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- Actividad: 29.000 biopsias y 16.000 citologias



¢Como surgio la idea?

Andrés Torrubia. Ingeniero de Telecomunicaciones, experto en |A

Aurelia Bustos. Oncologa Médica e Ingeniera Informatica,
con doctorado en IA y aprendizaje profundo




¢Qué podiamos aportar nosotros?

- Artemio Paya y Cristina Alenda. Patdlogos con experiencia en investigacion en cancer colorrectal

- Series EPICOLON |y EPICOLON IlI: dos proyectos multicéntricos con 2000 pacientes con cancer
colorrectal (CCR) de 25 hospitales

- Un escaner




¢Qué hipatesis nos planteamos?

A partir de imagenes digitalizadas de carcinoma
colorrectal tehidas con H&E se puede predecir el
perfil molecular de los tumores

Nos animamos a pedir un proyecto en |la
convocatoria Desarrollo Tecnolégico en Salud
(DTS) del ISCII gue nos concedieron:

DTS2019/0178: Prediccion prondstica y de perfil
molecular de carcinomas colorrectales mediante
tecnologia de inteligencia artificial a partir de
imagenes tumorales digitalizadas. 66.000€
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INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Cristina Alenda Gonzalez |

MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE DESARROLLO TECNOLOGICO EN SALUD
SECCION OBJETIVOS

(Ajustese al espacio disponible)

Las técnicas de Inteligencia Artificial (IA), basadas en aprendizaje profundo, estin consiguiendo resultados
prometedores en el campo biomédico. En algunas especialidades como Dermatologia, Radiologia y Anatomia
Patologica, donde la imagen es el centro del diagnostico, se estan desarrollando modelos de prediccidn y de
reconocimiento de patrones, a veces con mayor precisién que especialistas cualificados. En el campo de la Patologia
Computacional, la riqueza de las imagenes microscopicas ofrece infinidad de atributos, imperceptibles por el ojo
humano, que pueden ser explotadas con técnicas de IA.

Las hipotesis que planteamos para este trabajo son dos:

- A partir de imagenes digitalizadas de CCR tefiidas con H&E se puede predecir el perfil molecular de los tumores, es
decir, las mutaciones asociadas y que definen a cada tipo tumoral.

- A partir de imagenes digitalizadas de CCR tefiidas con H&E se puede predecir la supervivencia de los pacientes.

Objetivos principales:
1. Desarrollar un modelo de prediccion basado en Inteligencia Artificial a partir de imagenes microscdpicas
digitalizadas de carcinoma colorrectal (serie EPICOLON |, 1200 pacientes).

1.1. Predecir el perfil molecular del tumor (KRAS, NRAS, BRAF, metilacidon MLH1, metilacion CIMP, IMS,
alteraciones proteinas reparadoras, mutacion germinal genes reparadores).

1.2. Predecir la supervivencia (global y libre de enfermedad) de los pacientes con CCR.
2. Validar el modelo en una segunda serie de CCR (EPICOLON 1l, 800 pacientes).

Objetivo secundario:
Determinar la explicabilidad del modelo, es decir, tratar de identificar qué parametros morfoldgicos ha utilizado el
modelo para establecer la prediccidn.




Objetivos del proyecto

Predecir el estado de inestabilidad de
microsatélites (IMS) a partir de imagenes
microscopicas digitalizadas.
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MEMORIA DE SOLICITUD PROYECTO DE DESARROLLO TECNOLOGICO EN SALUD
SECCION OBJETIVOS
(Ajustese al espacio disponible)

Las técnicas de Inteligencia Artificial (IA), basadas en aprendizaje profundo, estin consiguiendo resultados
prometedores en el campo biomédico. En algunas especialidades como Dermatologia, Radiologia y Anatomia
Patologica, donde la imagen es el centro del diagnostico, se estan desarrollando modelos de prediccidn y de
reconocimiento de patrones, a veces con mayor precisién que especialistas cualificados. En el campo de la Patologia
Computacional, la riqueza de las imagenes microscopicas ofrece infinidad de atributos, imperceptibles por el ojo
humano, que pueden ser explotadas con técnicas de IA.

Las hipotesis que planteamos para este trabajo son dos:

- A partir de imagenes digitalizadas de CCR tefiidas con H&E se puede predecir el perfil molecular de los tumores, es
decir, las mutaciones asociadas y que definen a cada tipo tumoral.

- A partir de imagenes digitalizadas de CCR tefiidas con H&E se puede predecir la supervivencia de los pacientes.

Objetivos principales:
1. Desarrollar un modelo de prediccidn basado en Inteligencia Artificial a partir de imégenes microscépicas
digitalizadas de carcinoma colorrectal (serie EPICOLON |, 1200 pacientes).

1.1. Predecir el perfil molecular del tumor (KRAS, NRAS, BRAF, metilacidon MLH1, metilacion CIMP, IMS,
alteraciones proteinas reparadoras, mutacion germinal genes reparadores).

1.2. Predecir la supervivencia (global y libre de enfermedad) de los pacientes con CCR.
2. Validar el modelo en una segunda serie de CCR (EPICOLON 1l, 800 pacientes).

Objetivo secundario:
Determinar la explicabilidad del modelo, es decir, tratar de identificar qué parametros morfoldgicos ha utilizado el
modelo para establecer la prediccidn.




Desarrollo del proyecto. SERIE DE CASOS

I ORICINAL CONTRIBUTION

Accuracy of Revised Bethesda Guidelines,
Microsatellite Instability, and
Immunohistochemistry for the Identification
of Patients With Hereditary

Nonpolyposis Colorectal Cancer

Virginia Piiol, MD
Antoni Castells, MD
Montserrat Andreu, MD

Context The selection of individuals for hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC) genetic testing is thl]lcngmg Recently, the National Cancer Institute out-
lined a new set of rec the revised Bethesd: dels for the identi-

Sergi Castellvi-Bel, PhD

Cristina Alenda, MD

Xavier Llor, MD

Rosa M. Xicola, PhD

Francisco Rodriguez-Moranta, MD
Artemio Paya, MD

fication of individuals with HNPCC who should be tested for microsatellite instability
Objective To establish the most effective and efficient strategy for the detection of
MSH2/MLHT gene camiers.

D: Setting, and Patients A e, d
EPICOLON study) in 20 hospitals in the general communtty in Spam of 1222 patients
wnth n(wly diagnosed colorectal cancer between November 1, 2000, and October 31,

Rodrigo Jover, MD
Xavier Bessa, MD

! bility testing and MSH2/MLH1 immunostaining
in all patients regardless of age, personal or family history, and tumor characteristics.
Patients whose tumors exhibited microsatellite instability and/or lack of protein ex-

for the Gastrointestinal Oncology
Group of the Spanish
Gastroenterological Association

EREDITARY NONPOLYPOSIS CO-
H lorectal cancer (HNPCC),
also named Lynch syn-
drome, is an autosomal

dominant disorder that accounts for ap-
proximately 1% to 3% of all colorectal
cancers.'? HNPCC is caused by germ-
line mutations in DNA mismatch re-
pair genes, mainly MSH2 and MLHI.?
Defects on this pathway lead to changes
in the length of nuclcotide repeat se-
quences of tumor DNA, termed mic-
rosatellite instability

Although a great advance in the un-
derstanding of the molecular basis of
HNPCC has taken place in the last de-
cade, optimal selection of individuals
for HNPCC genetic testing remains con-
troversial * In 1901, the International

pression und it MSH2/MLH1 germiine testing.

Main Outcome Measures Effectiveness and efficiency of both microsatellite in-
stability testing and immunostaining, either directly or previous selection of patients
according to the revised Bethesda guidelines, were evaluated with respect to the pres-
ence of MSH2/MLH1 germline mutations

Results Two hundred eighty-seven patients (23.5%) fulfilled the revised Bethesda guide-
lines. Ninety-one patients (7.4%) had a mismatch repair deficiency, with tumors exhib-
iting either microsatellite instability (n=83) or loss of protein expression (n=81). Germ-
line testing identified 11 mutations (0. 9%) in e'thuMSHZ (7 cases) or MLH1 (4 cm)
genes. Strategies based on either y testing or

vious selection of patients according to the revised Bdhesda guidelines were the M
effective (sensitivity, 81.8% and 81.8%; spedficity, 98.0% and 98 2%; positive predic-
tive value, 27 3% and 29.0%. respectively) toidentify MSH2/MLH1 gene carners. Logis-
tic analysss d the revised Beth delines as the most discriminat-
|ngsc1ddnxdmnm(oddsmbo 33 3; 95% confidence interval, 4 3-250; P=_ 001).
Conclusion The revised Bethesda guidelines constitute a useful approach to identify
patients at risk for HNPCC. In patients fulfilling these criteria, both microsatelite insta-
bility testing and immunostaining are equivalent and highly effective strategies to further
select those patients who should be tested for MSH2/MLH1 germiine mutations.
JAMA. 2005:293:1986-1954 www jarma com

Author Department of G [ . Aicante; and Depart-
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See also pp 1979 and 2028.

and Besza; Departmentts of Pathology (Drs Alendaand  ment of Gastroenterology, Hospital Clirke, Villarroel
Payt) and G gy (Dr Jover), Hospital 170, 08036 Barcriona, Spain (castels@dinic 1 &)

1986 JAMA, Apnl 27, 2005—Val 203, No. 16 (Reprnted)

©2005 American Medical Association. All rights reserved.

ica La Fe de Valencia User on 1017/2022

From: hitps:/j com/ by 2 Hospital Un

Proyectos EPICOLON | y EPICOLON Il

- Proyectos multicéntricos (25 hospitales) de poblacién no
seleccionada con CCR: 1200 y 800 pacientes (2.000
pacientes)

- Objetivo: determinar la prevalencia de sindrome de Lynch
en Espana y la susceptibilidad genética

- Principales resultados: Sd Lynch 2%, MMR 7,4%

CCR HGU Alicante
- 283 pacientes

57 TMAs
2 punch 1 mm por caso




Desarrollo del proyecto: DIGITALIZACION
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Imagenes en formato TIF 40x, resolucidon 0.25 microns per pixel (MPP).




Desarrollo del proyecto: ANALISIS DE IMAGENES (QuPATH)
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Desarrollo del proyecto. FILTRADO DE CASOS

Screened patients Screened patients
EPICOLON I &I HGUA
(n = 1705) (n =283)

Excluded (n = 159)
- No tumor on spots (n = 156)
- Poor image guality (n = 3)

Excluded (n = 40)
- No tumor on spots (n = 0)
- Poor image quality (n = 40)

» Undecided MSI status ’ Undecided M3I status

n=1) {n=0)
Patients in final Patients in final
anaa:.rsm analysis
{n = 1545) If" -243J
MSI-H {n=105) MSS ( n = 1440) MSI-H (n = 65) MSS({n=17TT

MSI-H(n=171) MSS(n=1617)




Desarrollo del proyecto: DEEP LEARNING ARCHITECTURE

0 Bias Prediction (BE) m

L onn
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Feature p >
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La arquitectura de aprendizaje profundo (Deep Learning, DL) consistia en un sistema de extremo a extremo
(END-TO-END) que vinculaba tres tipos de moédulos:

- Un clasificador de tejidos

- Un sistema de identificaciéon y ablacion de sesgos

- El clasificador del estado IMS



Desarrollo del proyecto: MODULO PRE-PROCESADO DE IMAGEN

Se implanté un mdédulo de pre-procesado de imagen mediante el cual, de cada spot del TMA, se extrajeron
imagenes de 224 x 224 pixels correspondientes a regiones adyacentes a diferentes aumentos




Desarrollo del proyecto: MODULO PRE-PROCESADO DE IMAGEN

Se filtraron los spots sin tejido viable o no aptos para diagndstico y finalmente se generaron 100.000 imagenes no

superpuestas que se etiquetaron con 9 tipos de tejido:

- Tejido adiposo (ADI)

- Fondo sin tejido (BACK)

- Debrids (DEB)

- Linfocitos (LYM)

- Moco (MUC)

- Musculo (MUS)

- Mucosa normal (NORM)
- Estroma (STR)

- Adenocarcinoma (TUM)

Turrrsl rpyhw e » Ly o e w1 wabes LR L

Nosotros etiqguetamos algunas imagenes para clasificar los tipos de tejidos, pero el modelo se entreno con bancos de
imagenes publicos. Después del entrenamiento, comprobamos que el mdédulo habia etiquetado bien los tipos de

tejidos en algunas imagenes.



Desarrollo del proyecto: MODULO PRE-PROCESADO DE IMAGEN

(c) (d)

AUC 0,98



Desarrollo del proyecto: IDENTIFICADOR Y ABLACION DE SESGOS

Screened patients Screened patients
EPICOLON I & HGUA
(n = 1705) (n=283)

Exciuded (n = 159)
| - Notumor on spots (n = 156)
- Poor image quality (n=13)

Excluded (n = 40)
- No tumar on spots (n = 0)

- Poor image guality (n = 40)
.

h J

(n=0)

(n=1)

P
Undecided MSI status } 5  Undecided MSI status }

Pafients in final
analysis

Pafients in final
analysis
{n = 1545)

N

__ 7

- El estudio de sesgos identificd un sesgo hospitalario.
- Lared explotaba las caracteristicas particulares de las imagenes del hospital enriquecido con casos IMS

para realizar un atajo en la prediccion
- Se implantd una técnica de aprendizaje profundo mediante un entrenamiento de dinamica adversaria

de separacion de factores de confusion (modelo de ablacion de sesgos)




Desarrollo del proyecto: ENTRENAMIENTO DEL MODELO

- Una vez resueltos los sesgos y demostrada la validez del modulo clasificador de tejido, éste se utilizo
para la preseleccion de las regiones de interés, enlazando con la entrada al modulo clasificador del

estado IMS

Entrenamiento del modelo: los datos se dividieron en 80/20 (entrenamiento/validacion)

- Validacidén cruzada por 5 veces garantizando que las imagenes de cada paciente sélo pertenecian al
grupo entrenamiento o validacion, pero no ambos

- Algoritmo de votacion mayoritaria para la decision del estado de IMS a nivel de paciente



Desarrollo del proyecto: ENTRENAMIENTO DEL MODELO

Metric Value 95% CI Definition
AUC 0.90 0.87-0.93
Accuracy * 88% 83.8-91.4% SxP+Ex(1-P)
g TP
Sensitivity (S) 87% 79.5-91.3% TPLFN
L TN
Specificity (E) 88.3% 86.5-89.9% TNLFP
Positive Predictive Value * 56.5% 52.6-60.4% v “f';*“_ -
. . E+(1-P)
Negative Predictive Value * 97.3% 96-98.2%

E«(1-P)+(1-8)=P




Resultados: EXPLICABILIDAD DEL MODELO (técnica SHAP)

014603861 o 88306156 00062367837 099376327
021412471 0.78587526 024886653 07511335
05995398 04004601 06924347 0.30756524
0531051 046894905 09071611 009283887
Preducted NSS Prodctied MSI-N Predcied WSS Prodcoed MSIH
BASTUNE MOODIL ' : BIAS ASLATEO MOOIL l

¢éEn qué se ha fijado el modelo
para realizar la prediccion?

Los valores y mapas de color
ayudan a interpretar
visualmente las caracteristicas
que influyen en las
predicciones.

En el caso de la IMS estas
caracteristicas se ubicaron
principalmente en el nacleo de
las células



Resultados iniciales

biomolecules ﬂd\bfy

Article

xDEEP-MSI: Explainable Bias-Rejecting Microsatellite
Instability Deep Learning System in Colorectal Cancer

Aurelia Bustos *, Artemio Paya 23 Andrés Torrubia !, Rodrigo Jover 23 Xavier Llor %, Xavier Bessa 5,
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Abstract The prediction of microsatellite instability (MSI) using deep kearning (DI
could have significant benefits, including reducing cost and increasing MSI testing of colorectal
cancer (CRC) patients. Nonetheless, batch effects or systematic biases are not well characterized
in digital histology models and lead to overoptimistic estimates of model performance. Methods
to not only palliate but to directly abrogate biases ane needed. We present a multiple bias rejecting
DL system based on adversarial netw orks for the prediction of MST in CRC from tissue microarrays
(TMAs), trained and validated in 1788 patients from EPICOLON and HGUA. The sy stem consists
of an end-to-end image preprocessing module that tile samples at multiple magnifications and a
tissue classification module linked to the bias-repcting MSI predictoe. We detected three biases
associated with the kamed mepresentations of a baseline model: the project of origin of samples, the
patient’s spot and the TMA glass where each spot was placed. The system was trained to directly
avoid keaming the batch e fects of those variables. The learned features from the bias-ablated model
achieved maximum discriminative power with respect to the task and minimal statistical mean
dependence with the biases. The impact of different magnifications, types of tissues and the model
performance at tile vs patient level is analyzed. The AUC at tile level, and including all theee selected
tissues (tumor e pithelium, mucin and lymphocy tic regions) and 4 magnifications, was 0.57 « 0.03
and increased to 0.9 £ 0.03 at patient kevel. To the best of our know ledge, thas is the first work that
incorporates a multiple bias ablation technique at the DL architecture in digital pathology, and the
first using TMAs for the MSI prediction task.

Keywords: digital pathology ; deep neural networks; bias ablation; adversarial networks; colorectal
carcinoma; microsate llite instability

1. Introduction

Approximately 3% of colorectal cancers (CRC) arise in the context of Lynch syndrome
(LS), where the patient has a germline mutation in a DNA mismatch repair (MMR) gene [1).
Historically, CRC patients were tested for LS if they were at high risk according to clinical
criteria, e.g, aged under 50 years or with a strong family history. Several clinicopatho-
logic criteria (e.g., Amsterdam criteria, revised Bethesda guidelines) were used to identify

Biomolecudes 2021, 11, 1786. https/ / doiong/ 103390/ biom11121786

https:/ /www.mdpi.com/ jourral/ biomolecules

Herramienta de screening de IMS mediante un modelo de
aprendizaje profundo explicable, que integra procesamiento
de imagenes, analisis de tejidos y una arquitectura novedosa
de ablacion de sesgos



Siguientes fases del proyecto

- No hemos incluido en el modelo datos clinico-patolégicos como edad, sexo, localizacion, etc. Esto dara
mas potencia al algoritmo, pero no hemos querido utilizarlo todavia

- Nos habria interesado mucho poder predecir los pacientes con sindrome de Lynch, pero no tenemos
un numero suficiente de casos para abordar este objetivo

- Ahora estamos trabajando en la prediccion de KRAS y BRAF



Nuevas lineas de investigacion

- Tumores cerebrales

- VHL

- Secuenciacion masiva
- Red federada

- Lenguaje natural
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