KRATKI ZNANSTVENI PRISPEVKI

E Avtomatska segmentacija celicnih
predelkov v volumetricnih podatkih,
pridobljenih z elektronskim
mikroskopom

Manca Zerovnik Mekug", Ciril Bohak!, Rok Romih2, Samo Hudoklin2, Matija Maralt’

"Univerza v Ljubljani, Fakulteta za radunalnidtvo in informatiko, Vegna pot 113, 1000 Ljubljana, Slovenija
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, In&titut za biologijo celice, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana, Slovenija
manca.zerovnik-mekuc@fri.uni-lj.si, ciril.bohak@fri.uni-lj.si, rok.romih@mf.uni-lj.si, samo.hudoklin@mf.uni-lj.si,
matija.marolt@fri.uni-lj.si

lzvlecek

Segmentacija celiénih predelkov je proces, s pomocjo katerega dobimo kvantitativne informacije o prisotnosti, prostorski porazdeli-
tvi, strukturi in posledicno funkciji organizacijskih enot celice, t.i. celiénih predelkov. Z nedavnim razvojem metod elektronske mikro-
skopije je postal proces roéne segmentacije volumetriénih podatkov ozko grlo v biomedicinskih raziskavah. Da bi pripomogli k ugin-
kovitejsemu poteku celiéno bioloskih raziskav, smo razvili metodo za avtomatsko segmentacijo mitohondrijev in predelkov lizosomal-
ne poti v volumetricénih podatkih tkiva seénega mehurja, pridobljienih z metodo fokusiranega ionskega snopa in vrstiéne elektronske
mikroskopije (FIB-SEM). Predlagamo cevovod, ki temelji na konvolucijski nevronski mreZi in izkorista znanje, da imajo mitohondriji in
predelki lizosomalne poti v dolocenih regijah podobne teksturne znacilnice. Z uporabo tega znanja v omenjenih podatkih nas cevovod
bolje segmentira ciljne razrede v primerjavi z ostalimi trenutno vodilnimi metodami, ki so bile predlagane za segmentacijo biomedi-
cinskih podatkov.

Kljuéne hesede: avtomatska segmentacija, elektronska mikroskopija, celiéni predelki

Abstract

Segmentation of intracellular compartments is a technique that provides quantitative data about the presence, spatial distribution,
structure and consequently the function of intracellular compartments, the central organization units of eukaryotic cells. With the
recent development of high throughput data acquisition technigues in electron microscopy, manual segmentation is becoming a
major bottleneck of the process. To aid biomedical research, we propose a technique for the automatic segmentation of mitochon-
dria and compartments of the lysosomal pathway from cells obtained from the mammalian bladder with the focused ion beam
combined with the scanning electron microscopy technique (FIB-SEM). We propose a segmentation pipeline based on the convolu-
tional neural network that exploits the fact that mitochondria and compartments of the lysosomal pathway have similar textural
features in certain regions. Using this knowledge, our approach outperforms existing state-of-the-art models evaluated on our
dataset.

Keywords: Automatic segmentation, electron microscopy, intracellular compartments

1 UvVOD

nih predelkov pomembna, saj prinasa kvantitativne

V nasem delu se osredotocamo na segmentacijo ce-
liénih predelkov v podatkih, pridobljenih z elektron-
skim mikroskopom. Primeri celi¢nih predelkov so
npr. celini organeli, endosomi in transportni vezi-
kli. Na podrocju biomedicine je segmentacija celic-
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podatke o njihovi prisotnosti, prostorski porazdelitvi
in posledi¢no o njihovi funkciji v celici, to pa pripo-
more k raziskavam delovanja evkariontskih celic.
Segmentacije se v tovrstnih raziskavah vecinoma Se
vedno opravljajo rono. Z nedavnim razvojem me-
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Slika 1: Na levi je primer podatkou, ki jih uporabljamo, na desni pa Zelena segmentacija za razred mitohondrijev,
ki nam sluZi kot zlati standard. Na sredini je to dvoje prikazano skupaj.

tod za pridobivanje volumetri¢nih podatkov v ele-
ktronski mikroskopiji je rocna segmentacija v razi-
skavah postala casovno ozko grlo. Posledi¢no se je
okrepilo podrodje raziskovanja metod za avtomatsko
segmentacijo tovrstnih podatkov. Podatki, s katerimi
se ukvarjamo v nasem delu, so pridobljeni z metodo
fokusiranega ionskega snopa in vrsti¢ne elektronske
mikroskopije (FIB-SEM). V tem delu predlagamo ce-
vovod za segmentacijo dveh ciljnih celi¢nih predel-
kov in sicer mitohondrijev in predelkov lizosomalne
poti. Primer segmentacije mitohondrijev je prikazan
na sliki 1. Na podrocju segmentacije biomedicinskih
podatkov so v zadnjih letih najbolj uspesni pristopi,
ki temeljijo na globokem ucenju [Litjens et al., 2017].
Pri segmentaciji celi¢nih predelkov se ti osredotocajo
predvsem na segmentacijo mitohondrijev [Oztel et
al., 2017, Xiao et al., 2018]. S segmentacijo predelkov
lizosomalne poti, ki po naSem vedenju v literaturi Se
niso bili obravnavani, smo povecali raznolikost se-
gmentiranih celi¢nih predelkov. Predlagan segmen-

I-. |

tacijski cevovod smo ovrednotili na novi podatkovni
zbirki, pridobljeni iz tkiva secnega mehurja. Obstoje-
¢i pristopi za segmentacijo mitohondrijev so bili raz-
viti in ovrednoteni na podatkih pridobljenih iz moz-
ganskega tkiva, ki ima v primerjavi s tkivom secnega
mehurja manjSo gostoto in kompleksnost zastopanja
celi¢nih predelkov. Pricakujemo, da bo zato predla-
gana metoda bolj robustna in uspeSna tudi na po-
datkovnih zbirkah celic drugih tkiv. Evalvacija nase
metode je pokazala, da uspesno segmentira volume-
tricne podatke v ciljne razrede in da v primerjavi z
obstojecimi najuspesnejSimi metodami s podrodja na
nasih podatkih vraca boljSe rezultate.

2 SEGMENTACIJSKI CEVOVOD

Segmentacijski cevovod, ki ga predlagamo, temelji
na arhitekturi V-Net [Milletari et al., 2016]. Cevo-
vod izkori$¢a informacije pogosteje zastopanega
razreda mitohondrijev za izboljSavo segmentiranja
predelkov lizosomalne poti, za katere imamo v ucni

Slika 2: Cevovod za segmentacijo mitohondrijev in predelkov lizosomalne poti. \l prvi veji uéenje poteka na hinarnem problemu.
Na podlagi nauéenih in prenesenih uteZi nato v drugi veji model bolje segmentira redkeje zastopani razred.
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Tabela 1: Rezultati vrednotenja na testni mnofici.

Metoda Klasifikacijska Diceov koeficient Klasifikacijska toénost  Diceou koeficient
toénost mitohondriji mitohondriji predelki liz. poti predelki liz. poti

U-Net 3D [Cigek et al., 20161 0.96 0.60 0.89 0.06

DeepMedic [Kamnitsas et al., 20171  0.97 0.66 0.98 0.27

V-Net [Milletari et al., 20161 0.98 0.60 0.96 0.00

Predlagan cevovod 0.99 0.77 0.98 0.46

mnoZici zelo malo primerov. Koraki predlaganega
cevovoda so prikazani na sliki 2. V vsaki ponovitvi
ucenja iz podatkov izrezemo okno velikosti 64 x 64
x 64 vokslov.

Izbiranje okna je uravnotezeno glede na ciljne ra-
zrede. V koraku predprocesiranja podatke v izbranem
oknu normaliziramo. Po predprocesiranju se cevovod
razdeli v dve veji. Najprej u¢imo zgornjo vejo, kjer
spremenimo kontrast vhodnih podatkov, tako da oba
ciljna razreda izgledata podobno. Na podatkih s spre-
menjenim kontrastom uimo mrezo V-Net, ki je konvo-
lucijska nevronska mreZza z volumetri¢nimi operacija-
mi [Milletari et al.,, 2016]. Naucene uteZi prenesemo
v spodnjo vejo, kjer uporabimo podobno arhitekturo
V-Net, le da ta segmentira vhodne podatke v tri ciljne
razrede. Ta model u¢imo na podatkih brez spremenje-
nega kontrasta. Pred uporabo obeh modelov izvede-
mo tudi bogatenje podatkov in sicer s postopki skali-
ranja, elasti¢nih deformacij in zrcaljenja osi.

3 REZULTATI

3.1 Podatki

Podatki, ki jih uporabljamo, so bili z metodo FIB-SEM
pridobljeni iz povrsinskih celic epitelijskega tkiva
secnega mehurja misi (urotelij). Na teh podatkih smo
s pomocjo orodja Slicer 3D ro¢no oznacili mitohon-
drije in predelke lizosomalne poti v petih izrezanih
volumnih velikosti 256 256 256 vokslov. Oznake so
pregledali in popravili biomedicinski eksperti. Volu-
mne smo razdelili v u¢no mnozico z dvemi volumni,
validacijsko mnozico z enim volumnom in testno
mnozico z dvema volumnoma. V vsakem volumnu
je od 15 do 85 mitohondrijev, Stevilo predelkov lizo-
somalne poti pa je manjse. V vsakem volumnu jih je
okrog 10.
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3.2 Urednotenje

Na nasih podatkih smo ovrednotili tri obstojece me-
tode in predlagani cevovod. Uporabili smo dve raz-
licni meri uspesnosti in sicer Diceov koeficient in kla-
sifikacijsko to¢nost:

2TP

Diceov koeficient = TP+ FP+EN

1

TP+ TN
TP+ TN + FP + FN

Klasifikacijska to¢nost = (2)

V zgornjih enacbah TP predstavlja Stevilo pra-
vilno pozitivnih, TN Stevilo pravilno negativnih, FP
Stevilo napacno pozitivnih, FN pa Stevilo napacno
negativnih vokslov v volumnu. Rezultati so prika-
zani v Tabeli 1. Rezultati predlaganega cevovoda v
zadnji vrstici tabele kazejo, da nasa metoda dosega
najvisje mere uspesSnosti za oba ciljna razreda. Vidi-
mo, da je Diceov koeficient pri razredu lizosomal-
nih predelkov Se vedno precej niZji kot pri razredu
mitohondrijev. Razlog je v tem, da je ta razred v
podatkih redkeje zastopan in ima poleg tega zno-
traj razreda vedjo raznolikost. To bomo naslovili v
prihodnosti.

4 ZRAKLJUCEK

Predstavili smo cevovod za avtomatsko segmentacijo
mitohondrijev in predelkov lizosomalne poti iz FIB-
SEM podatkov urotelijskih celic. Z nasim cevovo-
dom smo zmanjsali vpliv majhne podatkovne zbirke
in neuravnoteZenosti une mnozice, kjer mitohon-
driji predstavljajo pribliZno 80 odstotkov, predelki
lizosomalne poti pa 20 odstotkov oznacenih celi¢nih
predelkov. Predlagani pristop v primerjavi z ostali-
mi ovrednotenimi arhitekturami v nasi podatkovni
zbirki bolje segmentira ciljne razrede. V prihodnosti
bomo metodo razsirili z uporabo domenskega znanja
o morfologiji ciljnih razredov. Dobljena segmentacija
bo pripomogla k boljSemu razumevanju delovanja in
funkcije celic mehurja.
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