Purwarupa Sistem Deteksi HER2 Skor 2+ pada Citra Mikroskopis Digital
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Abstract. Purwarupa sistem berbantu komputer untuk penentuan skor 2+ pada citra digital HER2 akan dijelaskan dengan singkat. Purwarupa ini dibangun sebagai alat bantu untuk menegakkan diagnosis pada kegawatan sel kanker payudara berdasar citra mikroskopis digital. Citra digital diperoleh dari foto mikroskopis jaringan sel kanker yang telah melalui proses immunohistochemical (IHC). Ada dua proses utama yang dilakukan dalam purwarupa ini yaitu penajaman warna dengan model pertukaran warna dan ekstraksi ciri warna. Model sistem cerdas untuk penentuan skor berdasarkan informasi luasan area tersegmentasi saat ini sedang dalam proses validasi.
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Pendahuluan
Penyakit kanker payudara terjadi akibat pertumbuhan sel-sel yang tidak terkontrol yang dapat menyebar ke bagian lain di tubuh1. Prevelensi penyakit kanker payudara ini telah menduduki peringkat tertinggi di dunia yang terjadi pada wanita diikuti oleh kanker serviks dan kanker usus2. Di Indonesia sendiri, kanker payudara ini menempati peringkat teratas yang terjadi pada wanita3. Kondisi kanker payudara sebagian besar diketahui dalam keadaan stadium lanjut4. Deteksi dalam stadium lanjut ini sangat buruk prognosisnya, karena dalam tahap ini sel kanker sudah menyebar lebih luas dan lebih cepat dibandingkan saat sel terdeteksi dalam stadium awal. 
[bookmark: _GoBack]Histopatologi adalah ilmu diagnosis penyakit dengan pemeriksaan secara visual dari jaringan dibawah mikroskop. Pemeriksaan bagian jaringan (yang hampir transparan), bagian jaringan disusun dengan menggunakan pewarnaan stain histochemical yang mengikat secara selektif pada komponen celluler5. Melalui pemeriksaan histopatologi penderita kanker payudara perlu mengetahui status HER2. HER2 merupakan singkatan dari Human Epidermal growth factor Receptor 2 6. Teknik IHC untuk mengetahui status protein HER2 ini dilakukan dengan memulaskan Hematoxylin (H) dan Diaminobenzidine (DAB) ke preparat yang berisi jaringan sel kanker payudara pasien dan mengamati adanya ikatan antibodi yang terjadi dengan menggunakan mikroskop oleh dokter spesialis patologi anatomi. Reaksi ikatan yang terjadi antara sel dan pengecatan mengakibatkan warna nukleus menjadi biru dan warna membran berwarna coklat yang berarti membran tersebut memiliki positif protein HER2. Jika HER2 dinyatakan positif (skor diatas 2+), hal ini mengindikasikan bahwa status kanker lebih ganas dan menyebar lebih cepat. 
Salah satu cara yang bisa dilakukan untuk membantu patologi anatomi untuk membaca hasil skor HER2 adalah melakukan analisis terhadap citra sel kanker HER2 dengan menggunakan bantuan komputer. Jaringan yang telah diambil dan dicat dengan menggunakan IHC dan disiapkan menjadi slide / preparat mikroskopis. Slide tersebut kemudian diamati melalui mikroskop dengan faktor perbesaran tertentu yang kemudian difoto oleh dokter spesialis patologi anatomi sehingga menghasilkan sebuah citra untuk selanjutnya diolah dengan komputer. 
Indikator kegawatan sel kanker payudara dinyatakan dalam skor IHC dalam rentang nilai 0 hingga 315. Skor 0 menandakan bahwa tidak ada perbedaan intensitas pewarnaan terhadap sel, sehingga dinyatakan bahwa jaringan sel kanker yang diamati merupakan sel negatif protein HER2. Pada citra dengan skore IHC 1+ akan diketahui karakteristik pewarnaan area positif HER2 yang tidak banyak sementara pada skore 3+ terdapat pewarnaan area positif HER2 yang banyak. Labellapansa, dkk.7 menirukan metode color deconvolution yang dilakukan oleh Ruifrok dan Johnston8 sebagai tahapan preprosesing sebelum melakukan proses segmentasi. Mereka melaporkan keberhasilan yang cukup baik dalam pengenalan skor 1+ dan 3+.
Persoalan yang belum dipecahkan adalah bagaimana menentukan skore 2+ yang merupakan daerah pembatas antara negatif dan positif. Skor 2 + merupakan zona abu-abu di mana diperlukan tes lebih lanjut14. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Lee et al. jumlah pravelensi skor 2 + mencapai 24% dari semua kasus13. Kesalahan penentuan diagnosis pada skor 2+ juga berakibat targeted therapy yang dilakukan dapat berpotensi sia-sia. Kepastian diagnosis untuk skor 2+ biasanya dilakukan dengan menggunakan proses lanjutan yang disebut metode CISH (Chromogenic In Situ Hybridization) atau FISH (Flourescence In Situ Hybridization). Kedua metode tersebut yang membutuhkan proses persiapan spesimen yang lebih lama. Dengan kata lain, kepastian diagnosis untuk skor 2+ tidak dapat diputuskan dengan cepat. Tantangan ini yang diusulkan untuk diatasi melalui sistem identifikasi sel kanker berbantu komputer.
2. 	Penelitian Terkait
Beberapa penelitian berbantu komputer untuk meningkatkan ketelitian dan reproduktifitas penilaian gambar spesimen jaringan payudara telah dilakukan dalam beberapa tahun terakhir. Penelitian yang dilakukan oleh Brügmann et al., 16 mengembangkan dan memvalidasi perangkat lunak bernama HER2-CONNECTTM. Perangkat lunak ini mampu memberi skor IHC berdasarkan algoritma membrane connectivity secara otomatis pada masing-masing citra. Hasil penelitian menunjukkan tingkat sensitifitas yang tinggi yakni sebesar 99,2% dan spesifisitas sebesar 100% terhadap 86 citra IHC yang diuji oleh 5 orang pakar. Selanjutnya, penelitian yang dilakukan oleh Keller et al., 17 mengembangkan sebuah sistem yang mampu mengklasifikasikan skor IHC berdasarkan fitur warna. Dalam penelitian ini, sistem dibangun menggunakan algoritma Fuzzy c-means clustering pada HSV color space. Pengujian dilakukan pada 77 citra IHC dan dilakukan secara konsensus oleh 7 orang pakar dengan hasil yang sangat baik menggunakan pengukuran Kendall  agreement. Penelitian oleh Hall et al., 18 menghasilkan sebuah sistem yang mampu memberi skor IHC menggunakan beberapa tahap, yaitu: Image Selection and Capturing, Color Decomposition, dan Membrane Isolation Algorithm (MIA) dengan 3 fitur berbasis intensitas rata-rata pada daerah membran. Pengujian dilakukan dengan membandingkan hasil penilaian skor IHC dengan sistem dan penilaian secara manual oleh pakar pada 99 kasus. Hasil pengujian pada sistem ini menunjukkan false negative rate yang sangat kecil yakni 4%. Sebuah metode untuk penilaian otomatis HER2 imunohistokimia juga dilakukan oleh Masmoudi et al., 19. Pada tahap pertama dari pendekatan ini, masing-masing piksel pada gambar diklasifikasikan menggunakan linear regression sebagai milik inti sel atau membran sel. Daerah inti sel lebih lanjut tersegmentasi melalui proses klasifikasi ini. Selanjutnya metode transformasi watershed dilakukan untuk memisahkan sel yang tumpang tindih. Terakhir, teknik pendekatan elips dilakukan untuk mendapatkan segmentasi membran. Slides kemudian diklasifikasikan ke dalam salah satu dari tiga kelompok scoring berdasarkan fitur yang menggambarkan intensitas pewarnaan dan kelengkapan membran menggunakan minimum cluster distance (MCD) classifier. Pengujian dilakukan dengan menggunakan agreement analysis dengan pakar yang menunjukkan kesepakatan yang benar secara keseluruhan di kisaran 80%.
Beberapa penelitian di atas telah menyasar kemampuan penilaian skor IHC secara otomatis. Akan tetapi, beberapa penelitian terkait di atas tidak menyasar citra dengan karakteristik spesifik wanita Indonesia, dan tidak spesifik membahas kemampuan kepastian diagnosis pada citra IHC dengan skor 2+.
3. 	Analisa Citra Mikroskopis HER2


Akuisisi Data
Citra mikroskopis digital HER2 diperoleh melalui proses sebagai berikut. Jaringan kanker payudara pasien diambil sampelnya dan kemudian melalui proses pengecatan dengan menggunakan Hematoxylin (H) dan pembangkit substrat Diaminobenzidine (DAB). Reaksi ikatan yang terjadi antara sel dan pewarna mengakibatkan sel normal menjadi berwarna biru dan sel positif kanker menjadi berwarna coklat. Preparat tersebut kemudian diamati dengan mikroskop Olympus CX31 dengan perbesaran 40X. Mikroskop tersebut sudah ter-couple dengan kamera CCD yang digunakan untuk pengambilan foto citra digital yang memiliki luas 1280x960.
Penajaman Warna
Metode penajaman warna ini diperlukan karena membran yang hendak dikenali sering sangat tipis perbedaan warnanya dibandingkan dengan warna disekitarnya. Proses yang diusulkan ini terdiri dari empat bagian yaitu Stain Matriks Estimation, Color Deconvolution, Nonlinier Mapping dari layer statistik dan rekonstruksi. Peneliti mendefinisikan dua input citra yang terdiri dari source dan target, dimana masing-masing citra akan dipisahkan dengan larutan stain. Kemudian, peneliti menerapkan nonlinier correction (mapping) kepada masing-masing channel yang ternormalisasi dari citra target yang dipisahkan (berdasarkan statistik yang dihitung dari citra target). Terakhir peneliti merekonstruksi citra ternormalisasi dari citra source menggunakan channel stain normalisasi dari target. Gambar 1 mengilustrasikan tahapan dalam proses penajaman warna.

Gambar 1. Algoritma Normalisasi Stain

Antar muka dari tahap penajaman kontras dalam purwarupa ini dapat dilihat pada Gambar 2. 


Gambar.2. Citra Hasil Perbaikan 
Ekstraksi Ciri Warna
Nilai piksel terkait dengan (R, G, B, N) terdiri dari bilangan dalam rentang (0 sampai dengan 255). Nilai ini tidak langsung cocok untuk masalah klasifikasi, nilai tersebut memiliki korelasi tinggi untuk fitur tertentu (contoh: perubahan dalam penyinaran). Chromaticities (r, g, b, n) diberikan oleh nilai warna dibagi dengan jumlah dari keseluruhan nilai warna9.
				(1)

Ukuran intensitas warna dapat dikombinasikan untuk membentuk fitur warna yang kurang sensitive guna perubahan pencahayaan, dan dapat digunakan untuk identifikasi. Nilai dari ekstraksi fitur selain fitur R, G, B, N, r, g, b, n. Salain itu terdapat juga fitur ExG, NDVI, ExR, dan ExGN. Excess green (ExG) didapatkan dari usulan Meyer dan Neto, melalui persamaan (2) 10. Fitur Normalized Difference Vegetation Index (NDVI) didapatkan dari usulan Rouse, melalui persamaan (3) 11. Fitur excess red (ExR) didapatkan dari usulan Meyer dan Neto, melalui persamaan (4) 10. Fitur modifikasi excess green menggunakan near infrared (ExGN) didapatkan dari usulan Laursen, melalui persamaan (5) 9.  
				(2)
					(3)
					(4)
				(5)
Aplikasi Annotasi
Untuk keperluan validasi sistem, dibutuhkan data truth yang merupakan daerah membran yang ditentukan lokasinya oleh dokter spesialis patologi anatomi. Aplikasi berbasis android telah dibangun untuk keperluan anotasi ini12, antar muka sistem dapat dilihat pada Gambar 3.
	

	Gambar 3. Tahapan proses anotasi, (1) tampilan awal App, (2) menampilkan citra yang hendak dianotasi, (3) pengguna dapat menandai lokasi (dilengkapi fasilitas zooming), (4) sistem melakukan interpolasi untuk melengkapi kurva tertutup, (5) kurva disimpan, (6) Objek yang dianotasi (zooming out).


 
Dari proses akuisisi data hingga pembentukan vektor ekstraksi warna akan diperoleh data masukan yang dapat digunakan oleh purwarupa sistem untuk melakukan proses segmentasi. Hasil segmentasi terlihat pada Gambar 4.b menunjukkan bahwa sebagian besar membran dari citra uji pada Gambar 4.a berhasil dikenali oleh purwarupa yang diusulkan. Namun, hasil ini perlu divalidasi melalui perbandingan hasil anotasi membran oleh dokter spesialis patologi anatomi. 
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	Gambar 4. Hasil segmentasi (a) Citra Uji, (b) Daerah putih menunjukkan hasil segmentasi membran positif HER2


Arah Penelitian Selanjutnya
Modul di atas akan diintegrasikan sebagai proses yang berurutan. Model sistem cerdas untuk penentuan skor memerlukan masukan berupa vektor ekstraksi warna. Klasifier yang digunakan adalah Naive Bayes. Saat ini sedang dalam proses pengumpulan truth yang sangat diperlukan untuk validasi sistem. 
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