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SANTRAUKA

Létiniy uzdegiminiy Zarny ligy (UZL) grupei priskiriamos dvi pagrindinés ligos: opinis kolitas (OK)
ir Krono liga (KL). Uzdegiminiy Zarnyno ligy diagnostikai taikoma biopsiniy preparaty histologiné
analizé. Ligos aktyvumo ir sunkumo jvertinimas yra svarbus projektuojant optimaliq gydymo
strategijq ir tolimesnius tyrimus pacientams. Patologai ekspertai vizualiai vertindami uzdegiminj
procesq pagal zZarnyno histologinius preparatus naudoja kokybinius pazeidimo jvercius — tam tikry
pozymiy buvimg ar nebuvimq. Taciau Sis vertinimas ne visada pasiteisina, dél Zzmogiskosios klaidos.
Yra tikimybeé, jog tq patj preparatq vertinant tam paciam ekspertui, bet praéjus tam tikram laiko
tarpui, rezultatai skirsis. Deja, kol kas néra sukurta patikima ir greita létiniy uzdegiminiy Zarny ligy
automatiné diagnostikos metodologija. Todél, siekiant jq sukurti reikia jvertinti histologiniy
preparaty vaizduose esancius uzdegimo pozymius. Vienas is jy uzdegimo metu atsirandancios
imuninés lgstelés. Sio darbo tikslas, sukurti Zarnyno audiniy uZdegimo poZymiy automatinio
vertinimo metodikg. Siam tikslui pasiekti buvo sukurta registruoty vaizdy pirminio apdorojimo
metodika. Eliminuotas netolygus absoliutinis apsvietimas tyrinéjamuose vaizduose. Surasta
uzregistruoto vaizdo transformacija j optimaliq spalvy erdve. Matematinés morfologijos biidu
iSskirtos tikétinos uzdegiminiy lgsteliy sritys vaizde. Surasti uzZdegiminiy Igsteliy skiriamieji
pozymiai. IS turimy uzdegiminiy lgsteliy poZymiy, isskirti reikSmingiausi. Gauti rezultatai parodé
galimg metodo panaudojimq kaip histologo eksperto pagalbine darbo priemone.



Kiskis, A. ldentification of Diagnostic Features of Intestine Inflammatory Diseases in
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SUMMARY

Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) are two principal diseases of chronic inflammatory
bowel disease (IBD). For visual evaluation of inflammatory processes according to bowel
histological samples, pathology experts use qualitative estimates of infringement — presence or
absence of certain signs. However, this evaluation is not always right because of the “human error”.
There is a great possibility that the same expert evaluating the same sample at different time period
will get different results. However, a reliable and fast automatic methodology for diagnostics of
inflammatory bowel diseases has not been still developed. For automatic evaluation of histological
samples, inflammatory cells forming during inflammation should be considered. Hence, the aim of
this work is to create a method for detection of inflammatory cells in histological sample images of
mice colon tissue. In order to achieve the goal these tasks were carried out. Image preprocessing was
done for registered pictures. Uneven illumination was eliminated and optimal color space
transformation was performed by means of principle component analysis images. By the help of
mathematical morphology methods probable inflammatory cell areas were detected in the image. The
elaborated method then performs feature extraction procedures and discriminant analysis identified
the most important ones. Obtained results demonstrated the potential use of created method for
histology specialist assistance.
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SANTRUMPU IR ZENKLU AISKINIMO ZODYNAS

Autolizé — lgsteliy savaiminis irimas, kurj sukelia ty Igsteliy hidroliziniai fermentai, pvz.,
fermentuojantis arbatzoléms, skerdienai, riigstant silosui.

Biopsija — tai Igsteliy ar audiniy gabalélio paémimas iStyrimui. Méginys imamas i§ to organo ar
vietos, kur matomi pakitimai.

Citokinas — labai didelé grupé baltyminiy medziagy, koordinuojan¢iy imunines reakcijas.

Dehidratavimas — vandens pasalinimas.

Displazija — audinio, organo vystymosi arba augimo sutrikimas.

DSS — natrio dekstrano sulfatas

Ekscesas — imties eksceso koeficientas yra histogramos 1ék§tumo matas

Enteriné nervy sistema — nuosava virskinamojo trakto nervy sistema.

Etiologija —mokslas apie ligy atsiradimo prieZastis ir saglygas.

Gastroenterologija — tai mokslas apie virskinimo sistemos (stemplés, skrandZio, Zarny, kasos,
kepeny) ligas.

Gliukokortikoidai — antinksc¢iy zievés gaminami steroidiniai hormonai, veikiantys angliavandeniy,
riebaly, baltymy apykaita, padedantys palaikyti organizmo vidinés terpés pastovuma
(homeostazg).

Histologija — biologijos sritis, nagrinéjanti daugialgs¢iy organizmy audiniy mikroskoping sandara,
funkcijas ir jy vystymosi désningumus. (Anatomijos dalis, organizmo audiniy mokslas).

Histopatologija — anatomijos sritis, kuri naudodamasi mikroskopu tiria ligos sukeltus audiniy ir
lasteliy pokycius.

Hospitalizacija — paciento guldymas j ligoning.

Ideopatija — pirminé savarankiska liga.

KL — Krono liga.

Kripta — morfologinis ir funkcinis zarnos gaurelio apibudinimas.

Lamina proprija — jungiamojo audinio sluoksnis.

LSMU - Lietuvos Sveikatos Moksly Universitetas

Monozigotiniai dvyniai — kitaip vaidinami identiskais dvyniais — gimsta, kai i§ vienos apvaisintos
kiausSialgstés susiformuoja viena zigota, i$ kurios véliau susidaro du embrionai.

OK — opinis kolitas.

Patogenezé - 1igos raida.

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas

Preparatas — audinys ar organas rengiamas tirti.

Remisija - laikinas ligos reiskiniy susilpnéjimas; ligos atoslugis.



Retrakcija — susitraukimas, sumaz¢jimas.

RGB —(red green blue) raudona zalia mélyna.
ROI — (a region of interest) —Tiriamasis plotas.
UZL —uzdegiminés zarnyno ligos.

VA — Veterinarijos Akademija

Vivariumas — patalpa laikyti bandomiesiems ar rodomiesiems gyviinams.



1 JVADAS

Virskinimo sistema, yra vienas didziausiy barjeriniy organy ir nuolat patiria iSorinés aplinkos
poveikj [1]. Atitinkamas virskinimo sistemos audiniy atsakas j §j poveikj, yra generuojami imuninés
sistemos kontroliuojami uzdegiminiai procesai. VirSkinamojo trakto sutrikimai gali iSsivystyti ]
uzdegimines zarnyno ligas, salygojancias laipsniska virSkinimo trakto audiniy struktiiry kaitg [2].
Létiniy uzdegiminiy Zarny ligy (UZL) grupei priskiriamos dvi pagrindinés ligos: opinis kolitas (OK)
ir Krono liga (KL). Sios ligos yra idiopatinés (savarankiskos) uzdegiminés Zarny ligos, nes iki $iol
néra visiskai aiski ir tiksli $iy ligy etiologija bei patogenezé [2]. Kliniskai, abu susirgimai prasideda
palaipsniui, taciau kartais gali prasidéti staiga ir gali biti priskirtos prie ,,zaibisky* ligy. Klinikin¢je
eigoje yra budingi paiméjimai ir spontaniSka ar vaisty sukelta remisija. Opinis kolitas ir Krono liga
daro neigiamg jtaka serganciyjy gyvenimo kokybei, mirStamumui bei hospitalizavimy skai¢iui [2].
OK ir KL nuolat spar¢iai daugéja, per pastaruosius 20—30 mety Vakary Europoje, uZfiksuotas 3—4
kartus didesnis Siy ligy paplitimas [3]. Uzdegiminiy zarnyno ligy diagnostikai taikoma biopsiniy
preparaty histologiné analizé [1, 4]. Ligos aktyvumo ir sunkumo jvertinimas yra svarbus
projektuojant optimaliag gydymo strategija ir tolimesnius tyrimus pacientams. Patologai ekspertai
vizualiai vertindami uzdegiminj procesg pagal Zarnyno histologinius preparatus, naudoja kokybinius
pazeidimo jvercius — tam tikry pozymiy buvimg ar nebuvimg. Taciau §is vertinimas ne visada
pasiteisina, dél zmogiskosios histologo klaidos. Yra tikimybé, jog ta pati preparatg vertinant tam
paciam ekspertui, bet pra¢jus tam tikram laiko tarpui, rezultatai skirsis [5]. Deja, kol kas néra sukurta
patikima ir greita létiniy uzdegiminiy Zarny ligy automatiné diagnostikos metodologija. Todél,
siekiant jg sukurti reikia jvertinti histologiniy preparaty vaizduose esanc¢ius uzdegimo poZymius.

Vienas i$ jy uzdegimo metu atsirandancios uzdegiminés lastelés [6, 7, 8].

1.1 Darbo tikslai ir uzdaviniai

Darbo tikslas - Sio darbo tikslas, sukurti Zarnyno audiniy uzdegimo poZymiy automatinio
vertinimo metodika.
Darbo uzdaviniai :
1. Sukurti registruoty vaizdy pirminio apdorojimo metod3:
1.1. Eliminuoti netolygy absoliutinj apSvietimg tyrin¢jamuose vaizduose.

1.2. Surasti uzregistruoto vaizdo transformacija j optimalig spalvy erdve.

2. Matematinés morfologijos biidu i$skirti tikétinas uzdegiminiy Igsteliy sritis vaizde.
3. Surasti uzdegiminiy Igsteliy skiriamuosius pozymius.
4. IS turimy uzdegiminiy lasteliy poZymiy, i8skirti reikSmingiausius.



1.2 Darbo aktualumas

Nepagydomas Krono ar opinio kolito ligas histopatologai daznai vadina civilizacijos ligomis,
kurias, salygoja tiek genetiniai, tick aplinkos veiksniai. Siomis ligomis serga daugiausiai jaunesnio ir
vidutinio amziaus zmonés. Nors $iomis ligomis sergama visame pasaulyje, Sios ligos labiau
paplitusios Siaurés Amerikoje, Europoje ir re¢iau sutinkamos tropinéje Afrikoje, Piety Amerikoje ar
Japonijoje. Kuo daugiau Salis i$sivyscCiusi, tuo daznesni $iy Zarnyno ligy atvejai. Lietuvoje statistika
kol kas néra labai bauginanti, taciau — pastaruosius 8 metus Lietuvoje sergamumas Siomis ligomis
padidéjo apie du kartus ir §iuo metu tokiy ligoniy yra mazdaug apie pora tukstanciy. Tai 7,5 atvejai
100 tiikst. gyventojy. Sergamumas Krono liga Lietuvoje — 2,1 atvejis 100 tukst. gyventojy, opiniu
kolitu — 5,4 atvejai 100 takst. [3, 9, 10]. Pagal Siuos rodiklius Lietuva paklitiva j zemesnio sergamumo
zong. Nors susirgimy Lietuvoje mazdaug triskart maziau negu Skandinavijoje, pusantro karto maZiau
negu Estijoje. Ta¢iau nerima kelia tai, kad ligos atvejy kasmet sparéiai daugéja. Suolis, kuris jvyko
pasikeitus gyvenimo salygoms, kai i§ esmés pasikeité mitybos principai — paplito greitas maistas,
pasikeit¢ maisto ruoSimo technologijos, per pastaruosius 20-30 mety Vakary Europoje,
Skandinavijos Salyse sukélé 3—4 Kartus didesn;j ligy paplitima [11].

Didelis sanitarijos laipsnis mus apsaugojo nuo infekciniy virSkinimo ligy, kuriy Zymiai
sumazgjo, deja, padaugéjo imuniniy ligy, taip pat ir opinio kolito bei Krono ligos. Tas pacias
tendencijas medikai pastebi ir Lietuvoje. Lietuva per pastaruosius deSimtmecius 1§ Vakary perémé ir
greita maistg ir tam tikras modernias maisto paruoSimo technologijas, todél kartu pasikeité ir zmogaus
zarnyno mikroflora. Netgi lyginant su 2007 m. $iy ligy jau yra daugiau kaip du kartus daugiau, taigi
per artimiausius 10 mety galime pasiekti ir vakary Saliy lygi [11].

Krono ar opinio kolito ligy gydymas trunka visg gyvenima, 0 blogiausiu atveju gali atsirasti rizika
susirgti ir Zarnyno véziu, kurio atvejy pasaulyje taip pat daugéja [11]. Tai labai sunkios, net
invalidizuojancios ligos, kai dél komplikacijy tenka atlikti sudétingas chirurgines operacijas, kai kada
netgi gali tekti paSalinti visg Zarnyng, suformuoti dirbting iSangg. Deja, chirurginiu badu pagydyti
Krono ligos negalima. Chirurgai gali pasalinti tik komplikacijas, taciau liga vis tiek progresuos toliau.
Sunkiausia ligos forma — kai apie iSangg formuojasi didziuliai piliniai ir susidaro dvi, trys ar net
keturios angos tuStinimuisi. Tai rei$kia, kad gydymas pradétas labai paveluotai. Mat komplikacijy jau
negali pagydyti jokie vaistai. Tuo tarpu prad€jus gydyti laiku, chirurginiy intervencijy rizika sumazéja
net iki 90 proc., batent dél Sios prieZasties labai svarbu gydyma pradéti kuo anksc¢iau. Taéiau norint
pradéti gydyma laiku, biitina ankstyvoji uzdegiminiy ligy diagnostika. Zmonés sergantys Krono liga
nebiitinai viduriuoja. Liga gali pasireiksti pilvo skausmais, sgnariy skausmais ir pazeidimais, jvairiais
odos bérimais. Tode¢l §i liga neretai diagnozuojama pavéluotai, zmonés pirmiausiai pradeda vaiksc¢ioti

pas kitus specialistus, ne gastroenterologus [3, 10].
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UZL patvirtinimui atliekama mikroskopiné histologiné analizé, vertinant uzdegimo metu
atsirandancius zarnyno audiniy struktiiros pakitimus. Pagal labiausiai histology naudojamus $iy ligy
sunkumo vertinimo skales (Geboes, Gramlich, Gupta, Riley pozymiy skalés), biitent uzdegiminés
lastelés, tokios kaip neutrofilai ir eozinofilai, atsiranda tarp zarnyno epitelinio ir raumeninio sluoksniy
ir yra pirmieji uzdegimo pozymiai. O zarnyno audiniy struktiry pakitimai nusako jau tik vélesnes,
bei sunkesnes UZL stadijas. [Priedai; 8.1-8.4 lentelé¢s], [5, 6, 7]. Zarnyno audiniy automatinio
vertinimo metodika pagal uzdegimo metu atsirandancias imunines lgsteles buty naudinga ne tik
ankstyvajai uzdegiminiy ligy diagnostikai, bet ir $iy ligy vystymosi aiSkinimuisi.

Taigi, ankstyvajai uzdegiminiy Zzarnyno ligy diagnostikai, biitina vertinti uzdegimo metu

atsirandancias uzdegimines lasteles.
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2 LITERATUROS APZVALGA

2.1 UZdegiminés Zarnyno ligos

Opinis kolitas yra zarny létiniy uzdegiminiy ligy grupei priklausanti neaiskios etiologijos
storosios zarnos liga, kuri pazeidzia jos sienelés sluoksnj — gleiving. Jam buidinga recidyviné eiga.
Pacienty, serganciy opinio kolitu, imunin¢ sistema neadekvaciai reaguoja i Zarnyno sienele,
sukeldama uzdegimg, kraujavimg ir viduriavimg. DaZniausiai, yra paZeidziama tiesioji Zarna ir
nusileidziancioji storojo zarnyno dalis, bet uzdegimas gali paziesti ir visg storgji zarnyna.

Svarbiausias klinikinis pozymis yra viduriavimas su krauju ir gleivémis [11, 12].

2.1 pav. Sveikos storosios zarnos dalies — gaubtinés zarnos fotografija (kair¢je) ir gaubtinés zarnos

su opinio kolito uzdegimu fotografija (desinéje) [13]

Krono liga yra létiné uzdegiminé virskinamojo trakto liga, kuria serga vaikai ir suaugusieji.
Opinis kolitas pazeidZzia tik vieng, pavirSinj, Zarnyno sienelés sluoksnj — gleiving, tuo tarpu Krono
liga — visus tris Zarnyno sienelés sluoksnius. Krono ligos metu vystosi atskiry virskinamojo trakto
viety (segmentinis) uzdegimas. Krono liga gali pazeisti ne tik storgsias zarnas, bet ir visg virSkinamajj
trakta: burnos gleivine, stemple, skrandj, dvylikapirSte zarna, plongsias ir storgsias zarnas. Taciau
dazniausia pazeidimo vieta yra plonosios Zarnos galiné dalis. Jprasti ligos simptomai yra pilvo
skausmai, viduriavimas, svorio kritimas ir kar§¢iavimas. Pacientams taip pat gali pasireiksti
simptomai, nesusije su virSkinamuoju traktu — odos bérimas, sgnariy skausmai, akiy paraudimas ir

kepeny problemos [11, 12].
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2.2 pav. Krono ligos gaubtingje zarnoje fotografija [14]

Siy dviejy uzdegiminiy ligy etiologija néra visiskai aiski. Manoma, kad joje dalyvauja kelios

veiksniy grupés:

» Genetiniai veiksniai. Kad OK ir KL yra genetinio pobtidzio, rodo:

(@]

o

(@]

o

Skirtingas ligos paplitimas jvairiose etninése grupése;

Seiminis polinkis sirgti. 20-30% atvejy ligoniy giminaiciai yra sirge uzdegiminémis zarny
ligomis;

10 karty didesné rizika susirgti ligonio pirmos eilés giminai¢iams, palyginti su bendra
populiacija;

Didesnis sergamumas tarp monozigotiniy dvyniy;

RySys su kitomis genetinio poveikio ligomis.

Konkretiis genetiniai $iy ligy Zymenys dar néra nustatyti. b]

» Imuniniai veiksniai. Sergantiems OK ir KL yra konstatuoti :

o

o

o

o

o

CDA4+ T lasteliy aktyvacija periferiniame kraujyje ir zarny gleivinés lamina propria;
Suaktyveéjusio humoralinio imuniteto poZymiai;

80 % serganciyjy OK nustatomi padidéje¢ pANCA (perinukleriniy antineutrofiliniy
citoplzminiy antikiiny) titrai;

50 % serganciyjy KL — padidéjes ASCA (antikiinai prie§ Saccharomyces cerevisiae);

Teigiamas gliukokortikoidy ir kity imunosupresiniy vaisty poveikis.

Taciau kol kas specifiniy imuniniy $iy ligy Zymeny, kurie tikty klinikinei diagnostikai, iki Siol

nenustatyta [11].

» Aplinkos veiksniai:

o

o

Zarnyno mikroflora: eksperimentuojant nepavyko sukelti OP steriliame Zarnyne;

Konstatuota jog opinis kolitas reciau biina riikantiesiems ar liga paiiméja nustojus rikyti;
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o Krono ligos atveju riilkymas yra nepriklausomas rizikos veiksnys.

Tiksli Opinio kolito ir Krono ligos patogenezé dar néra atskleista. Labiausiai palaikoma hipotezé
kad $i liga kyla dél sutrikusio Zarny gleivinés imuninio atsako j zarny turinyje esancius antigenus,
genetiskai j tai linkusiam asmeniui. Genetiniai poky¢iai lemia imuninio atsako pobudj ir gaminamy
citokiny kombinacija: padidéja uzdegimg sukelian¢iy ar sumazéja prieSuzdegiminiy cikotiny. Turi
reikSmés ir zarny gleivinés barjerinés funkcijos sutrikimai, enterinés nervy sistemos ir mikro
cirkuliacijos biisena. Sioje situacijoje reikalingas antigenas kuris i§provokuoty uzdegiminj atsaka.
Manoma kad jis yra normali Zarnyno flora ar jprastiné infekcija. Siame procese dalyvauja ir imuninés

ir neimuninés Igstelés [11, 15, 12].

2.2 Biopsiné diagnostika

Vienas i§ budy OK ar KL diagnostikai yra histologinis biopsijos metu paimtos medZiagos
iStyrimas. Standartiné biopsijos tyrimo vieta yra uzpakaliné tiesiosios zarnos sienelé, 6-10 cm nuo
iSanges, taciau, kai abejojama dél diagnozés, gali buti atliekama daugiau biopsijy i§ visy pazeisty
laboratoriniais, radiografiniais ir endoskopiniais stebéjimais, galima diagnozuoti OK ir KL ligas (taip
pat diferencijuoti (atskirti, suskirstyti) pagal kitas sglygas). Diferencijacija yra labai svarbus tiksliai
diagnostikai, kad buty galima parinkti tinkamg gydyma. Daugumai pacienty yra jmanoma teisinga
diagnoz¢, nors pasitaiko pacienty su timiais ar staigiais susirgimais, kuriems nustatyti tikslig diagnoze
gali buti sudétinga, todel laikinai diagnozuojama neapibréZtas kolitas. Biopsija taip pat leidZia
ivertinti ligos aktyvuma (veiklg) ir identifikuoti vézj ir prie§veézinius pakitimus. Klinikinéje praktikoje
tik tiesiosios Zarnos biopsijos metu gaunama diagnozé. Taciau, prieSingai nei optinis kolitas,
pazeidimai tiesiojoje Zarnoje, biidingi Krono ligai, ne visada atsiranda normalios gleivineés fone. Dél
to, tikslingiau atlikti daugkarting endoskoping biopsija i$ skirtingy gaubtinés ir klubinés Zarnos viety,
per pradinj paciento patikrinimg dél uzdegiminio viduriavimo arba per tolesnius tyrimus ir per patikra
del vézio. Daugkartiné biopsija leidZia iSsamiai iSanalizuoti uZzdegimo pasiskirstyma ir yra biitina

displazijos atpazinimui. Ji taip pat padidina diagnostikos tikslumg [4, 8].

2.3 Histologinio preparato gamyba

Biologiniy audiniy struktiirg jvairiame lygmenyje galima tirti jvairias metodais, tokiais kaip

liuminiscensingés, Sviesinés, poliarizacings, elektroninés ir kitais mikroskopijos tyrimo metodais,
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taciau prie§ tyrimus audiniai turi biiti tinkamai paruosti. Audiniai turi buti supjaustomi specialiais
prietaisais (mikrotomai, kriotomai, ultramikrotomai) labai plonais, keliy mikrony storio pjuviais.
Norint atpjauti plonus pjivius, reikia audinius sustandinti, iSsaugant kuo maziau pakitusias jy
struktiiras. Yra keli audiniy standinimo biidai. Audiniy Saldymas — vienas i§ paprasiausiy ir
seniausiai naudojamy metody, kurj pastaruoju metu dalinai pakeité parafininiy pjuviy technika.
Pastargja patogu taikyti kasdieninéje praktikoje, nes ji pritaikyta beveik visy tipy audiniy tyrimams,
naudojant jvairius imunohistocheminius, histocheminius, histologinius, molekulinius ir kitus tyrimo
metodus. Dar vienas Sios technologijos privalumas, kad net ir po keliolikos mety i$ archyviniy
meéginiy galima atlikti jvairius tyrimus — nes tokiu biidu paruosti méginiai gali biiti archyvuojami

neribotg laika [16, 17].

2.3.1 Parafininé technika

Parafininiy pjiiviy technika sudaro keli etapai: audiniy fiksavimas, dehidratavimas,
skaidrinimas ir impregnavimas standinanc¢iomis medziagomis (infiltravimas):
Meéginys — Fiksavimas — Dehidratavimas — Skaidrinimas — Impregnavimas — Parafino blokas

Audiniy fiksavimas, tai pirmoji ir viena kritiSkiausiy parafininés audiniy paruo$imo
technologijos dalis. Nuo jos kokybés priklauso mikroskopinio tyrimo rezultatas. Fiksavimas — tai
cheminiy procesy seka, kurios metu audiniai iSsaugomi nuo irimo ir parengiami tolimesniems audiniy
paruos$imo etapams. Svarbiausias fiksavimo uzdavinys — surinktus i§ organizmo méginius i$saugoti
kaip galima labiau nepakitusius. Tai pasiekiama laiku uzkirtus kelig audiniy autolizei, Zalingam
bakterijy ir pelésiniy gryby poveikiui bei sustabdzius visas méginiuose dar vykstancias biochemines
reakcijas [16, 17].

Fiksacijai naudojami fizikiniai veiksniai bei jvairios medZiagos: oksidatoriai, kalio dichromatas,
kalio permanganatas, aldehidai, jvairiis alkoholiniai tirpalai, baltymus denatiiruojancios medziagos,
cheminiy medziagy miSiniai. Universaliausias ir dazniausiai taikomas praktikoje fiksatorius — 10 %
buferinis formalino tirpalas [17].

Sekantis, taip pat labai svarbus etapas, tai audiniy dehidratavimas, kurio metu i§ audiniy
pasalinamas vanduo. Labai svarbu, prie§ impregnavimo procediiras, visiSkai paSalinti audiniuose
esantj vandenj, nes audiniai standinami netirpiais vandenyje vaskais [17].

Vanduo i§ audiniy gali biiti Salinamas naudojant skirtingas medZiagas bei reZimus. Cheminés
medziagos turin¢ios hidrofiliniy savybiy pritraukia audiniuose esant] vandenj, o turincios
hidrofobiniy — Salina vanden;j laipsniskai atskiesdamos vandeninius audiniy skyscius. Pati didZiausia
dehidratuojan¢iy medzZiagy grupé, pasizyminti hidrofilinémis savybémis, tai alkoholiai: metanolis,

etanolis, izopropilo alkoholis [17].
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Po dehidratavimo atliekamos jvairios audiniy skaidrinimo procediiros, kuriy metu audiniai
paruosiami infiltruojandiy medziagy sutikimui pasalinant dehidrantus. Siy procediiry atlikimui
naudojami tirpalai sgveikaujantys ne tik su dehidratuojanciomis medziagomis, bet ir su audinius
impregnuojanc¢iomis medziagomis. Audiniai prisotinti Siais tirpalais tampa skaidriis ar perSviec¢iami,
deél naudojamy medziagy auksto refrakcijos indekso, kuris artimas baltymy indeksui. D¢l tokiy
audiniy pakitimy §is etapas vadinamas ,,audiniy skaidrinimu* [17].

Pasalinus vandenj ir nuskaidrinus audinius, juos reikia impregnuoti tvirtinanc¢iomis
(standinanc¢iomis) medziagomis, tam kad net ir pjaustant juos plonais pjiviais, méginiai iSlaikyty

audiniui budingg lasteliy ir tarplgsteliniy strukttry padétj (3.3 pav.) [16,17].

2.3 pav. Parafininé technika — impregnavimo etapas [16]

Impregnuojant audinius, juose esanti skaidrioji medziaga ir oro tarpai pakei¢iami audinius
stangrinanc¢ia medZziaga (vaSku, parafinu ar jy miSiniais) [17].

Impregnuoty meginiy tvirtinimas parafino bloke, arba kitaip blokavimas, tai parafininés
technikos baigiamasis etapas. (2.4 pav.). Svarbiausia dalis formuojant parafininius blokus, tai
tinkamas méginiy i§déstymas parafininiame bloke. Pradéjus pjauti bloka su netinkamai orientuotu

méginiu, jau su pirmuoju pjiviu galima sugadinti méginj [17].
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2.4 pav. Impregnuoty méginio parafino blokas paruostas pjaustymui [16]

Parafininiai pjiviai pjaunami specialiai tam skirtais prietaisais — mikrotomais. Siy prietaisy yra
keletas rasSiy, kurie pritaikyti jvairiems tiriamiesiems darbams. Kasdieniniy tyrimy atlikimui,
histologiniy tyrimy laboratorijose, daZniausiai naudojami rotaciniai (2.5 pav.) ir roginiai mikrotomai.
0,5 um plastikiniy pjiiviy pjaustymui Sviesinés mikroskopijos tyrimams ir apie 90 pm storio pjiviy

pjovimui elektroninés mikroskopijos tyrimams naudojami ultramikrotomai [18, 17].

y

J
Meditome ;

2.5 pav. Rotacinis mikrotomas [18]

DaZniausiai méginiai mikroskopiniams tyrimams pjaustomi 2-4 pm storio mikropjiiviais, tam,

kad mikropreparatuose matytysi tik vienas lasteliy sluoksnis.
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2.3.2 Pjuviy dazymas

Saldomaja ar parafinine technika atpjauti mikropjiiviai dazomi paciais jvairiausiais dazymo
budais, kuriy metu iSrySkinamos jvairios audiniy strukttiros [17].

Hematoksilino eozino (HE) daZzymo metodas.

Placiausiai, nuo XVI amziaus paplites histologinis audiniy tyrimo metodas yra
hematoksilino/eozino (HE) dazymo metodas. Tai gana paprastas, universalus bei labai iSsamus
metodas, aiskiai atskleidziantis pacias jvairiausias audiniy struktiiras. Visa tai lémé jo populiaruma.
HE dazymo metode hematoksilino dazy komponentas nudazo lasteliy branduolius ir iSrysSkina vidines
branduolio struktiiras, o eozino dazai nudazo lasteliy citoplazma ir jvairiausiais atspalviais parySkina
jungiamojo audinio skaidulas. Dazymo metodas pagristas gana paprasta reakcija - baziniai
hematoksilino dazai jungiasi su lgsteliy branduoliais ir kitomis bazofilinémis lasteliy struktiromis,
nudaZzydami jas mélyna spalva. RiigStiniai eozino dazai jungiasi su acidofilinémis Igsteliy

struktiiromis, nudazydami jas rozinés — raudonos spalvos atspalviais [17].

2.3.3 Dazyty pjiiviy dengimas

Dazyti tiriamieji pjuviai prie§ mikroskopinj tyrimg dazniausiai uzdengiami dengiamaisiai
stikleliais naudojant specialias dengiamasias terpes. Dengiamieji stikleliais apsaugo tiriamyjy audiniy
dazytus pjuvius nuo jvairiy aplinkos veiksniy ir sudaro geresnes sglygas mikroskopavimui naudojant

jvairius mikroskopinio vaizdo didinimo rezimus [17].

2.4 Mikroskopiné Zarnyno uZdegiminiy ligy diagnostika

Tradiciskai, histologiniai tyrimai yra atliekami mikroskopiniame lygmenyje. Sviesos
mikroskopija yra pagrindiné ir labiausiai naudojama mikroskopijos rusis Zarnyno uzdegiminiy ligy
diagnostikoje. Analizé apima Igsteliy dydzio ir formos matavimus bei jy i$sidéstymg. Naudojant
mikroskopijos metodus, 1astelés dazniausiai gali biiti identifikuojamos, taip pat gali buiti pamatuojami
kiekvienos Igstelés morfologiniai parametrai tam, kad nustatyti lastelés kilme¢. Gyvy lasteliy vaizdai
padeda geriau iSanalizuoti biocheminius ir biofizinius procesus, vykstancius ne tik lastelése, bet ir
tarp jy. Ivairiy medziagy poveikio jtakos tyrimams gyviems audiniams ar ty audiniy funkciniy
savybiy tyrimams, naudojami lgsteliy kulttiry modeliai [1, 19].

Paskutiniame deSimtmetyje vaizdy ar optikos registravimo technologijos bei programinée jranga,

smarkiai pasistiméjo ] priekj, tai leido sukurti sudétingas duomeny registravimo sistemas.
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Komercinés paskirties mikroskopinio skaitmeninio vaizdo gavimo programiné jranga siiilo labai
platy irankiy pasirinkima skirtg Igsteliy morfometriniam vertinimui.

Yra taikoma daug metody zarnyno ligy objektyvizavimui. Vienas i$ jy tai aklasis ekspertinis
vertinimas (angl. ,,blind*“ arba ,,double blind*) [20] leidziantis neatsizvelgti | iSanksting eksperto
nuomong. Vertinimo objektyvuma ir diagnosting kokybe stipriai didina kiekybinis, aiSkiai matomy
struktiriniy elementy vertinimas (pvz. nustatytame plote skai¢iuojamas tam tikry lgsteliy skai¢ius ar
morfometriniai duomenys) [1].

Ivairiy uzdegiminiy zarnyno ligy, kurios gali sukelti piktybiniy augliy atsiradima, diagnostikai
taikoma biopsiniy preparaty histologiné analizé. LaipsniSka zarnyno audiniy strukttiriné kaita, bei tuo
pat metu vykstantis atskiry struktiiriniy elementy kitimas atspindi ne tik Siy ligy atsiradima, bet ir
Visus ligos vystymosi etapus leidZia atskleisti eksperimentiniy gyviny modeliai, kurie suteikia
galimybe gauti visa histologiniy vaizdy rinkinj ir iSaiSkinti jvairias ligos stadijas. Toks vaizdy
rinkinys leidzia iSaiskinti pacius svarbiausius diagnostinius pozymius, atspindincius ligos vystymasi

[1,19].

2.5 Sveikas Zarnynas

2.6 pav. Sveikos storosios zarnos sienelés sluoksniy makroskopiné histologiné fotografija [12]

Virskinimo traktas yra tuS¢iavidurio vamzdelio pavidalo, kurj sudaro trys sluoksniai: mucosa
(gleiving), submucosa (pogleivé), muscularis propria ir pralaidziy areolar audiniy, dengty
mesothelium, kur traktas ribojasi su kiino ertme (serosa). Storosios zarnos gleivinés pavirSius yra
plokscias su (crypt) liaukomis (kriptomis), kaip tiesiais, lygiagreciais vamzdeliais. Liaukos pagrindas
priklauso nuo lygiyjy raumeny Igsteliy sluoksniy, muscularis mucocae, kurios atskiria gleiving nuo
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pogleivio (submucosal) jungiamyjy audiniy. Atstumas tarp liauky ir jy vidaus diametras yra pastovus.
Toks pavirSius tesiasi per visg gaubting Zarna, iSskyrus limfinése zonose, peréjime j plongjj Zarnyna,
ar ten, kur suraggjes epitelis. Plonojoje zarnoje pavirsius yra nelygus dél mazy, vienodo dydzio ir
formos gaureliy. Klubing¢je Zarnoje gaureliai yra aukStesni ir liaukos maziau gilios, palyginti su

tus¢igja zarna. Liauky ir gaureliy pavirSius yra padengtas epiteliu i$ vienalgsc¢iais sluoksniais [12].

2.7 pav. Sveikos storosios zarnos sienelés sluoksniy (pjiivio) makroskopiné histologiné fotografija:
1 — mucosa (gleiviné); 2 — submucosa (pogleivé); 3 — muscularis propria; 4 — serosa; 5 — villi
(gaureliai); 6 — glands (crypts) of the mucosa (liaukos); 7 — glands in the tunica submucosa
(Brunner's glands) [12]

2.6 Patologija

Sergant Siomis uzdegiminémis Zarnyno ligomis, nustatomi uZdegiminiai storosios zarnos
pokyciai.
» Makroskopiskai matomi pokyciai:
o UzZdegiminiai poky¢iai iStisiniai ir monotipiski, su iSopéjimais;
o 95% atvejy prasideda nuo tiesiosios Zarnos ir nepertraukiamai plinta proksimaliai;
o Ligai uzsitesus, dél pogleivio fibrozés ir iSilginés retrakcijos storoji zarna sutrumpéja

[11].

> Histologiniai Poky¢iai yra nespecifiniai uzdegiminiai, apimantys tik gleiving ir pogleivi. OK
budinga:
o Sumazéjes kripty skaidius ir pakitusi jy iSvaizda: Sakotos, netolygaus plocio,

nelygiagrecios;
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o Sumazéjes tauriniy lgsteliy kiekis kripty epitelyje ir gleiviy kiekis jose;
o Neutrofiliné epitelio, lamina proprija infiltracija, kripty mikroabscesai;

o lamina proprija infiltracija limfocitais, plazminémis Iastelémis [11].

Optinio kolito mikroskopiné struktiira (vaizdas), pasizymi gleivinés uzdegimine reakcija ir
anomalijomis. Uzdegimui yra buidingas padidéjes filtrato sudéties pakitimas. Normalus prasiskverbes
gleivinés ataugéliy filtratas kaupiamas virSutinéje gleivinés dalyje ir §i struktiira islieka infekciniame
kolite. Sergant optiniu kolitu, prasiskverbgs filtratas labiau plinta ir prasiskverbia j gilesnius
sluoksnius. Plazminiy lgsteliy kaupimas vyksta $alia gleivinés pagrindo ir liauky bazés [11, 19].

Kitas svarbus bruozas, kuris rodo uzdegima, tai neutrofily (gruidétieji leukocitai) buvimas, kuris
rodo filtrato sudéties pokycCius. Esant kartu ir aiSkiam epiteliy lasteliy pazeidimams, galima
diagnozuoti liga. Neurofily su epitelio struktiira, kaip liauky sieneliy puslés, jy nykimas ar jy
pazeidimai gali padéti diagnozei, bet patikimumas Siy veiksniy yra mazas. Kriptitas ir liauky pusleés,
puliniai i§ tiesy gali bati matomi esant infekciniam kolitui, Krono kolitui ir diversiniam kolitui.
Grudétyjy leukocity (eosinophilis) gali buti tick daug, kad tai gali reiksti eozinofilinj kolitg, ypac
esant létiniai formai arba kai liga yra neprogresuojanti. Tai galima paaiSkinti tuo, kad kitas
uzdegimines lasteles gydymas sumazino. Struktiriniai pokyc¢iai paveikia pavirSiy, tai pakeicia
gaureliy (villi) ar liauky (crypt) struktiira, ji tampa netaisyklinga [12]. Tai pavaizduota penktoje

iliustracijoje.
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2.8 pav. Opinis kolitas — storosios zarnos gleivinés histologinis mikroskopinis vaizdas. Gleiviy

liaukos atsiskyrusios nuo pagrindinio gleivinés sluoksnio [12]

Esant optiniam kolitui, toks pavirSius pasireiskia 60 % atvejy. Liauky pakitimai yra daznesni ir
labiau i8plite. Jie yra pastebéti 57-100 % atvejy [12] [11] [1]. Tam, kad bty lengviau apibrézti ligos
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sunkumo stadija, yra naudojamos jvairios pozymiy skalés. Labiausiai histology tarpe paplitusios

,,Geboes, Gramlich, Gupta bei Riley*. [Priedai; 8.1-8.4 lentelés]

2.7 Siame darbe ieSkomi uZzdegiminiy Zarnyno ligy diagnostiniai poZymiai

Tiriamojo darbo metu kuriamas metodas reikSmingy uzdegiminiy Zarnyno ligy diagnostiniy
pozymiy identifikavimui. Sie diagnostiniai poZymiai, tai uzdegiminiy procesy metu atsirandan¢ios
lastelés :

o Makrofagai

o T lastelés

o Neutrofilai

o Monocitai

o Eozinofilai

Makrofagai — tai yra didieji (14-20 um) daugiabranduoliai fagocitai, aptinkami beveik visuose
organuose. Jie yra mezenchimingés kilmés lastelés, gebancios aktyviai suimti ir suvirSkinti bakterijas,
Zuvusiy lgsteliy liekanas ir kitas organizmui svetimas ir toksines daleles. Uzdegimo metu, makrofagai
i§skiria daugybe nespecifiniy imuniteto veiksniy: transfering, komplementa, lizocima, interferono

pirogenus ir kt., pasizyminciy antibakteriniu poveikiu.

(@) p
Q) 0 o
Mitochendria

Engulfed \
Material HO%: Formed

Forming vacuole with pseudopodia

2.9 pav. Makrofagai [21]

T lastelés - kraujo lastelés, priklausancios leukocity agranulocity grupei, viena i§ limfocity
populiacijy. Sudaro 70 % visy limfocity. T limfocitai yra 7—12 um skersmens, nefagocituojancios
lastelés, turin€ios didziuli branduolj, uzimantj beveik visg citoplazmg. T limfocitai organizme lemia

lastelinj imuniteta t. y. naikina uzkréstas ir vézines lasteles, taip pat svarbiis imuniteto reguliacijai.
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2.10 pav. T lastelés [22]

Neutrofilai - tai yra gradétieji leukocitai, kuriy citoplazmoje esancios granulés nusidazo
neutraliaisiais dazais. Jie sudaro 5075 proc. ir yra judriausi i§ visy leukocity. Viename mikrolitre
kraujo yra 3000-5000 neutrofily. Neutrofily skersmuo — 10-12 mikrony. Subrendusiy lasteliy
branduolj sudaro 3—4 segmentai, sujungti plonais chromatino siilais. Pagrindiné funkcija —
fagocitoze. Neutrofilai i§skiria fermenty, kurie stabdo arba naikina bakterijas, ardo pazeistas audiniy

lasteles, o patys Ziiva uzdegimo vietoje ir kartu su audiniy irimo produktais sudaro piilius.

CT o e
.t

2.11 pav. Neutrofilai [22]

Monocitai — tai yra didieji fagocitai (10—14 um). Jie cirkuliuoja kraujyje gana neilgai (nuo 24
val. iki keliy pary), po to patenka j audinius ir diferencijuoja iki brandziy makrofagy. Jie fagocituoja

lasteliy irimo produktus ir bakterijas.
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2.12 pav. Monocitai [22]

Eozinofilai — tai gruidétieji leukocitai, dalyvaujantys alerginése, uzdegiminése ir prie$ parazitus
vykstanciose reakcijose lastelése. Eozinofilams tenka 1-5 proc. kraujyje cirkuliuojanéiy leukocity.
Daugelis jy palieka kraujotaka ir migruoja j audinius, sgveikaujancius su aplinka (vir§kinamoji,
kvépavimo taky, Slapimo sistema ir kt.). Eozinofilai ypa¢ aktyvis parazity patekimo vietose.

Aktyvinti eozinofilai i§skiria granuliy turinj ir lipidy mediatorius, Tai paZeidZia mikroorganizmus.

2.13 pav. Eozinofilas [23]

Sios visos lastelés, uzdegiminiy zarnyno ligy vertinimo skalése (Geboes, Gramlich, Gupta, Riley
pozymiy skalés) vadinamos uzdegiminémis (angl. inflammatory cell) [ Priedai; 8.1-8.4 lentelés].
Apzvelgus uzdegiminiy lgsteliy morfologija, galima teigti, jog visy S$iy lasteliy branduoliai, turi
savotiSkg forma, kuri gali baiti vienas i§ pagrindiniy ,,rakty* iSskirti uzdegimines lasteles i§ likusiy

zarnyno audiniy lasteliy.
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3 TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

3.1 Uzdegimo modeliavimas eksperimentiniuose gyviinuose

Atliekant daugiaveiksmiy ligy, tokiy kaip epilepsijos, vézio, cukrinio diabeto, nutukimo, infarkto
ir kt. tyrimus, nagrin¢janéius $iy susirgimy patogenezg ir etiologija yra placdiai taikomi gyviny
eksperimentiniai modeliai. Eksperimentiniuose gyviinuose modeliuojant ligg gaunamas diagnostikai
reikSmingas laipsniskas zarny audiniy kaitos procesas, kuris ir iSryskina pagrindinius diagnostikos
simptomus. Taigi Storosios zarnos uzdegimo modelis buvo jgyvendintas ir iStirtas pasinaudojus
LSMU (Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto) VA (Veterinarijos Akademija) vivariumo (Kaunas,
Lietuva) laboratorinémis pelémis — patin¢liais, kuriy amzius eksperimento pradzioje buvo 6-8
savaités, o vidutinis svoris 16-21g. Pelés laikytos 12 valandy Sviesos ir tamsos ciklo kambaryje,
kuriame buvo palaikoma 22°C temperatiira. Gyviinai buvo Seriami pagal standarting dietg, o vanduo
buvo neribojamas ir laisvai prieinamas. Eksperimentg patvirtino Lietuvos bioetikos komitetas
(protokolas nr. 0201) [19,26].

Eksperimentiniy peliy zarnyng veikiant DSS (angl. ,,Dextran Sulfate Sodium “ - natrio dekstrano
sulfato) tirpalu, kuris sukelia zarnyno uzdegima, gaunami histologiniy vaizdy masyvai, parodantys
jvairias UZL stadijas. Sis uzdegimas pasireiskes pelése yra artimas zmogaus zarnyno uzdegiminéms
ligoms. Siekiant sukelti uzZdegima, pelés buvo girdomos 2,5% DSS istirpinto distiliuotame vandenyje
tirpalu, kurio jos gerdavo tiek, kiek norédavo. Norint gauti kuo jvairesnius rezultatus,
eksperimentiniai gyviinai buvo padalinti } tris grupes: siekiant sukelti iminj DSS kolitg, 5 pelés 7
paras buvo girdomos 2,5% DSS tirpalu; siekiant sukelti 1étinj DSS kolitg 3 pelés 5 paras buvo
girdomos 2,5% tirpalu, o 6 paras vandeniu, toks ciklas buvo kartojamas 4 kartus (i viso
eksperimentas uZztruko 44 dienas); likusios 5 pelés buvo paliktos kaip kontroliné grupé ir buvo
girdomos tik grynu vandeniu [7, 25, 26].

Atliekant eksperimento analize¢ visa storoji Zarna buvo iSplauta Mg+2 arba Ca+2 befosfaciu
suminkStintu tirpalu (PBS) ir iSkarto uZzfiksuojama neutraliu 10% formalinu, laikant 4 valandas
kambario temperatiiroje parafininiam suformavimui. Visas traktas buvo padalintas ir supjaustytas | 4
—um paeiliui ] vienodas dalis, kurios buvo nudazytos hematoksilino — eozino dazais. Nudazyti
tiriamieji pjiviai buvo uzdengti dengiamaisiais stikleliais, naudojant specialias dengiamasias terpes.

Paruosti mikroskopiniam tyrimui méginiai pavaizduoti 3.1 iliustracijoje [26].
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3.1 pav. Dazyti tiriamieji pjiiviai paruos$ti mikroskopiniam tyrimui.

Sioje iliustracijoje matyti maza dalis tyrimams panaudoty skirtingo uzdegiminio audinio, o taip

pat sveiko audinio preparaty méginiy paruo$ty mikroskopiniams tyrimams.

3.2 Histologiniy preparaty vaizdy registravimas

Histologiniams Zarnyno audiniy vaizdams registruoti naudojamas OLYMPUS IX71 S$viesos

mikroskopas su Q IMAGING EXI aqua vaizdo kamera.

e

‘;m\mzu’u\t\\

3.2 pav. OLYMPUS IX71 Sviesos mikroskopas su Q IMAGING EXI aqua vaizdo kamera.
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Sis vaizdy registravimas buvo atlieckamas Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos
akademijos, Neuromoksly instituto biochemijos laboratorijoje. Dalis vaizdy registravimui
naudojamos jrangos pavaizduota 3.2 iliustracijoje. Vaizdai registruoti 1392x1040 raiska, naudojant
40 karty didinimg. Tai didziausias naudojamo mikroskopo galimas didinimas. Atlikus histologiniy
vaizdy registravima. Buvo gauti daugiau kaip trys Simtai dvideSimt jvairaus uzdegiminio sunkumo,

histologiniy preparaty vaizdy fragmentai. Siy fragmenty pavyzdziai pateikti 3.3 ir 3.4 iliustracijose.

3.3 pav. Uzregistruoty histologiniy preparaty vaizdy fragmentai: A — kontroliné grupé¢, B — létinio

uzdegimo grupé , C — iimaus uzdegimo grupé .

Sesioliktoje iliustracijoje, pateikti trys skirtingi histologiniy preparaty vaizdy fragmentai.
Vizualiai vertinant Sias nuotraukas, puikiai matomi akivaizdis audiniy struktiry skirtumai, tarp
sveikos grupés preparato, 1étinio uzdegimo grupés preparato, bei imaus uzdegimo preparato vaizdy.

Kontrolinés grupés preparaty vaizduose matyti sveika audinio strukttra, vienas greta Kito
taisyklingai iSsidéste, kokonai (kriptos). Kriptas jungia tarplastelinis audinys (3.3; A pav.)

Létinio uzdegimo grupés preparaty vaizduose matomas epitelinio audinio pavir§iaus irimas,
dauguma kripty praradusios taisyklingg savo forma, dalis jy - pratriikusios.(3.3; B pav.).

Létinio uzdegimo grupés preparaty nuotraukose visai nebesimato gleivingje buvusiy Kripty,
vietoj aiskios audinio struktiiros yra atsiradus neaiski, sunkiai nusakoma audinio bei lasteliy visuma
(3.3; C pav.).

Taigi Siose iliustracijose puikiai matomi audinio struktiiros poky¢iai, 0 3.4 iliustracijoje galima

1zvelgti Zarnyno audiniuose esancias lasteles.
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3.4 pav. Uzregistruoto 1étinio uzdegimo grupé histologinio preparato vaizdo fragmentas.

3.4 iliustracijoje be létinio uzdegimo grupei biidingy histologinés struktiiros pokyciy, galima
matyti ir audinyje esancias jvairias lasteles, tadiau nesant jgudusiam specialistui - histologui,
identifikuoti jas, vizualinio vertinimo metodu, yra be galo sudétinga. Ko pasékoje, buvo kuriamas
metodas automatiniam uZdegimo metu atsiradusiy lasteliy identifikavimui. Kaip jau buvo minéta,
Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Neuromoksly instituto biochemijos
laboratorijoje buvo uzfiksuota daugybé histologiniy preparaty vaizdy fragmenty, su kuriais ir buvo
dirbama toliau.

Atlikus uzregistruoty histologiniy preparaty vaizdy vizualine analiz¢, buvo rasta tolimesnei
analizei netinkamy vaizdy (3.5 pav.). Dél blogo fokusavimo, neturintys pakankamo rySkumo, Su
jvairiais triuk§mais, ar su pasalinémis preparaty priemaiSomis, dalis vaizdy buvo atmesta. Geriausios
kokybés, tinkamy tolimesniems tyrimams, buvo atrinkta 140 nuotrauky, kuriose geriausiai matési

lasteliy struktiira.

3.5 pav. Tolimesnei analizei netinkamy vaizdy pavyzdziai.

Taigi atrinkus vaizdus tolimesniems tyrimams kuriuose visi strukttriniai audiniy elementai buvo

neiSkraipyti ir gerai matomi toliau buvo atliktas pirminis vaizdy apdorojimas.
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3.3 Pirminis vaizdy apdorojimas

Tyrinéjant gautus histologiniy vaizdy fragmentus, buvo pastebéti apSvietimo neatitikimai, kurie
yra nepageidaujami tolimesnés analizés metu. Nevienodas apSvietimas analizuojamose nuotraukose
buvo panaikintas atliekant pirminj apdorojima. Siam tikslui, histogramy sulyginimo metodu [27, 28]
panaudojant MATLAB programinj pakets atliktas turimy vaizdy ap$vietimo suvienodinimas. I§
pasirinktos etaloninés nuotraukos buvo iSkirptas plotas be audinio (vaizde baltos spalvos zona), pagal
kurios histogramos vir§ing (maksimumg) toliau buvo daromas sulyginimas. Tam tikslui buvo
iSkirptas kiekvieno histologinio vaizdo fragmento Sviesios spalvos plotai ir gautos jy histogramos
buvo sulygintos kryzminés koreliacijos pagalba su etaloninés nuotraukos iskarpos be audinio
histogramos virsting. Tokiu biidu analizuojamos histologiniy preparaty nuotraukos transformuotos j

vienodo ap$vietimo vaizdus [28].

3.6 pav. A) zarnyno audiniy mikroskopinés nuotraukos. B) histogramy sulyginimas.

3.6 iliustracijoje pateiktos tipinés analizuojamy nuotrauky su nevienodu ap$vietimu (A) ir
histogramy sulyginimo pavyzdys. Po tokio sulyginimo, transformavus visus analizuojamus vaizdus j
vienodo ap$vietimo, buvo ieSkoma optimali spalvy erdvés transformacija, kurioje maksimaliai

jimanomai isryskéty mus dominantys uzdegiminés lastelés.

3.3.1 Vaizdy transformacija j optimalig spalvy erdve

Iprasti spalvoto vaizdo pikseliai yra atvaizduoti kaip taskai ortogonalioje RGB (R-red — raudona,
G-green — zalias, B-blue — mélyna.) erdvéje. Visi tos pacios spalvos, bet skirtingy intensyvumy taskai
yra rodomi kartu su tam tikra kryptimi j RGB. Taigi galima rasti optimalig transformacija tikros RGB

erdvés, kad viena 1§ naujosios koordinaciy sistemos asiy eity kartu Sia kryptimi atstovaujanti
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uzdegiminé lastelé spalva. Tokig transformacija galima rasti naudojantis pagrindine komponenciy
analize [29].

Pagrindiniy komponenciy analizé (PKA, principal component analysis, PCA) - tai klasikinis
matematinés statistikos metodas. Kitaip apibudinama kaip tiesiné duomeny transformacija,
naudojama duomeny analizei kaip daugiamaciy duomeny matmeny skai¢iaus mazinimo metodas.
Metodo tikslas — rasti didziausios dispersijos krypti. Didziausig dispersija turinti kryptis yra pirmoji
pagrindiné komponenté (PK1). Ji eina per duomeny centrinj taska [29,30].

Tai taSkas, kurio komponentés yra analizuojamg duomeny aib¢ sudaranciy tasky atskiry
komponenciy vidurkiai. Visy tasSky vidutinis atstumas iki Sios tiesés yra minimalus, t. y. §i ties¢ yra
kiek galima ar¢iau visy duomeny taSky. Antrosios pagrindinés komponentés (PK 2) asis taip pat turi
eiti per duomeny centrinj taska ir ji turi biiti statmena pirmosios pagrindinés komponentés (PK 1)
aSiai (nekoreliuota ), (3.7 pav.). Esminé¢ PKA idéja yra sumazinti duomeny dimensija kiek galima

tiksliau i$laikant duomeny dispersijas [29,30].

X2
PK1

» X1

3.7 pav. Pirmoji (PK 1) ir antroji (PK 2) pagrindinés komponentés

Tolesnei analizei, buvo i$skirta daugiau kaip 500 tariamy uzdegiminiy lasteliy vaizdy. ISskyrimo

procesg iliustruojantis paveikslas pateiktas 3.8 pav.
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3.8 pav. Tariamy uzdegiminiy lasteliy vaizdy iSkirpimo pavyzdys.

IS $iy vaizdy, histologai ekspertai pazyméjo 59 tikryjy uzdegiminiy Iasteliy plotus originaliose
zarnyno histologiniuose vaizduose (3.9 pav.). Bitent Sie 59 atrinkti vaizdai toliau buvo naudojami

pagrindiniy komponenciy analizéje.

3.9 pav. Isskirti uzdegiminiy lgsteliy plotai zarnyno histologiniuose vaizduose.

IS Siy 59 vaizdy, buvo atrinkta nuotrauka su maksimaliais dydZio parametrais (didZiausiais
matmenimis) ir su imresize funkcija, MATLAB programinio paketo pagalba visi vaizdai buvo
transformuoti  vienodo dydZzio vaizdus.

Eksperty atrinkti histologinio preparato uzdegiminés lgstelés 59 vaizdai susidedantys i$ trijy
raudonos (angl. R - red), zalios (angl. G - green) ir mélynos (angl. B - blue) spalvy pikseliy verciy
dvimaciy masyvy buvo transformuoti j vienmacius masyvus. PKA analizei skirta duomeny matrica
X buvo suformuota i$ trijy vektoriy, kurie susideda is kiekvieno vaizdo iSkarpos raudonos (R), zalios
(G) ir mélynos (B) spalvy pikseliy verciy. Pirmas vektorius buvo suformuotas i§ visy 59 vaizdy
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raudonos (R) pikseliy ver¢iy sugrupuotu paeiliui. Antras ir trecias vektorius buvo suformuoti

analogiskai, tik i§ zalios (G) ir mélynos (B) spalvy pikseliy verciy.

XRl XRZ XRn
X = XGl XGZ o XGTl (331)
XBl XBZ XBTl

Cia X — duomeny matrica. Matricos X stulpeliai — duomeny parametrai, X eilutés — daugiamadiai
vektoriai.

Pagrindiniy komponenciy analizés metu originalus vaizdas paver¢iamas nauja kintamyjy erdve
maksimaliai padidinant nuokrypj ir sutelkiant koreliuotus originalius kintamuosius [29, 31, 30]. Jeigu
uzdegiminiy lagsteliy zony pikseliy vertés gana daug prisideda prie bendros vaizdo pikseliy verciy
sklaidos, galima tikétis, kad pirmasis arba bent jau vienas i§ pirmy naujy kintamyjy (pagrindiniy
komponenciy) maksimaliai padidins uzdegiminiy lgsteliy ploty kontrasta palyginti su likusiu vaizdu.

Originalaus vaizdo X erdving koreliacija galima jvertinti:
1 T
Ry =, X*X (3.3.2)

Tikriniy ver¢iy radimui naudojam tikriniy vektoriy ir Rx tiesing daugdara:

Y+«A=R,*¥ (3.3.3)

tikrinio vektoriaus matrica. Matrica ¥ apibtidina ortonormalig transformacija, taitkomg originaliems

duomenims X siekiant gauti transformuota vaizda, kurio eilése biity X pagrindinés komponentés [30].
Y =PTxX (3.3.4)

Pagrindinés komponentés buvo vél pakeistos | dvimacius masyvus ir pateiktos ekspertams.
Kontrasto ir triuk§mo santykis jvertintas pagal (3.3.5) formule pirmoje pagrindinéje komponentéje,
kurioje uzdegiminiy lgsteliy zonos matosi aiSkiausiai. Pagrindiniy komponenciy analize paremtas
uzdegiminiy lasteliy vaizdo iSankstinis apdorojimas Zymiai padidina uzdegiminiy lgsteliy zonos

kontrasto ir triuk§mo santykj vykdant tolesnius automatinius aptikimus bei apziiirg [29].

_ |Ml_Mn|

C (3.3.5)

Sn
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Cia M — pikseliy verté uzdegiminés lastelés plote, Mn — pikseliy verté histologinio audinio be
uzdegiminés lastelés plote, Sn - histologinio audinio be uzdegiminés lastelés ploto pikseliy

standartinis nuokrypis.

3.4 Tikétiny uzdegiminiy lgsteliy sriciy iSskyrimas vaizduose

Atlikus optimalig spalvy transformacijg, buvo imtasi ieskoti tikétiny uzdegiminiy Iasteliy ploty
turimuose histologiniuose vaizduose. Kadangi iSrySkéjo ieSkomy lasteliy kontrastas, buvo nuspresta
tolimesniam vaizdy apdorojimui, taikyti granulometrija.

Tradiciskai, histologiniai tyrimai yra atlickami mikroskopiniame lygmenyje. Analizé apima
lasteliy dydZio ir formos matavimus bei jy i$sidéstyma. Naudojant mikroskopijos metodus, Iastelés
dazniausiai gali biti identifikuojamos, taip pat gali buti pamatuojami kiekvienos Iastelés
morfologiniai parametrai. Tiriant lasteles mikroskopijos metodu, jos gali biti sunkiai
individualizuotos dél rezoliucijos trikumo ir galimo keliy lasteliy sluoksniy persidengimo. Taciau
lasteliy dydZio ir orientacijos svyravimai daznai iSsiskiria stebint vizualiai. Tokiais atvejais, vaizdo
tekstliros analizé yra alternatyva kiekybinei individualiy lasteliy morfologijai. Vaizdo tekstiira gali
buti apibrézta kaip erdvinis pilkos spalvos lygiy vaizdy i$sidéstymas [32]. Ko pasekoje tolimesniam
uzdegiminiy zarnyno audiniy vertinimui pasinaudojus MATLAB jrankiu buvo atlikta vaizdy
apdorojimo bei vertinimo metodika - granuliometrija (angl. granulometry). Si metodika leidzia
kiekybiskai jvertinti audiniy struktiirg sudaranc¢iy elementy kiekybe - apskaiciuoti tam tikry smulkiy
objekty dydzio pasiskirstyma skaitmeniniuose vaizduose [33, 32]. Siuo biidy apdoroto histologinio
zarnyno audiniy vaizdo pavyzdys pateiktas 3.10 paveiksle. Siuo atveju granulometrija leidzia greitai

18skirti potencialias vietas su ieSkomomis imuninémis lgstelémis.

3.10 pav. Vaizdo apdorojimas taikant granulometrijos metoda.

Lasteliy dydis, forma ir struktiira daznai yra nagrinéjama rySium su jy savybémis. Mikroskopai

leidzia jsisavinti tipiskas skirtingy audiniy Igsteliy reprezentaciniy nuotrauky gausybe. Iprastas buidas
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vaizdo analizéje yra identifikuoti Igsteles, iSmatuoti ir jvertinti jy dydj ir formg. Mikroskopinése
nuotraukose Igsteles gali buti sunku segmentuoti. Alternatyva yra iSgauti morfologing informacija
tiesiogiai 1§ pilko lygio vaizdy naudojant vaizdo tekstiiros analizés metodus. Taigi dél to buvo
nuspresta naudoti pilkumo lygio granuliometrijg sukurtg naudojant matematinius morfologinius
jrankius Siame kontekste tam, kad biity iSskirta potencialios uzdegiminiy lgsteliy vietos
histologiniuose Zarnyno vaizduose.

Granulometrijos metodu buvo apdoroti visi vaizdo fragmentai, gauti atlikus pagrindiniy
komponenciy analiz¢. Pirmas zingsnis atliekant granulometrijag buvo maksimizuoti vaizdy kontrasto
intensyvumg.Tai buvo atlickama pasinaudojus MATLAB programinio paketo funkcijg adapthisteq,
kuri atlieka adaptyvy histogramos iSlyginima [34]. Véliau tiriné¢jamas vaizdas koreguojamas
panaudojant funkcija imadjust [35], taip, kad nuotraukos pikseliy minimalios ir maksimalios vertés
sudarytu tik 1% visy reikSmiy. To pasekoje pasiekiamas maksimalus kontrastas. Paskutiniame
zingsnyje matematinés morfologijos pagalba, MATLAB programinio paketo funkcijy imopen ir
imclose (parinkus struktiirinio elemento dydj pagal spéjama uzdegiminés Igstelés matmenis) [36, 37],
vaizde i$skiriamos tikétinos uzdegiminiy lasteliy vietos.

Sis metodas leidzia skai¢iavimus tiesiai i§ pilko lygio vaizdy granulometriniy kreiviy, kurios
nusako rysj tarp pilkumo lygio kitimo ir objekto dydzio, be vienas kito identifikavimo. Metodas gali

biiti taikomas visam vaizdui, ar tik konkreciam dominanc¢iam regionui.

%10 Pikseliy reikémiy suma yginant spindulius X 105 Granuliometrija Iasteliy dydZio pasiskirstymas)
T T T T T T T T T T

. -

p X P
¢ 3 : SN K KoK

| : ; X 0w

pikseliy intensyvumas
sl

Igsteliy pikseliy vergiy suma kaip spinduliu funkcija

i i i i i i R i i L i
i} 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30
pikseliy spindulys lgsteliy spindulys

3.11 pav. Granulometrijos metodo taikymo metu gauty grafiky pavyzdziai, atspindintys vaizdo

pikseliy vertes.
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3.5 UzZdegiminiy lasteliy skiriamyjuy poZymiu radimas

Buvo skaic¢iuojami Sie granulometrijos metodu i$skirty uzdegiminiy lasteliy sri¢iy standartiniai
struktiiros i$skyrimo pozymiai.

Granulometrijos i$skirty viety, po optimalios spalvos radimo buvo rasti tokie vaizdai:

3.12 pav. Iliustracijos kairéje pavaizduota po granulometrijos procediiros iSskirta potenciali
uzdegimings lastelés vieta, iliustracijos desinéje Sio vaizdo fragmento dvimatis vaizdas ( x asis —

vaizdo tasky adresas, y asis - intensyvumas).

IS Sio paveiksliuko buvo skai¢iuojama:

1) Entropija

E = entropy(l), grazina E, skaliariné verté reiSkia pilkos skalés vaizdo I entropija. Entropija yra
statistinis atsitiktinumo matas, kuris gali biiti panaudojamas apibiidinti pradinio vaizdo struktiirg.
Enropija apibadinama kaip — sum(p.*log2(p)), kur p talpina histogramos skai¢iavimo rezultatg.

2) Vidurkis

3) Standartinis nuokrypis

4) Ekscesas (vaizdo histogramos)

Imties eksceso koeficientas (kurtosis) yra histogramos 1€k§tumo matas:

my

92 = (3.5.1)

s4

Jeigu g-=0, tai sklaida apie vidurkj tokia pati kaip ir normaliosios kreivés. Jeigu g»>0 —
histograma smaila t.y. duomeny sklaida apie vidur] yra mazesné nei normaliosios kreivés (tankio
grafikas deSingje). Jeigu g2<0, tai histograma leksta, t.y. duomeny sklaida apie vidurj didesné nei

normaliosios kreivés atveju (tankio grafikas kair¢je).

5) Asimetrijos koeficientas (vaizdo histogramos)
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Imties asimetrijos koeficientas(skewness):

m
g ==2 (35.1)
Asimetrijos koeficientas yra histogramos simetrijos matas. Jeigu ¢g:>0, tai histogramos
asimetrija teigiama, jeigu gi< 0, tai asimetrija neigiama. Histograma simetriska, kai g1=0. Jei g1>0

(01<0), tai x>Md (x <Md).

3.13 pav. Iliustracijos kair¢je pavaizduota uzdegimines lastelés vieta po PKA procediros,

iliustracijos desingje Sio vaizdo fragmento binarinis juodai baltas vaizdas ( 0 ir 1).

Vaizdas buvo paverstas j juodai baltg vaizda (0 ir 1) ir skai¢iuojami Sie parametrai:

6) Extent — iSskirto branduolio ploto santykis su maziausiu jmanomu jj apribojanciu
staciakampio plotu.

7) Solidity - isskirto branduolio ploto santykis su maZiausiu jmanomu jj apribojanéiu
daugiakampio plotu.

8) Branduolio ploto ir perimetro santykis.
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3.14 pav. Iliustracijos kairéje pavaizduota uzdegiminés Iastelés vieta po rengefilt procediiros,

iliustracijos desingje Sio vaizdo fragmento dvimatis vaizdas ( x aSis — vaizdo tasky adresas, y asis -

intensyvumas).

UZzdegiminés lgstelés vieta po PKA nufiltruojama rangefilt ir skai¢iuojami Sie parametrai [38]:

9

10)
11)
12)
13)

Entropija
Vidurkis
Standartinis nuokrypis

Ekscesas (vaizdo histogramos)

Asimetrijos koeficientas (vaizdo histogramos)

3.15 pav. Iliustracijos kairéje pavaizduota uzdegimingés lgstelés vieta po entropyfilt procediiros,

iliustracijos desingje Sio vaizdo fragmento dvimatis vaizdas ( x asis — vaizdo tasky adresas, y asis -

intensyvumas).

UZzdegiminés lastelés vieta po PKA nufiltruojama entropyfilt ir skai¢iuojami Sie parametrai

[39]:
14)
15)
16)
17)
18)

Entropija

Vidurkis

Standartinis nuokrypis
Ekscesas (vaizdo histogramos)

Asimetrijos koeficientas (vaizdo histogramos)

Rangefilt ir entropyfil buvo pasirinkti dél to, kad tai tipinés vaizdo tekstiirinés analizés
iSskyrimo funkcijos [38, 39].
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3.6 ReikSmingiausiy uzdegiminiy Iasteliy poZymiy iSskyrimas

Toliau buvo pritaikyta diskriminantinés analizés metodika, leidzianti iSskirtg lastel¢ priskirti
vienai 1§ grupiy, pagal jg apibiidinan¢ius duomenis. Miisy atveju i§ turimy duomeny sprendéme ar
lastelé yra uzdegiming, ar ne. Tai daugiamatés statistikos analizés metodas, priskiriantis tam tikra
objekta vienai i$ keliy i§ anksto apibrézty grupiy. Diskriminantinés analizés tikslas yra remiantis
objekto kintamaisiais, kurie vadinami pozymiais, kaip galima tiksliau nustatyti nezinomo objekto
(lastelés iskarpos) klase. Sie pozymiai turi bati i§matuoti santykiy arba intervalinéje skalése.
Diskriminantinés analizés modelis yra sudaromas, panaudojus iSanalizuoty objekty, kuriy klasés jau
zinomos, pozymius. Véliau modelis taikomas nezinomo objekto klasei prognozuoti. Objekto
priskyrimas klasei dar vadinamas Klasifikavimu. Diskriminavimo tikslas — nustatyti pozymius,
padedancius atskirti tiriamy objekty grupes bei jvertinti diskriminavimo kokybe. Taigi
diskriminavimas yra susijes su priklausomybés struktiiros analize. Klasifikavimo tikslas — remiantis
pozymiy matavimais, objektus priskirti vienai i§ grupiy bei jvertinti klasifikavimo patikimuma.
Konkreti prognozé — klasifikavimo uzdavinio dalis [40, 41].

Diskriminantiné analizé siekia dviejy tiksly:

1. Ivertinti grupiy diskriminavimo galimybes.

2. Rasti optimalias klasifikavimo taisykles [40].

Tiesiné diskriminantiné analizé yra naudojama tada, kai norime rasti tiesines kombinacijas
bruozus, pozymius, kurie geriausiai atskiria (izoliuoja) du ar daugiau klasiy, objekty arba atsitiktiniy
jvykiy. Rezultate kombinacijos gali biiti naudojamos kaip tiesinis Klasifikatorius arba matuojamasis
mazeéjime auksciau veliausios klasifikacijos. LDA tinka, kai objekty stebéjimy poZymiai yra iki galo
kiekybiniai (iSmatuojami). Diskriminantiné analizé padeda pagal intervaliniy kintamyjy reikSmes
nuspresti apie objekto priklausomybe vienai i§ keleto grupiy. Visais atvejais tenka spresti
atskiriamumo (diskriminavimo) ir (arba) klasifikavimo uzdavinius. Diskriminantinés analizés
nereikia painioti su klasterine — skirtingai nei klasterinéje analizéje, ¢ia i$ anksto yra Zinomas grupiy
skaicius, be to, yra ,,mokymo imtis®, t.y. informacija apie dalies tiriamyjy objekty pozymiy reikSmes
ir priklausomybe vienai ar kitai grupei [41]. Siuo atveju histologo eksperto nustatyty uzdegiminiy

lasteliy apskai€iuoti tam tikri jverciai. SKiriami Sie pagrindiniai diskriminantinés analizés etapai:

1. Nustatoma, kurie kintamieji tinka tiriamy objekty diskriminavimui. PaSalinami
Kintamieji, nepadedantys nustatyti grupiy skirtumy;

2. Sudaromas diskriminantinés analizés modelis, remiantis objekty, kuriy klasés zinomos,
atrinktais pozymiais;

3. Ivertinama diskriminavimo kokyb¢;
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4. Parenkamas labiausiai tinkamas klasifikavimo budas. Sudaromos klasifikavimo
taisyklés.
5. Ivertinamas klasifikavimo patikimumas. Sudaromos klasifikavimo lentelés.

Skaiciuojami klaidingos klasifikacijos tikimybiy jverciai [40].

Jei duomenys yra tinkami diskriminantinei analizei, tai toliau sudaromas diskriminantinés
analizés modelis. Nustatoma, kurie objektai tinka tiriamy objekty diskriminavimui. Yra pasalinami
kintamieji, nepadedantys nustatyti grupiy skirtumy. Objekty kintamieji turi biiti nepriklausomi,
matuojami santykiy arba intervalingje skaléje ir pasiskirst¢ pagal normalyji désnj. Klasiy skaicius turi
biti baigtinis, klasés negali biiti priklausomos ar turéti bendry objekty. Pozymiai, kurie netenkina Siy
salygy, pasalinami. Taip pat atmetami ir pozymiai, kurie neatspindi skirtumy tarp grupiy. Sekan¢iame
skyrelyje apraSoma kokiu bidu sudaromas diskriminantinés analizés modelis bei duomeny
tinkamumo diskriminantinei analizei tyrimas ir atranka [40].

Specifiné branduolio struktiira yra pagrindinis pozymis identifikuojant imunine lastele. Mes
naudojome diskriminanting analize 1§ pagrindiniy aprasomuyjy statistiniy pikseliy verciy parametry
(spindulys, histogramos asimetrija, entropija ir t.t.) identifikuoti, ar analizuota potenciali vieta turi
uzdegiming lastele ar ne. Pirmiausiai buvo nustatyti, kurie duomenys tinka tiriamy objekty
diskriminavimui ir paSalinami, nepadedantys nustatyti grupiy skirtumy. Tam, kad suZinoti, ar
kintamasis statistiSkai reikSmingai diskriminuoja grupes, buvo tikrinama tokia statistin¢ hipoteze

[41]:

Ho: pin = Pz = =+ = Hig,
. . . (3.6.1)
Hy: Wi, # Uy bent viena i porai (k # 1);
ciakl =1,.., g
Skaiciuojama statistika:
F. = tizwi)(n—g) (3.6.2)
l - . .

Wii
Jei F; > Fy;,(g — 1,n — g) hipotezé Ho atmetama.

Atrinkus visus reik§Smingus uzdegiming lastele apibiidinancius Zymenys diskriminuojame
atsizvelgiant j juos visus. Papras¢iausias biidas — paimti jy tiesing daugdarg (3.6.3). Miisy tikslas —

koeficientus | parinkti taip, kad vidurkiai grupése kuo labiau skirtysi [41].

Y, = UXy + BX, + -+ 15X, + G (3.6.3)
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Kur l} yra funkcijos (daugdaros) koeficientas, Ci—klaidos koeficientas (funkcijos konstanta), Xp
—analizuojami duomenys [41].

Sekantis etapas - Iasteliy klasifikavimas. Pagrindiné klasifikavimo idéja — objektas priskiriamas
tai grupei, nuo kurios centro (grupés centras, t.y. grupés stebé&jimy vidurkiy vektorius) nutoles

maziausiai. Atstumo matas — Mahalanobio atstumas (3.6.4) [40, 41].

A= (py — ) X7 (g — 112) (3.6.4)

Diskriminantiné analizé buvo atlikta ,,IBM SPSS statistic 20 — version programiniu paketu
(angl. Statistical Package for the Social Sciences) — tai vienas labiausiai paplitusiy statistinés

informacijos apdorojimo programiniy pakety, tinkamy ir pradedanciajam, ir patyrusiam vartotojui.

Norédami jvertinti sukurto metodo tikslumg, kurio déka siekiama identifikuoti uzdegimines
lasteles, buvo pasinaudota matematinés morfologijos biidu iSskirtomis, 206 tikétinomis uzdegiminiy
lasteliy sri¢iy iSkarpomis ir paskaic¢iuoti statistiniai kriterijai — specifiskumas ir jautrumas.

Specifiskumas (angl. specificity) — tai rodiklis, apibtidinantis diagnostikos metodo tikslumg ir
rodantis tikimybe, kad neuzdegiminés lastelés ploto tyrimo duomenys patvirtina, jog Sis plotas tikrai
neuzdegiminé lastelé. SpecifiSkumas yra santykis tarp neteisingai identifikuoty tyrimo metu ir
“auksinio standarto” metu neteisingai identifikuoty lasteliy. SpecifiSkumas parodo tyrimo geb¢jima
nustatyti, jog uzdegiminés lastelés néra, kai jos i$ tikryjy néra, kitaip tariant tai teisingai neigiamy
rezultaty dalis 18 rezultaty visumos.

Jautrumas (angl. sensitivity) — tai rodiklis, apibtidinantis diagnostikos metodo tiksluma ir rodantis
tikimybe, kad uzdegiminés Iastelés ploto tyrimo duomenys patvirtina uzdegiminés Iastelés buvima.
Jautrumas yra santykis tarp teisingai identifikuoty tyrimo metu ir teisingai identifikuoty ,,auksinio
standarto* biidu lgsteliy. Jautrumas parodo tyrimo gebéjimg diagnozuoti uzdegiming lastele, kai
uzdegiming lastelé 1§ tikryjy yra, kitaip tariant tai teisingai teigiamy rezultaty dalis i§ rezultaty

visumos.

TP 92 92
_ — — 0
JAUTRUMAS = i omis 107 = 85,6% (3.6.5)

SPECIFISKUMAS = —— = 22 =% — g0 8% (3.6.6)

TN+FP  80+19 99
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4 REZULTATAI

Lietuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Neuromoksly instituto
biochemijos laboratorijoje buvo uzregistruoti daugiau kaip 320 histologiniai zarnyno preparaty
vaizdai. Pirminio vaizdy apdorojimo metu buvo atlikta vizualiné analizé bei turimy vaizdy apSvietimo
suvienodinimas, po kurios tinkamy tolimesniems tyrimams buvo atrinkta 140 vaizdy.

Po vaizdy transformacijos ] optimalig spalvy erdve gautas Zenklus kontrasto padidéjimas
uzdegiminiy lgsteliy vaizduose.

4.1 iliustracijoje pavaizduotas tipinis histologinio preparato vaizdo, kuriame yra uzdegiminiy
lasteliy, pagrindiniy komponenciy analizés rezultatas. Trijuose vaizduose virSutingje eiluteje
pavaizduotos originalaus vaizdo raudonos (angl. red), zalios (angl. green) ir mélynos (angl. blue)
komponentés. Apatinéje vaizdy eilutéje pavaizduotos trys pagrindinés Sio vaizdo komponenteés.
Matyti, kad maksimalus vizualinis skirtumas tarp uzdegiminiy Igsteliy ploto ir likusios vaizdo dalies
intensyvumo yra pirmojoje pagrindinéje komponentéje. Cia jis atrodo daug didesnis nei originalaus
vaizdo Zalioje komponentgje.

Buvo paskaiciuota vidutiné maksimaliy kontrasto triukSmo skaitiné reikSmé — 132, prie zalios
spalvos komponentés originalioje nuotraukoje. Atlikus pagrindiniy komponenciy analize,
apskaiCiuotas kontrastas tose paciose vietose kaip ir Zalios komponentés atveju buvo pakiles iki 232

ar net daugiau. Tai parodo Zymy kontrasto padidéjimg po PKA procediiros.

C=132

R

C=232

4.1 pav. Originalios R (raudona, angl. red), G (zalia, angl. green) ir B (mélyna, angl. blue)
nuotraukos komponentés pateiktos virSutinéje eiléje ir tos pacios nuotraukos pagrindinés

komponentés pateiktos apatinéje eiléje.
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Tikriniy vektoriy koeficientai panaudoti optimaliam uzdegiminiy lasteliy vaizdy atrinkty
eksperto vaizdavimui, yra parodyti 4.1 lentel¢je. Vertés panaudotos sudaryti pirmg principing $ios

nuotraukos komponente, yra paryskintos.

4.1 lentelé. Tikriniy vektoriy koeficientai

-0,053 0,848 0,525
0,758 -0,307 0,574
-0,649 -0,429 0,627

Po granulometrijos metodo panaudojimo buvo aptiktos ir iSkirptos 206 tikétinos potencialios

uzdegiminiy Igsteliy vietos (4.2 pav.).

1 J
: D
e ¢
4 v ) ’
15

4.2 pav. Potencialiy uzdegiminiy Igsteliy viety i§skyrimas granulometrijos budu.

Surasti uzdegiminiy lgsteliy skiriamieji pozymiai bei diskriminantinés analizés déka 18 jy 1Sskirti
reikSmingiausi. Atlikus diskriminanting analize ,,IBM SPSS statistic 20 — version® programiniu
paketu buvo gauti tokie rezultatai:

4.2 lentelés pirmoje dalyje (angl. Eigenvalues) pateiktos tikrinés reikSmés. Matome, kad
kanoning funkcijg atitinkanti tikriné reikSmé lygi A1 =0,985. Kadangi yra tik dvi grupés (uzdegiminé
lastele arba neuzdegiminé lastel¢), yra apskaiciuota viena kanoniné funkcija, kuri lyginama pati su
savimi, kas paaiskina 100% dispersijos (4.2 lentel¢). Lenteléje taip pat matyti kanoniné koreliacija
(angl. Canonical Correlation) — tai diskriminavimo galios matas (reik§miy sritis nuo 0 iki 1). Kuo

koeficientas ar¢iau 1 tuo diskriminavimas yra geresnis. Siuo atveju kanoniné koreliacija lygi 0,704.
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4.2 lentelé. Tikrinés reikSmeés

Summary of Canonical Discriminant Functions

Eigenvalues
Eunction Eigenvalue % of Cumulative | Canonical
g Variance % Correlation
1 0,985? 100,0 100,0 0,704

a. First 1 canonical discriminant function were used in the analysis

Wilks' Lambda
Test of Wilks' . _
Function(s) | Lambda Chi-square df Sig.
1 0504 | 138,165 5 0.000

4.2 lentelés antroje dalyje (angl. Wilks' Lambda) pateikti rezultatai parodo kaip atlikta
diskriminantiné analizé gerai atskiria grupes (angl. Wilks' Lambda) Vilksono A gali jgyti reikSmes
nuo 0 iki 1, kuo A mazesné, tuo funkcijy diskriminavimo galia didesné. IS apskaiéiuoty rezultaty
matyti jog kanoninés funkcijos diskriminavimo galia yra vidutiné. Tai labiausiai salygojo
nepakankama histologiniy preparaty vaizdy registravimo skiriamoji geba.

Kanoniné funkcija yra diskriminavimo kintamyjy tiesiné daugdara, todél natiralu jvertinti
kiekvieno kintamojo itaka jai. Tam naudojamos standartizuotyjy kanoniniy funkcijy koeficientai
kurie padeda jvertinti kiekvieno kintamojo ind¢lj i kanoninés funkcijos didumg. Pazymeétina, kad
standartizuotyjy kanoniniy funkcijy koeficientai rodo kintamojo svarbg, kai jau paSalinta jo
priklausomybé nuo kity kintamyjy. Koeficiento zenklas parodo kokios krypties yra kintamojo
poveikis. Jei koeficientas teigiamas, tai kintamajam didéjant funkcijos reikSmé didéja, jei neigiamas
— maz¢ja. Koeficiento svarba lemia jo absoliutinis didumas. 4.3 lenteléje pateikti rasti penki
reik§mingiausi uzdegiminiy lasteliy pozymiy. I8 Sios lentelés taip pat matyti, jog kanoninei funkcijai
didziausig jtaka daro plotas/perimetras, Zenkliai mazesn¢ — entropija po entropyfilt. Likusiy

kintamyjy koeficientai daug maZzesni (4.3 lentelé).
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4.3 lentelé. Standartizuotosios kanoninés funkcijos koeficientai

Function
1
Po PKA isskirto vaizdo histogramos asimetrijos
koeficientas 0,101
Plotas/daugiakampio plotas 0,255
Entropija po rangefilt 0,588
Plotas/perimetras -1,659
Entropija po entropyfilt 0,939

Kitas kintamyjy priklausomybés matas yra strukttrinio koeficiento didumas (4.4 lentel¢). i$
pateikty rezultaty matyti, jog standartizuotoji kanoniné funkcija stipriausiai koreliuoja su kintamuoju

— plotas/perimetras.

4.4 lentelé. Strukturiniai koeficientai

Function
1
Plotas/perimetras -0,633
Entropija po entropyfilt -0,495
Entropija po rangefilt 0,487
Po PKA isskirto vaizdo histogramos asimetrijos
koeficientas 0,460
Plotas/daugiakampio plotas 0,321

I§ gauty rezultaty, galima daryti i§vadg kad geriausiomis diskriminavimo savybémis iSsiskiria
Kintamasis — entropija.

4.5 lenteléje pateikti turimy duomeny (111 uzdegiminiy lgsteliy vaizdy iSkarpos ir 95
neuzdegiminiy lasteliy vaizdy iSkarpos) Klasifikavimo rezultatai. I§ rezultaty matyti, jog 82,9%
uzdegiminiy lasteliy identifikuota teisingai — i§ 111 uzdegiminiy lasteliy identifikuota 92 kaip
uzdegiminés ir 19 kaip neuzdegiminés lgstelés. O i§ 95 neuzdegiminiy Igsteliy neuzdegiminéms
priskirta 80, tai yra 84,2 % tikslumas. Antra lentelés dalis (angl. cross validated), tai tarsi metodikos
patikrinimas. Siuo atveju vykdant lastelés vaizdo priskyrima vienai i§ grupiy, klasifikavimo modelio
apmokymui, buvo nenaudojami nagrinéjamos lgstelés duomenys. IS gauty rezultaty matyti, jogis 111
uzdegiminiy lgsteliy vaizdy uzdegiminiy lasteliy grupei priskirta 91 — tai 82 % tikslumas. O 1§ 95
neuzdegiminiy lasteliy vaizdy, neuzdegiminiy lasteliy grupei priskirta 80 tai klasifikavimo tikslumas
yra 84.2 %.
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4.5 lentelé. Klasifikavimo tikslumo vertés

PREDICTED GROUP
TOTAL
0 1
0 80 15 95
COUNT
1 19 92 111
ORIGINAL
0 84,2 15,8 100
%
1 17,1 82,9 100
0 80 15 95
COUNT
CROSS 1 20 91 111
VALIDATED y 0 84,2 15,8 100
0
1 18,0 82,0 100

Diagnostiniams metodams labai svarbu yra jo patikimumas. Tam, kad jvertinti sukurto metodo
patikimuma, kurio déka siekiama identifikuoti uzdegimines lgsteles, buvo pasinaudota matematinés
morfologijos budu i8skirtomis 206 tikétinomis uzdegiminiy lasteliy sri¢iy iSkarpomis ir paskaiciuoti

statistiniai kriterijai — specifiSkumas bei jautrumas. Gauti rezultatai pateikti 4.6 lenteléje.

4.6 lentelé. Klasifikavimo tikslumo vertés

»Auksinis standartas*
UZdegiminé lastelé NeuZdegiminé lastelé Viso
Testas teigiamas Teisingai teigiamas 92 Klaidingai teigiamas 19 111
Metodo
il Testas neigiamas | Klaidingai neigiamas 15 Teisingai neigiamas80 95
testas
Viso 107 99 206

Jautrumas = 85,6%
Specifiskumas=80,8%

IS 4.6 lentelés matyti, jog sukurtas metodas identifikuoti uzdegimines lasteles histologiniuose
zarnyno audiniy vaizduose, turi didelj jautrumg ir specifiSkumg. Tai leidZia teigti, jog Sis metodas
aptinka didzigja dalj uzdegiminiy Igsteliy, ir daro labai nedaug neteisingy sprendimy, kada paprasta
iSkarpa identifikuojama kaip uzdegiminés lastelés. Taigi, buvo sukurta patikima zarnyno audiniy

uzdegimo poZymiy automatinio vertinimo metodika.
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5 REZULTATU APTARIMAS

Pelés zarnyno audiniy histologiniy preparaty vertinimas naudojant sukurta metodika, iSryskino
jos galimybes ir trikumus. Pirminio vaizdy apdorojimo metu eliminavus apSvietimo netolyguma
tiriamuose vaizduose, panaikinome su tuo susietg piksely ver¢iy dispersijos dalj, trukdancig rasti
optimalig spalvy erdve. Tai leido PKA pagalba gauti koeficientus, transformuojancius tiriamg vaizda
] jo atvaizda optimalioje spalvy erdvéje, maksimizuojancioje uzdegiminiy lasteliy kontrastg likusios
vaizdo dalies atzvilgiu. Tai pagerino $iy Igsteliy atpazinimg. SekancCiame etape pasitelkus matematine
morfologija, buvo isskirtos tikétinos uzdegiminiy lgsteliy vietos registruotose nuotraukose. Rastuose
analizuojamuose plotuose buvo isskirti dazniausiai skai¢iuojami vaizdy analizés pozymiai ir Igstelés
branduolio formg atspindintys jverciai. Diskriminantinés analizés déka 1§ iSskirty pozymiy
suformavome optimaliai reikmingiausiy rinkinj, skirstantj tiriamus vaizdus j grupes. Zinodami
reikSmingiausius pozymius ir i$ jy sudaryta kanonine lygtj, galime priskirti tiriamg plota uzdegiminei
lastelei arba ne. Tai daryti galime su dideliu tikslumu (jautrumas — 85,6 %; specifiSkumas — 80,8% ).

Vis délto skaitinés metodo jvertinimo reikSmés néra idealios. Tai labiausiai sglygojama
nepakankamos histologiniy preparaty vaizdy registravimo skiriamosios gebos. Naudoto mikroskopo
maksimalus didinimas buvo x40, kurio déka buvo jmanoma iSskirti lgstelés branduolj i§ vaizdo
iSkarpos, bet rezultatas buvo tik patenkinamas. Turint vaizdy su didesne skiriamgja geba, uzdegiminiy
lasteliy identifikacija, ar net jy klasifikavimas pagal iSskirtus pozymius pageréty. Taip pat tikétina,
kad galutinius rezultatus gali salygoti fizinis histologiniy preparaty pazeidimas uzneSant meéginius ant
stiklo, nereikalingy priemaiSy atsiradimas gaminant preparatg ir tyrinéjamy audiniy uZdegiminiy
lasteliy spalvy erdviy nesutapimai. Tikétina ir ,,Zzmogiskoji* klaida, atsirandanti vertinant
mokomosios imties iSkarpas pateikiamas diskriminantinei analizei.

Automatinio uzdegiminio proceso vertinimo Zarnyne rezultatai buvo sulyginti su eksperty
vertinimais. Sio lyginimo rezultatai nuteikia optimistikai. Eksperty vertinimai daugumoje atlickami
vizualiai vertinant visg histologinio preparato vaizda, tuo tarpu siiilomos automatinés analizés
metodas jgalina i8skirti vaizdy fragmentus, kuriuose galime tikétis rasti lokaliy uzdegiminiy viety
uzuomazgy, juy plitimo tendencijas ir iSvengti informatyviy poZymiy nuslépimo duomeny aibéje.
Todel tikimés, kad misy tyrimo rezultatai prisidés prie tolesnio automatinio histologiniy preparaty
vertinimo metodikos tobulinimo ir miisy patirtis bus naudinga tobulinant automating Zarnyno ligy

diagnostika.
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6 ISVADOS

Sio darbo metu buvo dirbama su daugiau kaip trimis §imtais, mikroskopu bei vaizdo kamera
uzfiksuoty, jvairaus uzdegiminio sunkumo zarnyno histologiniy preparaty vaizdy fragmenty. Ko
pasékoje buvo sukurtas registruoty vaizdy pirminio apdorojimo metodas, kuris eliminavo netolygy
absoliutinj apSvietimg tyrinéjamuose vaizduose bei atliko uzregistruoty vaizdy transformacija |
optimalig spalvy erdve. Tokiu biidu gautas zenklus uzdegiminiy Iasteliy kontrasto padidéjimas
vaizduose, kuris leido matematinés morfologijos budu, iSskirti tikétiny uzdegiminiy Igsteliy sritys
analizuojamuosiuose vaizduose.

Surasti uzdegiminiy lgsteliy skiriamieji pozymiai bei diskriminantinés analizés déka 18 jy iSskirti
reikSmingiausi suklasifikave turimus tikétiny uzdegiminiy lgsteliy vaizdus j grupes — uzdegiminé
lastelé ar ne.

Taigi tokiu biidu buvo sukurta zarnyno audiniy uzdegimo pozymiy automatinio vertinimo
metodika. Diskriminantine analize atskleistas vidutinis 82 proc. teisingas histologiniy vaizdy
klasifikavimas bei didelis specifiSkumas ir jautrumas parodé¢ galimg metodo panaudojimag kaip
histologo eksperto pagalbing darbo priemon¢ ankstyvajai uzdegiminiy zarnyno ligy diagnostikai, bei

moksliniam §iy ligy vystymosi aiSkinimuisi.
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8.3 Lentelés:

8.1 lentelé. Geboes pozymiy skalé [8]

Optinio kolito sunkumo, laipsniai

0 laipsnio: Strukturinis (architekttiriniai pokyciai)

Ne anomalinis 0.0
Nestiprus anomalinis 0.1
Lengvas arba vidutinio stiprumo iSplitusi arba daugiazidininé anomalija 0.2
Stipriai iSplitusi arba daugiazidininé anomalija 0.3
1 laipsnis: Létinis uzdegiminis jsiskverbimas
Nedidéjanti, ne auganti 1.0
Nestiprus, bet aiSkus augimas 11
Vidutinis augimas 1.2
Stiprus augimas 1.3

2 laipsnio: Jungiamojo audinio sluoksnio (Lamina propria) neutrofilai ir eozinofilai (griidétieji

leukocitai)
2A Eozinofily
Nedidéjanti, ne auganti 2A.0
Nestiprus, bet aiSkus augimas 2A.1
Vidutinis augimas 2A.2
Stiprus augimas 2A.3
2B Neutrofily
Nedid¢janti, ne auganti 2B.0
Nestiprus, bet aiSkus augimas 2B.1
Vidutinis augimas 2B.2
Stiprus augimas 2B.3
3 laipsnio: Neutrofilai epitelyje
Neéra 3.0
<5% paveikty liauky 3.1
<50% paveikty liauky 3.2
>50% paveikty liauky 3.3
4 laipsnio: Liauky sunaikinimas
Neéra 4.0
Tikétinas — vietinis perteklius neutrofily dalyje liauky 4.1
Tikétinas — rySkus slopinimas 4.2
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Visiskas liauky sunaikinimas 4.3
5 laipsnio: Erozija ar iSop¢jimas

Neéra erozijos, iSopéjimo ar audinio smulkinimo 5.0

Atsinaujinantis epitelis, greta uzdegimo 5.1

Tikétina erozija 5.2

Aiski erozija 5.3

8.2 lentelé. Riley pozymiy skalé [8]

sunkumo/sunkus

Kiekvienas bruozas yra jvertinamas 4-baléje skal¢je atitinkancig néra/lengvas/vidutinio

Liauky struktiiriniai pazeidimai

Létinis uzdegiminiy lasteliy prasiskverbimas

Umus uzdegiminiy Iasteliy prasiskverbimas

Liauky pilinys

Mucino* iSeikvojimas

Pavirsiaus epitelio vientisumas

*Mucinas - (lot. mucus - gleivés) - glikoproteinas, gleiviy ir kity klampiyjy organizmo skys¢iy

sudedamaoji dalis.
8.3 lentelé. Gramlich pozymiy skalé [8]

Ne aktyvus

Uzdegiminiy lasteliy buvimas audinio epiteliniame sluoksnyje

Liauky pilinys

ISopéjimas

w| N| k| O

8.4 lentelé. Gupta pozymiy skalé [8]

Neaktyvus/nesamas (néra neutrofily jsiskverbimo)

Neutrofily prasiskverbimas <50% 1§ liauky meéginiy ar skerspjiivio

Neutrofily prasiskverbimas >50% i§ liauky meéginiy ar skerspjiivio

Erozija ar iSopéjimas

w| N | O
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