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Sadrzaj — IstraZivanja bioloSkih mehanizama raka dojke su pokazala da, u veéini slucajeva, brzina rasta tumora zavisi od
prisustva hormona estrogena i progesterona. Status estrogenskih i progesteronskih receptora se moZe, prema tome, iskoristiti kao
prognosticki faktor kod pacijenata koji primaju anti-hormonsku terapiju. U ovom radu je izloZen algoritam za procjenu statusa
ovih receptora odredivanjem proporcije i intenziteta bojenja pozitivno obojenih tumorskih Ccelija na imunohistoloskoj slici
neoplasticnog tkiva. PredloZena je adaptacija algoritma za segmentaciju kolor-slika za primjenu u segmentaciji imunohistoloskih
slika. Postignuti rezultati su analizirani i poredeni sa rezultatima dobijenim od strane ljekara.

Kljucne rijeci: analiza imunohistoloskih slika, segmentacija, matematicka morfologija.

Abstract - Research into biological mechanisms of breast cancer have found that growth rate in most cases depends on the
presence of hormones estrogen and progesterone. Therefore, estrogen and progesterone receptor status can be used as a
prognostic and predictive factor in anti-hormonal terapy. This paper presents an algorithm for estimation of receptor status by
computing proportion score and intensity score for positive stained tumor cells in immunohistological image of neoplastic tissue.
The adaptation of the algorithm for color-image segmentation for application in immunohistological image segmentation is

proposed. Achieved results are analyzed and compared with the results obtained by a pathologist.
Keywords: immunohistological image analysis, image segmentation, mathematical morphology.

1. UVOD

Brzina rasta tumorskih ¢elija kod veéine slucajeva raka
dojke zavisi od prisustva hormona estrogena i progesterona [1].
Zbog toga se status estrogenskih (ER) i progesteronskih (PR)
receptora u neoplasticnom tkivu moZe iskoristiti kao
prognosticki faktor pri uvodenju anti-hormonske terapije.
Odredivanje ER i PR statusa podrazumijeva utvrdivanje odnosa
broja pozitivho obojenih i ukupnog broja jedara tumorskih
¢elija u uzorku, te intenziteta bojenja pozitivno obojenih jedara.
Ukoliko se wustanovi da je status hormonskih receptora
pozitivan, pacijent postaje kandidat za anti-hormonsku terapiju.

U cilju prevazilazenja tradicionalnih dijagnosti¢kih metoda
koje podrazumijevaju ru¢no prebrojavanje ovih celija od strane
patologa, te procjenu intenziteta bojenja tumorskih celija, od
interesa je da se razmotri automatizacija ovog metoda pri cemu
bi bili koriSteni algoritmi za obradu slike. Prednosti automatske
analize imunohistoloske slike su ubrzanje procesa, smanjenje
troSkova za analizu slike, te smanjenje broja pogreSnih
dijagnoza izazvanih umorom ljekara.

Razvojem savremene racunarske opreme, te primjenom
tehnika za digitalnu obradu slike postala je moguca
implementacija algoritama koji omoguc¢avaju poluautomatsko
ili automatsko odredivanje statusa hormonskih receptora. U [2]

je opisana web aplikacija ImmunoRatio za odredivanje statusa
receptora estrogena i progesterona. Autori analizu zapocinju
korekcijom imunohistoloske slike na osnovu korekcione slike
kamere, zatim se slika segmentira Isodata algoritmom, te vr§i
izdvajanje pojedinac¢nih jedara watershed algoritmom. Pored
navedenog, aplikacija od korisnika zahtjeva procjenu veliine
¢elijskih jedara kako bi dala precizniju segmentaciju. U radu
[3] autori predlazu algoritam za detekciju statusa hormonskih
receptora baziran na Laws obiljezjima teksture [4], dok se u
radu [5] analizira primjena komercijalnog softvera Adobe
Photoshop u  svthu analize imunohistoloskih  slika.
Segmentacija bazirana na primjeni neuronskih mreza za
klasifikaciju boje piksela na imunohistoloskoj slici data je u
radu [6].

U ovom radu je predloZen algoritam za procjenu statusa
estrogenskih i progesteronskih receptora odredivanjem
proporcije i intenziteta bojenja pozitivno obojenih tumorskih
¢elija na imunohistoloskoj slici. Algoritam je inspirisan
¢injenicom da za procjenu ER/PR statusa nije potrebno tacno
prebrojavanje jedara ve¢ samo procjena odnosa broja pozitivnih
i ukupnog broja jedara. Imajuc¢i u vidu da su jedra tumorskih
¢elija priblizno iste velicine, predloZzeno je da se odnos broja
pozitivnih i ukupnog broja jedara procijeni kao odnos povrSine
pozitivnih i ukupne povrSine svih jedara tumorskih ¢elija. Na
ovaj nacin se izbjegava potreba da se tacno segmentiraju



pojedina jedra. Pored toga, intenzitet bojenja jedara se moZe
procijeniti na osnovu intenziteta piksela pozitivho obojenih
jedara. PredloZeni algoritam je implementiran i testiran na
skupu imunohistohemijskih slika. Dobijeni rezultati su
poredeni sa onima dobijenim od strane ljekara.

Rad je dalje organizovan kako slijedi. U drugom poglavlju
je data teorijska analiza problema automatske segmentacije
imunohistoloskih slika, te je predlozen algoritam za
odredivanje statusa estrogenskih i progesteronskih receptora.
Treée poglavlje daje komparativnu analizu predloZenog
algoritma sa rezultatima dobijenim od strane ljekara. Cetvrto
poglavlje je zakljucak.

2. ALGORITAM
RECEPTORA

ZA PROCJENU STATUSA ER/PR

Imunohistohemija je proces lokalizacije antigena (npr.
proteina) u celijama presjeka tkiva zasnovan na koriStenju
antitijela koja se vezuju za antigene u bioloSkim tkivima [8].
Imunohistohemijsko  bojenje  se tipicno  koristi  za
dijagnostikovanje abnormalnih celija, kao npr. celija raka.
Posto su antitijela nevidljiva, za vizuelizaciju interakcije
antitijela i antigena se koriste razne tehnike. Jedna od njih je da
se antitijelo poveze sa enzimom koji ¢e katalizirati hemijsku
reakciju i obojiti antitijelo kada se poveze sa antigenom. Tako
obojeni preparat se, zatim, posmatra pod mikroskopom i broje
se obojena antitijela.

Pokazano je da se imunohistohemijski odreden status
ER/PR receptora moZze iskoristiti u planiranju terapije i kao
prediktor ishoda u lijeCenju raka dojke [1]. Tradicionalno,
patolog  svjetlosnim  mikroskopom  posmatra  uzorak
neoplasticnog tkiva obojen imunohistohemijskom tehnikom i
odreduje status ER/PR receptora. Kako bi se ubrzao proces
analize, u ovom radu je prikazan algoritam za automatsko
odredivanje statusa ER/PR receptora u ¢elijama raka dojke.

2.1. Odredivanje hormonskog statusa

Odredivanje statusa receptora podrazumijeva da se na
imunohistoloskoj slici prvo ustanovi prisutnost receptora

hormona estrogena i progesterona u vidu proporcije pozitivho
obojenih celijskih jedara i ukupnog broja jedara neoplasticnog
tkiva (Proportion Score - PS), te intenziteta bojenja prethodno
izdvojenih pozitivno obojenih ¢elijskih jedara (Intensity Score -
IS) [1].
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Slika 1 — Ocjena zastupljenosti pozitivno obojenih jedara u
uzorku

Na Slici 1. prikazane su smjernice za odredivanje PS.
Celije sa pozitivnim statusom prikazane su smedom bojom, a

¢elije sa negativnim statusom su prikazane plavom bojom. PS
se ocjenjuje vrijednostima od 0 do 5.
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Slika 2 — Odredivanje intenziteta bojenja jedara tumorskih
celija

IS predstavlja prosjecan intenzitet bojenja prethodno
detektovanih pozitivnih tumorskih celija. Odredivanje ovog
statusa je ilustrovano na Slici 2.

KonaCan status se dobija kombinacijom prethodno
utvrdenih statusa u vidu Total Score — TS, gdje je:

TS =PS +1IS. (1)

Dalje se na osnovu konacanog statusa odreduje da li je
receptorski status pozitivan ili negativan: ako je TS<3 status je
negativan, u suprotnom, hormonski status tumorskih celija
proglasava se pozitivnim.

2.2. Detalji algoritma

U cilju odredivanja proporcije i intenziteta bojenja
pozitivnih  tumorskih ¢elija, te utvrdivanja konacnog
hormonskog statusa na imunohistoloskim slikama vrSena je
njihova analiza, te su utvrdene karakteristike koje bi se mogle
iskoristiti za pojednostavljenje procesa segmentacije tumorskih
¢elija. Na Slici 3, se vidi da u tkivu postoje grupe tumorskih
¢elija pozitivnog, odnosno negativnog statusa koje treba
pojedinacno izdvajati i brojati. Shodno tome, razvila se ideja
da se implementira algoritam koji ne vrsi segmentaciju slike na
¢elije, ve¢ regione sa negativnim, odnosno pozitivnim
tumorskim ¢elijama, te trazi odnos povrsina ovih regiona. Ovaj
odnos ¢e, ekvivalentno brojanju negativnih 1 pozitivnih
tumorskih ¢elija, dati procjenu PS. Kasnije se i intenzitetski
status (IS), pozitivnih tumorskih c¢elija, moze odrediti kao
prosjecni intenzitet bojenja povrSine zahvaéene ovim ¢elijama.

Slika 3 — Grupe tumorskih celija

Ova ideja je implementirana u predloZenom algoritmu za
automatsko odredivanje receptorskog statusa, §to u mnogome
pojednostavljuje proces segmentacije ¢elijskih jedara na slici.



Izdvajanje jedara tumorskih c¢elija na imunohistoloskoj
slici se vrsi odredivanjem vrijednosti praga segmentacije
pomo¢u Otsuovog algoritma [7] primjenjenog na V
komponentu slike iz HSV kolor-prostora. U cilju korekcije
izdvojenih regiona, na dobijenoj binarnoj slici se popunjavaju
izolovani regioni pozadine, a zatim se koristi morfoloski filtar
sa strukturnim elementom dimenzija 5x5. Potom je izvrSeno
uklanjanje ostataka pozadine Cije su karakteristike uocene u
RGB kolor-prostoru. Naime, cinjenica da G komponenta
pozadine na slikama ima znatno vecu vrijednost od G
komponente tumorskih celija dovela je do odabira pogodnog
praga koji rezultuje njihovim preciznijim izdvajanjem. Kao
rezultat, dobijena je slika sa oznacenim regionima u kojim se
nalaze ¢elije tumorskih jedara, Slika 4a.

Dalja analiza slike se odnosi na izdvajanje regiona koji
zauzimaju tumorske ¢elije pozitivnog hormonskog statusa iz
prethodno izdvojenog regiona koji zauzimaju tumorske celije.
Cinjenica da se pozitivne tumorske ¢elije na imunohistoloskoj
slici boje smedom, a negativne plavom bojom je iskoriStena za
njihovu dalju segmentaciju. Kako B (blue) komponenta RGB
kolor-prostora tumorskih ¢elija negativnog statusa ima vecu
vrijednost od one koju imaju tumorske Ccelije pozitivnog
statusa, odaban je praga koji rezultuje razdvajanjem
negativnih i pozitivnih ¢elija u odvojene regione. Kao rezultat
se dobija slika sa oznac¢enim regionom koji zauzimaju tumorske
¢elije pozitivnog hormonskog statusa na imunohistoloskoj slici,
Slika 4b.

Racunanjem odnosa povrS§ine regiona sa tumorskim
¢elijama pozitivnog statusa i regiona koje zajedno Cine sve
tumorske ¢elije odreduje se PS za datu imnohistolosku sliku.

Dalja analiza imunohistoloske slike se bazira na
odredivanju intenziteta bojenja (IS) jedara u regionu kojem
pripadaju pozitivno obojene tumorske ¢elije. Ocjena intenziteta
bojenja se vrSi analizom luminantne (V) komponente slike iz
HSV kolor prostora na mjestima regiona koji zauzimaju
tumorske Celije pozitivnog statusa, tj. odredivanjem histograma
ove komponente sa tri nivoa svjetline. Nivo koji sadrzi najveci
broj piksela odreduje IS analiziranog uzorka. Prema Slici 2,
bojenje pozitivnih jedara moZze biti Slabog (ocjena 1), Srednjeg
(ocjena 2) ili Jakog (ocjena 3) intenziteta [1]. Ukoliko se radi o
slici na kojoj nema izdvojenih regiona sa pozitivnim celijama,
Sto se detektuje nultom vrijednoScu ranije odredene proprcije
(PS), intenzitetski status je Negativan, tj. ima ocjenu 0.

Konacan status (TS) se odreduje formulom (1), te se na
osnovu dobijene vrijednosti receptorski status proglasava
negativnim (TS<3), odnosno pozitivnim (TS>3).

3. REZULTATI

Opisani algoritam za utvrdivanje receptorskog statusa je
testiran na skupu od 9 imnuhohistoloskih slika. Za akviziciju
slika koriSten je mikroskop Leica DM 2500 i kamera Leica
DFC 290 HD. Slike su snimljene na uvec¢anju od 200 puta, sa
rezolucijom 1536x2048 piksela i sacuvane su u TIFF formatu.

Tlustracija segmentacije tumorskih celija na
imunohistoloskoj slici je data na Slikama 4 i 5. Radi bolje
uocljivosti prikazani su samo uvecani dijelovi imunohistoloskih
slika, a segmentacija je vrSena na orginalnim slikama. Bitno je
naglasiti da na slici sve plave ¢elije nisu od interesa, ve¢ samo
one koje pripadaju tumoru, $to se moZze uociti i na pomenutim
primjerima.

Tabela 1 — Vrijednosti PS i IS parametara dobijene rucnom, te
automatskom metodom

Slika Metod PS IS TS
1 Rucno 4 2 Pozitivan
Automatski 4 2 Pozitivan
) Rucno 5 3 Pozitivan
Automatski 5 3 Pozitivan
3 Rucno 5 3 Pozitivan
Automatski 5 3 Pozitivan
4 Ruc¢no 0 0 Negativan
Automatski 0 0 Negativan
5 Rucno 5 3 Pozitivan
Automatski 5 3 Pozitivan
6 Rucno 4 2 Pozitivan
Automatski 4 2 Pozitivan
4 Rucno 5 3 Pozitivan
Automatski 5 3 Pozitivan
3 Ruc¢no 5 3 Pozitivan
Automatski 5 2 Pozitivan
9 Ruc¢no 5 3 Pozitivan
Automatski 5 3 Pozitivan
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a) Izdvojen region sa tumorskim celijama

b) Izdvojen region sa pozitivnim tumorskim celijama

Slika 4 — Segmentacija imunohistoloske slike sa PS=5, IS=3
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Slika 5 - Segmentacija imunohistoloske slike parametara PS=4,
1S=2

Rezultati dobijeni ovim algoritmom su poredeni sa ru¢nim
odredivanjem vrijednosti PS i IS od strane patologa, a uporedni
rezultati su dati Tabelom 1. U svim primjerima, osim primjera
broj 8, vrijednosti PS i IS dobijene predlozenim algoritmom
podudaraju se sa vrijednostima koje je dao patolog. Dakle, iako
nije vrSeno izdvajanje svake od tumorskih c¢elija posebno,
moguce je izvrsiti automatsku procjenu PS i IS na osnovu
izdvojenih regiona od interesa.

U primjeru broj 8, medutim, tumorske celije zauzimaju
manji dio slike i na odredivanje praga segmentacije nepovoljno
uticu strukture koje nisu od interesa. Kao rezultat se u region od
interesa ukljue i plavo obojene celije koje ne pripadaju
tumorskim celijama, ve¢ drugim Ccelijama jedra ili tkiva, a
takode su obojene u plavo. Segmentacija se moZe poboljSati
odredivanjem praga samo na osnovu regiona u kojem se nalaze
tumorske celije.

4. ZAKLJUCAK

U ovom radu predloZzen je algoritam za automatsko
odredivanje statusa hormonskih receptora u tumorskim

¢elijama raka dojke. Prednost predloZenog algoritma je u tome
§to je potpuno automatski i zasniva se na jednostavnim
operacijama ¢ime se zaobilaze sloZzeni algoritmi za
segmentaciju kolor slika.

Dobijeni rezultati obecavaju i ukazuju na moguénost
razvoja automatskih rjeSenja za analizu imunohistohemijskih
slika. Kao rezultat bi se dobila brza analiza slike, uz uklanjanje
mogucnosti greske ljekara usljed umora.

Dalje istraZivanje treba usmjeriti ka automatskoj detekciji
regiona u kojem se nalaze tumorske celije te analizi
imunohistoloskih slika na razli¢itim uvecanjima.
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