznej na podstawie podobrazéw losowanych systematycznie (0 ile

nie dotyczy diagnostyki chorob rzadkich).

2. Wyniki morfometryczne analizy preparatow wirtualnych zalezag w mniejszym
stopniu od wyboru powigkszenia i rozdzielczosci skanowania niz schematu ich

probkowania oraz jakoS$ci przygotowania preparatow histologicznych.

3. Zobiektywizowana ocena morfometryczna oparta na komputerowej analizie
obrazéw jest szybsza i1 niezalezna od czynnikow ludzkich stwarzajacych ryzyko

btedu np. z powodu zmeczenia.

4. Standaryzacja technik opracowania preparatow histologicznych ma zasadniczy

wplyw na jakos$¢ oceny morfometryczne;.

5. Standaryzacja obrazow mikroskopowych pozwoli na obiektywng analize
poréwnawczg wynikow morfometrycznych preparatow wirtualnych z réznych

os$rodkow diagnostycznych.

Whioski szczegdtowe dotyczace aplikacji pracy:

6. Zobiektywizowana ocena rozlegto$ci wldknienia w $rédmigzszu watroby na
podstawie procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza wyznaczonej na
podstawie komputerowej analizy obrazéw jest skorelowana z ocenag

potilosciowa wykonang przez doswiadczonego histopatologa.
7. Wyniki automatycznej oceny liczby jader komérkowych immunopozytywnych
w przypadkach nowotworow jelita grubego zalezg od zastosowanej metody ich

segmentacji.

67



STRESZCZENIE

Dynamiczny rozwdj technologii informatycznych umozliwia obecnie rejestracje
calych preparatow histologicznych przy pomocy skanerdw preparatow. Proces
rejestracji zalezy w duzej mierze od wyboru ustawien skanera, tj. powigkszenia i
rozdzielczosci. Przypuszcza sig, ze istotny wplyw na ocen¢ morfometryczng
wirtualnych preparatébw moga mie¢ wlasnie ustawienia skanera oraz schemat
probkowania preparatu cyfrowego.
W zwigzku z powyzszym, gtéwnym celem pracy doktorskiej byto ustalenie optymalne;j
metodyki skanowania preparatow histologicznych oraz dokonanie statystycznej oceny
wpltywu wybranej metody probkowania cyfrowych preparatow na wynik pomiaru
morfometrycznego.

Cele szczegbdtowe pracy obejmuja:

1. ustalenie optymalnej metodyki skanowania preparatow histologicznych;

2. statystyczna ocena wplywu metody probkowania cyfrowych preparatow,
powiekszenia 1 rozdzielczo$ci skanow na wyniki pomiaru morfometrycznego
uzyskane przy zastosowaniu dwéch roznych metod komputerowego rozpoznania
reakcji histo- i immunohistochemicznej;

3. Aplikacja: ocena ilosciowa reakcji histochemicznej na przykladzie analizy
skanow preparatow barwionych czerwienig Syriusza w ocenie wildknienia
srodmigzszu watroby. Materialem badawczym do oceny ilo$ciowej reakcji
histochemiczne; byly preparaty mikroskopowe z bloczkow parafinowych
bioptatbw z wyktadnikami widknienia w przypadkach alkoholowego
przewleklego zapalenia watroby. W obrgbie preparatow z reakcja
histochemiczng czerwien Syriusza wyznaczano pole powierzchni reakcji, a
nastepnie obliczono procentowy udzial wildknienia, ktory odniesiono do
powierzchni catkowitej badanej tkanki. Dodatkowo morfometryczna analiza
wloknienia watroby zostala poprzedzona badaniem na grupie chorych objetych
wczesniejszymi badaniami sonoelastograficznymi i histopatologicznymi.

4. Aplikacja: ocena ilosciowej liczby struktur na przyktadzie analizy liczby i
wielkosci jader komorkowych. Material do oceny liczby struktur stanowity

skrawki parafinowe z nowotworem jelita grubego z pozytywna reakcja
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immunohistochemiczng PCNA. Na preparatach cyfrowych z materiatu jelita

grubego, wykonano zliczenia jader komérkowych z reakcja PCNA™ oraz

oceniono ich wielkos$¢ 1 wspotczynnik jadrowy NAF.
Wszystkie preparaty byty rejestrowane przy roznych powiekszeniach skanera (10x, 20x,
40x) oraz przy s$redniej, a nastepnie przy wysokiej rozdzielczosci skanera. Nastepnie
preparaty cyfrowe byly prébkowane dwoma metodami: prébkowanie losowe proste i
probkowanie losowe systematyczne. Uzyskane podobrazy preparatow cyfrowych
poddano ocenie morfometrycznej korzystajac z dwoch programoéw do analizy
ilosciowej obrazow mikroskopowych: Filtr HSV oraz Image-Pro Premier.

W obu aplikacjach analiza statystyczna nie wykazata istotnych ro6znic migdzy
wynikami otrzymanymi w dwoch réznych metodach probkowania (uwzgledniajac uzyte
oprogramowanie), natomiast stwierdzono statystycznie istotne korelacje pomigdzy
wynikami rejestrowanymi przy S$redniej oraz wysokiej rozdzielczos$ci skanera.
Oceniono takze homogenicznos¢ grup ze wzgledu na wybrang rozdzielczos¢ skanera w
obu aplikacjach oraz przy uzyciu programow Filtr HSV i Image-Pro Premier.
Otrzymano wysokie warto$ci wspotczynnika zgodnosci Cronbacha, ktore potwierdzaja
jednorodno$¢ wynikow.

Metoda Blanda-Altmana zweryfikowano zgodno$§¢ pomiaré6w procentu widknienia
$r6dmiazszu watroby oraz liczby jader komérkowych PCNA™ pomiedzy programami.

Przeprowadzone badania pozwolily na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

e W diagnostyce histopatologicznej skanowanie preparatow przy powiekszeniu
20-krotnym 1 $redniej rozdzielczo$ci jest optymalne do wykonania analizy
morfometrycznej na podstawie podobrazéw losowanych systematycznie (o ile
nie dotyczy diagnostyki chorob rzadkich).

e  Wyniki morfometryczne analizy preparatow wirtualnych zaleza w mniejszym
stopniu od wyboru powigkszenia i1 rozdzielczosci skanowania niz schematu ich
probkowania oraz jako$ci przygotowania preparatow histologicznych.

e Zobiektywizowana ocena morfometryczna oparta na komputerowej analizie
obrazow jest szybsza i niezalezna od czynnikéw ludzkich stwarzajacych ryzyko
btedu np. z powodu zmeczenia.

e Standaryzacja technik opracowania preparatow histologicznych ma zasadniczy

wplyw na jakos$¢ oceny morfometrycznej.
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Standaryzacja obrazow mikroskopowych pozwoli na obiektywng analize
porownawcza wynikow morfometrycznych preparatow wirtualnych z réznych
o$rodkéw diagnostycznych.

Zobiektywizowana ocena rozleglosci wloknienia w $rodmigzszu watroby na
podstawie procentu ekspresji reakcji czerwieni Syriusza wyznaczonej na
podstawie komputerowej analizy obrazéw jest skorelowana =z oceng
potilosciowag wykonang przez doswiadczonego histopatologa.

Wyniki automatycznej oceny liczby jader komérkowych immunopozytywnych
w przypadkach nowotwordw jelita grubego zalezg od zastosowanej metody ich

segmentacji.
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STATISTICAL ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL IMAGES AND
CAPABILITIES OF ITS APPLICATIONS FOR VIRTUAL
MICROSCOPY

SUMMARY

Nowadays, a development of computer technologies allows for a registration of
histological specimens by using whole slide scanners. The registration process, in large
part, depends on the choice of scanner settings (magnification and resolution).
Presumably, the scanner settings and specimen sampling methods should have a
significant impact on morphometric results of virtual slides. In this connection, the main
purpose of my study was to determine optimal settings for whole histological slide
scanning and to examine an influence of sampling methods of virtual slides on
morphometric results.

Specific aims included:

1. elaboration of optimal methods for whole slides scanning;

2. statistical evaluation of scanner settings and sampling methods for
morphometric results derived from two image analysis programs for extraction
and measurements of histo- and immunohistochemical reaction;

3. Application: quantitative analysis of histochemical reaction on the example of
evaluation of hepatic fibrosis. The material consisted of histological specimens
from patients with chronic alcoholic hepatitis who had liver biopsy. The
morphometric analysis of liver fibrosis was carried out on the basis of area
fraction of Syrius red reaction. The reaction area was determined and then, a
percent of fibrosis was related to the examined tissue area. In addition, the
morphometric assessment of liver fibrosis was preceded by earlier
sonoelastographic and histopathological examinations.

4. Application: counts of structures on the example of quantitative evaluation of
PCNA positive cell nuclei observed in histological specimens from patients with
colorectal carcinomas.

All specimens were registered at different scanner magnifications (10x, 20x, 40x) at
medium and then high scanner resolutions. Subsequently, random sampling and

systematic sampling of digital slides were performed. Sampled sub-images of virtual
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slides were then subjects of morphometric analysis by using two image analysis
programs: Filtr HSV and Image-Pro Premier.

No significant differences were found between morphometric results obtained from
subimages sampled randomly and systematically in both applications and analyzed in
both programs. However, significant correlations were found between results registered
at medium and high scanner resolution.

Homogeneity of groups due to scanner resolution was found on the basis of high values
of Cronbach’s coefficient. Bland-Altman analysis was performed to evaluate an
agreement between morphometric results (area fraction of Syrius red reaction in liver
fibrosis and number of PCNA™ cell nuclei) derived from Filtr HSV and Image-Pro
Premier programs.

The studies allowed to conclude:

e Registration of histological specimens by using whole slide scanners at 20x
magnification and medium resolution is optimal for morphometric analysis
based on sub-images systematically sampled (not applicable for diagnosis of
rare diseases);

e Results of morphometric analysis of virtual slides depend less on scanner
settings (magnification and resolution) than sampling scheme and quality of
histological preparations;

e Objective morphometric evaluation based on computer image analysis is faster
and independent on human factors (for instance tiredness ) causing a risk of
errors;

e Standardization of techniques for preparation of histological specimens has a
significant impact on the quality of morphometric evaluation;

e Standardization of microscopic images allow for an objective comparative
analysis of morphometric results of virtual slides from different diagnostic
centers;

e Objective assessment of an extent of liver fibrosis on the basis Sirius red area
fraction is correlated with semi quantitative evaluation by an experienced
histopathologist;

e Results of the automatic estimation of the number of immunopositive cell nuclei
depend on the segmentation method as was shown on the example of PCNA"

cell nuclei in colorectal carcinomas.
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ZALACZNIK

Tab.ll B. Szczegdtowe wyniki procentu wioknienia $rodmigzszu watroby dla pierwszego
preparatu (warto$¢ srednia, odchylenie standardowe).

$rednia + odch. std.
. | jakoS$¢ rejestracji . . X . . .
oprogramowanie preparatu powigkszenie | prébkowanie probkowanie
systematyczne losowe
&rednic 10x 12,75+ 10,71 12,53 + 8,00
redniej
rozdzielczosci igx 10,21 + 10,25 12,31 + 7,87
. X
Filtr HSV 8,79 = 10,05 12,16 + 7,63
. 10x 9,22 + 10,63 12,29 + 7,98
Wysokie] 20x 8,90 + 10,19 12,22 + 7,73
rozdzielczosci 2 2 2 2
40x 8,75 + 9,99 12,18 + 7,61
Srednic 10x 10,46 £ 6,51 9,80 + 4,85
redniej
rozdzielczoS$ci 20x 10,06 + 5,69 9,56 + 4,91
Image-Pro 40x 9,98 + 6,69 9,04 +5,11
Premier Wysokie 10x 998 + 582 9,55 £ 5,08
ysokiej
rozdzielczosci 20x 10,50 + 6,73 9,06 +4.,58
40X 10,65 £ 7,09 10,38 + 5,44
Tabl. Il C. Szczegotowe wyniki procentu widknienia $rédmigzszu watroby dla drugiego

preparatu histologicznego (wartos¢ srednia, odchylenie standardowe).

jakoS$¢ rejestracji

Srednia + odch. std.

oprogramowanie preparatu powigkszenie | prébkowanie probkowanie
systematyczne losowe
Sredniei 10x 3,29 +3,00 3,76 £2.95
redniej
rozdzielczosci 4218)( 3,45+3,14 3,79+ 2,97
X
Filtr HSV 2,94 +£ 2,94 3,29+ 2,79
Wysokie] 10x 3,30 + 2,94 3,71 + 2,83
rozdzielczosci 20x 3,38 + 3,05 3,81 £ 3,00
40x 2,92 + 2,94 3,24+ 2,75
Srednie: 10x 2,48 +235 2,83 +2.14
redniej
rozdzielczosci 20x 2,77 2,46 2,80 +2,00
Image-Pro 40x 2,90 +2,73 2,93 +2,24
Premier Wesokiet 10x 2,80 +2,55 2,82 +£2,02
ysokiej
rozdzielczosci 20x 2,46+2,19 2,81 £2,02
40x 2,45+2.22 2,85 +2,03

83



Tabl. 1l D. Szczegotowe wyniki procentu widknienia $rodmigzszu watroby dla trzeciego
preparatu histologicznego (wartos¢ srednia, odchylenie standardowe).

. .. $rednia + odch. std.
oprogramowanie Jak(;)s:e;;]:;ttl:acjl powi¢kszenie | probkowanie probkowanie
systematyczne losowe
Srednic: 10x 1,46 + 0,91 1,40 + 1,00
redniej
rozdziclezosci igx 1,45+0,99 1,34 + 1,00
. X
Filtr HSV 1,30 £0,92 1,25+0,92
Wysokiej 10x 1,45+ 0,89 1,34 £ 0,95
rozdzielczoS$ci 20x 1,48 £ 1,03 1,35+ 1,03
40x 1,29 + 0,90 1,27 +0,92
Sredniei 10x 1,03+ 0,77 1,04+ 0,73
redniej
rozdzielczoS$ci 20x 1,05+ 0,82 1,08 + 0,81
Image-Pro 40x 1,00 = 0,80 1,05+ 0,80
Premier Wesoie 10x 1,00 = 0,78 1,05+ 0,76
ysokiej
rozdzielczos$ci 20x 1,06 + 0,85 1,07+ 0,79
40x 1,00 £ 0,79 1,05+ 0,78
Tabl. Il E. Szczegblowe wyniki procentu widknienia $rodmigzszu watroby dla czwartego

preparatu histologicznego (wartos¢ srednia, odchylenie standardowe).

jakos¢ rejestracji

srednia = odch. std.

oprogramowanie preparatu powigkszenie | prébkowanie probkowanie
systematyczne losowe
Srednie: 10x 3,81 +4,52 4,05 +4,54
rednie;j
rozdzielczosci igx 3,70 4,37 4,08 +4,42
. X
Filtr HSV 3,05 +£3,75 3,30 £3,72
Wysokiej 10x 3,78 +4,34 3,99 +4,47
rozdzielczosci 20X 3,08 +£3,70 3,25 £3,66
40x 3,36 £3,72 3,23 +3,63
Sredniei 10x 3,81 + 4,52 4,05+ 4,54
redniej
rozdzielczosci 20x 3,70 £ 4,37 4,08 + 4,42
Image-Pro 40x 2,48+ 323 2,79+ 3,20
Premier Wvsokie 10x 3,78 + 4,34 4,07+ 4,41
ysokiej
rozdzielczosci 20x 3,08+ 3,70 3,25+ 3,66
40x 3,36+ 3,72 3,23+ 3,63
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Tabl. Il F. Szczegdtowe wyniki procentu wtoknienia srodmiazszu watroby dla piatego preparatu
histologicznego (warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe).

jakos¢ rejestracji

Srednia = odch. std.

oprogramowanie preparatu powi¢kszenie | prébkowanie probkowanie
systematyczne losowe

Srednic: 10x 12,70 + 6,74 10,98 + 6,55

redniej
rozdziclezodci igx 12,80 + 6,83 11,00 + 6,56

X

Filtr HSV 12,79 +6,72 11,02 + 6,54
Wysokiej 10x 12,65 + 6,74 11,00 + 6,51
rozdzielczosci 20x 12,80 + 6,71 11,14 £ 6,65
40x 13,03 + 6,99 11,00 + 6,65
Srednici 10x 12,70 + 6,74 10,98 + 6,55

redniej
rozdzielezodci 20x 12,80 + 6,83 11,00 + 6,56
Image-Pro 40x 12,79 +£6,72 11,02+ 6,54
Premier Wysokiei 10x 12,65 + 6,74 11,00 £ 6,51
rozdrielezodci 20x 12,80 + 6,71 11,14+ 6,65
40x 13,03 + 6,99 11,00 £ 6,65
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Ryc. 22. Zgodno$¢ pomiaréw procentu zwldknienia $rodmigzszu watroby pomiedzy
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania systematycznego i 10-krotnego powigkszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczos¢
skanera (s), wspdlczynnik Blanda-Altmana 9%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w),
wspotczynnik Blanda-Altmana 9%.
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Ryc.23. Zgodno$¢ pomiaréw procentu zwtoknienia $rédmigzszu watroby pomiedzy
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) przypadku
probkowania systematycznego i 20-krotnego powigkszenia skanera: (A) Srednia rozdzielczo$¢
skanera (s), wspolczynnik Blanda-Altmana 7%; (B) wysoka rozdzielczo$§¢ skanera (w),
wspotczynnik Blanda-Altmana 9%.
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Ryc.24. Zgodno$¢ pomiardw procentu zwitoknienia $rédmigzszu watroby pomiedzy

oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania systematycznego i 40-krotnego powiekszenia skanera: (A) s$rednia rozdzielczo$¢

skanera (s), wspolczynnik Blanda-Altmana 10%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w),

wspotczynnik Blanda-Altmana 10%.
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Ryc.25. Zgodno$¢ pomiaréw procentu zwtoknienia $rédmigzszu watroby pomiedzy
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania losowego i 10-krotnego powigkszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera
(s), wspodtczynnik Blanda-Altmana 7%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik
Blanda-Altmana 6%.
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Ryc.26. Zgodno$¢ pomiaréw procentu zwtoknienia $rédmigzszu watroby pomiedzy
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania losowego i 20-krotnego powigkszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera
(s), wspdtczynnik Blanda-Altmana 7%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik
Blanda-Altmana 7%.
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Ryc.27. Zgodno$¢ pomiard6w procentu zwldknienia
oprogramowaniem Filtr HSV (ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) w przypadku
probkowania losowego 1 40-krotnego powigkszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera

$rodmigzszu watroby pomiedzy

(s), wspotczynnik Blanda-Altmana 8%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik
Blanda-Altmana 8%.
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Tab.VIII B. Szczegétowe wyniki liczby jader komoérkowych PCNA+ dla pierwszego preparatu
histologicznego (warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe).

jakosé $rednia = SD
oprogramowanie | rejestracji | powiekszenie prébkowanie probkowanie
preparatu systematyczne losowe
Sredniei 10x 72 +91 71 + 85
redniej
rozdzielczosci 20% 72 £90 71 +84
Filtr HSV 40x 72 £90 71 +86
Wysokiej 10 72+91 71 £84
rozdzielczosci 20X 73 +£91 72 +85
40x 72 + 89 72 + 86
Srednic 10x 77 £102 87 £ 123
redniej
rozdzielezosci 20x 77 + 100 90 + 127
i 40x 78 + 102 92 + 131
Image-Pro Premier Tox 100 o Tas
Wysokiej
rozdzielczosci 20% 79 £ 103 94 + 136
40x 78 + 102 97 + 138

Tab.VIIl C. Szczegétowe wyniki liczby jader komorkowych PCNA+ pozytywnych dla
drugiego preparatu histologicznego (warto$¢ érednia, odchylenie standardowe).

jakos¢ Srednia = SD
oprogramowanie | rejestracji | powi¢kszenie | prébkowanie prébkowanie
preparatu systematyczne losowe
Sredniei 10x 150 +£179 146 +126
rozdrzei:elrgg)s'ci 20x 150 £179 148 + 126
Filtr HSV 40x 150 =180 146 +126
Wysokiei 10x 150 +178 148 +127
rozdzii?c;?éci 20% 150 £179 146 +125
40x 146 +172 140 + 120
Srednici 10x 124 + 121 128 £97
rozdrzeiellzzlz%éci 20X 127 £ 126 131+ 96
Image-Pro Premier 40x 124 + 124 132 +98
Wsokiei 10x 122+ 120 129 + 97
rozd;/izcl)c;?éci 20x 125+ 126 131 +£97
40x 123 + 124 132 + 98
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Tab.VIIl D. Szczegétowe wyniki liczby jader komorkowych PCNA+ pozytywnych dla
trzeciego preparatu histologicznego (wartos¢ srednia, odchylenie standardowe).

jakos¢é Srednia = SD
oprogramowanie | rejestracji powiekszenie probkowanie prébkowanie
preparatu systematyczne losowe
&rednic 10x 340 +315 197 + 187
redniej
rozdzielczosci ng 339 £317 196 + 184
. X
Filtr HSV 340 +317 196 + 186
Wysokiej 10x 339 +314 198 + 186
rozdzielczosci 20x 341 £315 196 + 185
40x 333 +308 196 + 180
Srednic 10x 259 + 228 165+ 119
redniej
rozdzielczosci 20X 260 229 159£118
. 40x 261 £231 160 + 121
Image-Pro Premier
Wysokiej 10x 259 + 229 165 + 120
rozdzielczosci 20x 259 £229 162 + 120
40x 263 +232 162 + 124

Tab.VIII E. Szczegbtowe wyniki liczby jader komorkowych PCNA+ dla czwartego preparatu
histologicznego (warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe).

jakos¢ $rednia = SD
oprogramowanie | rejestracji powiekszenie probkowanie probkowanie
preparatu systematyczne losowe
Sredniei 10x 237 +£328 258 +249
redniej
rozdzielczosci igx 247 £362 244 +260
. X
Filtr HSV 271 +£387 281 £284
Wysokiej 10x 238 +335 259 +255
rozdzielczosci 20X 249 +365 245 £252
40x 259 +£372 277 £278
Sredniei 10x 178 +220 242 +207
redniej
rozdzielczosci 20x 174£216 242 £ 206
. 40x 175 +£217 232 + 198
Image-Pro Premier
Wsokiei 10x 178 + 220 249 + 218
YSOKIE]
rozdzielczosci 20x 174 £ 217 240 + 206
40x 174 £216 231+ 198
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Tab.VIIl F. Szczegdtowe wyniki liczby jader komorkowych PCNA+ dla pigtego preparatu
histologicznego (warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe).

Srednia = SD

jakos¢
oprogramowanie | rejestracji | powiekszenie prébkowanie probkowanie
preparatu systematyczne losowe
Srednic 10x 92 +95 58 +67
redniej
rozdzielczoscei igx 92 +£94 58 +68
i X 91 £94 59 +69
Filtr HSV
Wysokiej 10x 92 %95 57 £66
rozdzielczosci 20x 92 +95 58 + 67
40x 85 + 89 54 + 65
Srednic 10x 66+ 72 45 + 47
redniej
rozdzielczosci 20X 65 + 67 43 +£49
i 40x 66+ 71 46 + 48
Image-Pro Premier Lox . Yo
Wysokiej
rozdzielczo$ci 20x 65+70 46 + 49
40x 61+ 72 45 + 48
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Ryc. 31. Zgodnos¢ liczby jader komorkowych PCNA+ pomigdzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) dla probkowania systematycznego i 10-krotnego
powigkszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspodtczynnik Blanda-Altmana

6%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 6%.
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Ryc.32. Zgodnos¢ liczby jader komérkowych PCNA+ pomiedzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) dla probkowania systematycznego i 20-krotnego
powickszenia skanera: (A)$rednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspotczynnik Blanda-Altmana 6%;
(B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 7%.
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Ryc.33. Zgodnos¢ liczby jader komoérkowych PCNA+ pomiedzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) dla probkowania systematycznego i 40-krotnego
powiekszenia skanera: (A) Srednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspotczynnik Blanda-Altmana
6%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 6%.
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Ryc.34. Zgodnos¢ liczby jader komérkowych PCNA+ pomigdzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) dla prébkowania losowego i 10-krotnego
powiekszenia skanera: (A) Srednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspotczynnik Blanda-Altmana
6%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 5%.
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Ryc.35. Zgodno$¢ liczby jader komérkowych PCNA™ pomiedzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image-Pro Premier (ozn. IPP) dla prébkowania losowego i 20-krotnego
powiekszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspotczynnik Blanda-Altmana
7%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 6%.
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Ryc.36. Zgodnos¢ liczby jader komorkowych PCNA+ pomiedzy oprogramowaniem Filtr HSV
(ozn. HSV) a Image Pro-Premier (ozn. IPP) dla probkowania losowego i 40-krotnego
powickszenia skanera: (A) $rednia rozdzielczo$¢ skanera (s), wspotczynnik Blanda-Altmana
6%; (B) wysoka rozdzielczo$¢ skanera (w), wspotczynnik Blanda-Altmana 6%.
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