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1. Uvod

Bioloske stanice u osnovni gradevni elementi svih Zivih bi¢a. Njihovo dijeljenje joS
uvijek predstavlja jedno od osnovnih podrucja istrazivanja. Pri njihovome dijeljenju
javljaju se Stapicaste tvorine koje se zovu mikrotubuli. Oni povezuju se protezu izmedu
dva pola stanice koje povezuju. Prilikom istraZivanja takvih stanica koriste se posebni
konfokalni mikroskopi koji koji nam daju trodimenzionlanu sliku stanice.

Oni rade slike stanice po vertikalnim presjecima, krenu od najnizeg sloja stanice i
polako se vertikalno mi¢u prema vrhu stanice i tako dobivamo trodimezionalnu sliku
stanice.U tom podrucju istraZivanja vrlo je bitno odrediti oblik mikrotubula kroz pres-
jeke stanice da bi se mogle uociti odredene promjene. Taj posao se dosada obavljao
ljudskim radom Sto se pokazalo kao vrlo naporno i neprakticno zbog Cega se javila
potreba za automatizacijom tog procesa.

U ovom radu pokusat ¢e se pokusati primijeniti metode racunalnog vida za rjeSa-

vanje toga problema.

Slika 1.1: Model stanice

Polar microtubules

Microtubule organizing
center (MTOC)

Astral microtubules

Kinetochore microtubul

Kinetochore (Kfibers)

Izvor slike: https://en.wikipedia.org/wiki/Microtubule



2. Metode za pronalazenje objekata u

mikroskopskim slikama

Mikroskopske slike koje analiziramo u radu su trodimenzionalni tenzori koji se sastoji
od 30 ili 38 dvodimenzionalnih odrezaka. Svaki taj odrezak je monokromatska slika
veli¢ine 512 x 512 piksela.

One predstavljaju vertikalne presjeke stanice.

2.1. Semanticka segmentacija mikorskopskih odrezaka

U racunalnom vidu semanticka segmentacija je postupak u kojem se slika dijeli vise
segmenata. Njezin cilj je svaki piskel slike staviti u neki od predefiniranih razreda.
Na taj nacin dobijemo jednostavniju reprezentaciju slike iz koje lakSe moZemo iS¢itati
odredene informacije.

Semanticka segmentacije ¢emo u ovome radu primijeniti odreske mikroskopske
slike. U svakome odresku mozemo odrediti dvije vrste segmenata, one koji predstavl-
jaju mikrotubule i1 one koje predstavljaju pozadinu. Primjenom segmentacije pokusSat
¢emo klasificirati svaki piskel u jednu od tih grupa.

Za klasificiranje piskela koristit ¢emo pristup iz Gatjal (2017) koji koristi duboku
konvolucijsku mrezu za klasifikaciju piskela. Takav pristup se temelji na strojnom
ucenju. Potrebno je prije segmentacije mreZu utrenirati na slikama na kojima su vec
oznaceni pikseli pozadine i mikrotubula. Radi jednostavnosti i uStede vremena koristi
rijetko oznaCavanje Sto znaci da se ne oznacavaju apsolutno svi pikseli ve¢ samo neki.
To daje loSije rezultate u odnosu na potpuno oznacavanje no takvo rjeSenje ne bi bilo

prakticno.



2.1.1. [Evaluacija rezultata

Da bismo mogli donijeti odluku o prihvatljivosti upotrebe metode semanticke seg-
mentacije potrebno je na neki nacin ocijeniti njezinu efikasnost. Pri raCunanju efikas-
nosti koristit ¢emo ve¢ predefinirane ru¢ne oznake kao mjere za uspjesnost. Za us-
pjenost cemo morati definirati parametar o kao maksimalnu prihvatljivu udaljenost
izmedu rucne i predefinirane oznake da bi se smatralo da je predefinirana oznaka
pogodila ruc¢nu.

Neka je R skup ru¢nih oznaka, a S skup oznaka dobivenih semanti¢kom segmenat-
acijom ili nekom drugom metodom koja konkrente pozicije oznaka. Neka su oznake u
skupu R 1 S numerirane prirodnim brojevima.

Neka je P; indeks najblize dobivene oznake za predefiniranu oznaki . Tj.
P =min{d(i,j) | j € S}

Neka je D; indeks najbliZe predefinirane oznake za dobivenu oznaku j. Tj.
D; =min{ d(j,i) | i € D}

Pogodak H; za predefiniranu oznaku 7 definiramo kao 1 ako postoji dobivena oz-
naka j i vrijedi P, = ji D; = ¢ i vrijedi d(i,j) < d. Dakle ako su predefinirana
1 dobivena oznaka jedna drugoj najbliZe i1 njihova udaljenost je manja od unaprijed
definiranog praga, onda kazemo da imamo pogodak. M; je definirano kao promasaj i

on je suprotan od pogotka.

H.
R = _—
Z H; + M;
1ER
R je dakle udio pogodenih predefiniranih oznaka.
Preciznost P éemo definirati kao udio detektiranih koji imaju odgovarajuéu pogodenu

oznaku.



3. Odredivanje parametara

mikrotubula

Mikrotubuli su strukture koje imaju Stapi€asti oblik 1 proteZu se s jednog kraja stanice
na drugi. S ozbirom da njihova izduZenost prevladava u odnosu na ostale dimenzije
parametrizirat ¢emo ih pomocu krivulje.

Da bismo dobili bolji u podatke podaci su vizualizirani u trodimenzionalnoj sceni.
Na sljedecoj slici su inteziteti iz trodimenzionalnog tenzora prikazani u prozoru, $to
je intezitet jaci to je boja zelenija. Uklonjeni su svi pikseli iz tenzora Ciji je intezitet

manji od 100 da bi se bolje uocili mikrotubuli.



Slika 3.1: 3D reprezentacija mikrotubula

na sljedecoj slici su podrucja istog inteziteta povezane

Slika 3.2: 3D reprezentacija mikrotubula




3.1. Pracenje maksimuma

Pradenje maksimuma je najjednostavnija metoda za odredivanje krivulje mikrotubula.
Za pocetak potrebno je na jednome odresku ve¢ unaprijed imati oznaCene pozicije
mikrotubula. To bi bilo najbolje napraviti na odrescima u sredini stanice na kojima
se mikrotubuli najbolje vide. To je mogucée napraviti rucno ili koristiti semanti¢ku
segmentaciju koja najbolje rezultate da je na srediSnjim odrescima.

Za primjenu ove metode potrebno je zadati jo$ jedan parametar, a to je radijus pre-
trage. On treba biti odabran tako da predstavlja ocekivani radijus dijela mikrotubulak
koji se moZe uociti na pojedinom odresku. Na temelju odabrane oznake na nekom
odresku trazit ¢e se piksel s najveéim intezitetom, a Cija je euklidska udaljenost od
zadane oznake manja od tog zadanog radijusa. Pozicija tog piksela,njegove x iy koor-
dinate, ¢e se uzeti kao pozicija krivulje mikrotubula na z koordinati te slike.

Zatim ¢emo se na prethodnoj i sljedecoj slici primijeniti isti postupak, ali ¢emo
za predefinirane oznake mikrotubula na toj slici uzeti koordinate piksela kojeg smo
odredili u prehtodnom koraku. I to ¢emo nastaviti iterativno primijenjivati. Iteriranje

¢emo zaustaviti kad intezitet odredenog mikrutobula bude premali.

3.2. Odredivanje parametara iz rezultata semanticke

segmentacije

U prethodnom poglavlju smo opisali postupak semanticke segmentacije na odrescima
mikrotubula. Kao rezultat semanticke segmentacije dobit ¢emo slike na kojima piskeli
imaju samo dvije boje, jednu koja predstavlja prepoznati mikrotubul i drugu koja pred-
stavlja pozadinu. Kad slike spojimo moZemo ih promatrati kao trodimenzionalni ten-
ZOr.

U tom trodimezionalnom tenzoru éemo traZiti povezane komponente piksela koji
medusobno dodiruju. Svaku tako dobivenu komponentu moZzemo smatrati jednim
mikrotubulom i svaki piksel u pojedinoj komponenti se promatra kao dio odgovara-
juceg mikrotubula.

Iz takvih grupa piskela potrebno je zatim dobiti krivulje koje opisuju mikrotubule.
To ¢emo dobiti na nacin da ¢emo za svaku pojedinu z koordinatu nekog piksela grupi-
rati sve piksele s tom z koordinatom u jednu grupu. I u toj grupi ¢emo odrediti
aritemti¢ku sredinu svih pozicija po x i y koordinatama i te koordinate ¢e predstavljati

krivulju na toj z koordinati.



4. Eksperimentalni rezultati

U ovome poglavlju ¢emo metode opisane u prethodnim primijeniti na konkretne stan-
ice. Pri tome ¢emo ih prvo pokuSati primijeniti na posebno odabranu stanicu kako
bismo se uvjerili u njihovu uspjesnost. Stanica za provedbu analize metoda je odabrana
tako da se u njoj mikrotubuli mogu najbolje uoditi i da je u njoj prisutno najmanje Suma.
Sum u nagim podacima predstavljaju podruéja inteziteta koja su sli¢na mikrotubulima,

a nisu mikrotubuli i podrucja koja poveéavaju razliku izmedu mikrotubula.

4.1. Rezultati na odabranoj stanici

4.1.1. Semanticka segmentacija pomocu konvolucijske mreze

Koristeci vlastite oznake istrenirali smo kroz epohe i mjerili efikasnost dobivenih oz-
naka. Slike treba pazljivo oznaciti i paziti da se oznace podruc¢ja izmedu mikrotubula

da bi se postigli optimalni rezultati:



Slika 4.1: Primjer oznacavanja

Koristeci tezine dobivene treniranje mreze, segmentiranjem dobivamo sljedecu sliku:

Slika 4.2: Primjer oznacavanja




1. epoha | 2. epoha | 3. epoha | 4. epoha | 5. epoha | 6. epoha | 7. epoha
R | 1.01% 15.41% | 25.52% | 31.74% | 53.11% | 60.15% | 61.5%
P | 7.13% 10.11% | 15.54% | 29.18% | 30.54% | 30.41% | 30.17%

Gornji rezultati pokazuju da je semanticka segmentacija dovoljno dobra metoda za
automatsko oznacavanje mikrotubula na odrescima.
Zatim ¢emo pokusati pratiti mikrotubule koriStenjem metode, opisane u prethod-

nom poglavlju za segmentirane slike:

Slika 4.3: Praceni mikrotubuli

Iz slike se vidi da je na njoj uoeno 16 mikrotubula, a u stanici bi ih trebalo biti

izmedu 50 i 100, dakle ova metoda moZe odrediti oblik barem najocitijih mikrotubula.

4.2. Primjena semanticke segmentacije pomocu konvolu-

cijske mreZe na viSe stanica

U podacima koje smo dobili imamo sedam trodimezionalnih slika stanica s oznakama.
U ovome potpoglavlju pokusat éemo primijeniti metodu semanticke segmentacije na
svim stanicama. Pri tome ¢emo imati dva skupa stanica. U jednoj stanici Ce biti Sest
stanica i na njima Ce se pikseli oznaciti na temelju ve¢ predefiniranih oznaka na nacin
da ¢e svi pikseli ¢ija je euklidska udaljenost od koordinata oznake manja od 10 biti
oznaceni. Pozadine Ce na tih Sest biti oznacene rucno.

U drugu skupinu stanica ¢emo samo svrstati jednu stanicu, nju neemo oznacavati

niti je koristiti za uenje mreZe. Nju ¢emo iskoristiti iskljucivo za evaluaciju perfo-
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segmentiranje odrezaka ove jedne stanice za testiranje.

Sljedeca tablica pokazuje rezultate nad prvim skupom tj. skupom za ucenje.

mansi nad njom. TeZine mreZa naucene nad stanicama iz prve grupe ¢emo koristi za

1. epoha | 2. epoha | 3. epoha | 4. epoha | 5. epoha | 6. epoha | 7. epoha
1.51% 10.41% | 20.52% | 41.74% | 43.77% | 43.87% | 44.71%
7.13% 10.11% | 15.54% | 29.18% | 30.54% | 30.41% | 30.17%

Sljedeca tablica pokazuje rezultate nad stanicom za testiranje:

1. epoha | 2. epoha | 3. epoha | 4. epoha | 5. epoha | 6. epoha | 7. epoha
1.01% 9.62% 19.34% | 30.94% | 35.56% | 38.15% | 38.10%
5.12% 8.16% 16.54% | 25.33% | 29.54% | 35.711% | 36.34%
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5. Zakljucak

Opisane su metode za odredivanje oznaka i1 oblika mikrotubula. Semanticka segme-
natcija se pokazala kao vrlo dobra za odredivanje oznaka. Buduéi da koristi rijetko
oznacavanje relativno ju je prakti¢no upotrijebiti. Potrebno je izmedu 20 i 30 sekundi
za oznacavanje jedne slike §to je izmedu 10 i 15 minuta po stanici. Uvidom u njezine
perfomanse, vidi se da daje rezultate koji nisu zanemarivi i stoga se moZe upotrijebiti
za odredivanje oznaka.

Metoda prepoznavanja mikrotubula prepoznaje oko 16 od 50 do 100 najuocljivi-
jih mikrotubula Sto znaci da se moze iskoristiti za prepoznavanje barem nekih mikro-
tubula. Zbog velikog Suma na vrhu i dnu stanicu, mikrotubuli su praeni uglavnom
kroz srediSnji dio stanice. Prepoznavanje ostalih mikrotubula i oznaka ce biti puno

teZe zbog velikog Suma i nekozinstentnosti pojavljivanja na slikama.

11



LLITERATURA

Josip Gatjal. Interaktivna segmentacija dubokim modelima. 2017.

12



PronalaZenje mikrotubula u trodimenzionalnim mikroskopskim slikama
Sazetak
Rad razmatra moguc¢nosti pronalaZenja mikrotubula u trodimenzionalnim mikroskop-
skim slikama stanice. U okviru rada izraduje se alat za vizualizaciju postojeéih oz-

nacenih slika i oznacavanje novih. Razvijaju se metode za detekciju mikrotubula u

trodimezionalnim slikama. Razvijene metode se ocjenjuju.

Kljucne rijeci: racunalni vid; segmentacija; mikrotubuli;

Microtubule detection in three-dimensional microscopic images
Abstract
The paper deals with the possibilities of microtubule in three-dimensional micro-
scopic images of the cell. Within the work, a tool for visualization of existing tagged

images and marking new ones is created. Methods for detecting microtubules in three-

dimensional images are being developed. Developed methods are evaluated.

Keywords: computer vision; segmenta; microtubules;



