Webb-baserad virtuell

mikroskopi
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Genom att digitalisera hela mikroskoppreparat och utveckla teknik
for att kunna se alla delar av ett sadant preparat med valfri forstoring
pa en datorskdrm kan man genomfora ett flertal nya funktioner inom
klinisk laboratorieverksamhet, kvalitetskontroll och forskning. Virtu-
ell mikroskopi innebdr ett stort steg framdt for undervisningen inom
patologi, hematologi och cytologi, ddr t.ex. omfattande samlingar av
virtuella cell- och vivnadsprover kan goras tillgidngliga pd webben.
Var forskargrupp har nyligen fardigstdllt en atlas over brostkortelns
histopatologi bestdende av mer dn 150 hela histologiska preparat; vi

presenterar hdr den teknik som anvdnts.

VAD AR VIRTUELL MIKROSKOPI?

Traditionellt fotograferade mikroskopbilder
som ingdr i tryckta ldrobocker eller i diabild-
serier representerar endast sm& och péa for-
hand utvalda omraden av exempelvis cell- och
vavnadsprover. Virtuell mikroskopi innebér
att mikroskoppreparat digitaliseras i sin hel-
het med en detaljupplosning som motsvarar
det starkast forstorande objektivet i ett ljus-
mikroskop, och de “virtuella” preparaten kan
dérefter ses pa en datorskdarm. For att detta
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skall motsvara verklig mikroskopering bor
man kunna fritt zooma och navigera i prepa-
raten. Den enorma méngd bildinformation
som krévs for ett virtuellt preparat har hittills
forsvarat utvecklingen av funktionerande sys-
tem for virtuell mikroskopi, det &r t.ex. det
inte praktiskt majligt att distribuera bilderna
med flyttbara medier (cd, dvd). Den for nar-
varande enda realistiska 16sningen é&r att lag-
ra de virtuella preparaten pé en bildserver och
gora dem tillgdngliga via ett datanétverk. Det-
ta utgor dock en stor teknisk utmaning, och
ytterst fa tillampningar av virtuell mikrosko-
pi har hittills beskrivits.

Inom var forskningsgrupp framkastades
idén om att flyg- och satellitbildsindustrin an-
tagligen i stor utstrackning brottas med just
dessa problem. Liksom digitalisering av mik-
roskoppreparat sker genom att man systema-
tiskt fotograferar och sammanfogar ett stort
antal digitala bilder, produceras dven bilder
av storre geografiska omraden genom sam-
manfogning av flyg- eller satellitfotografier
tagna med stor forstoring. Analogt med mik-
roskopin behover man likasa kunna navigera
i dessa stora digitala montage och zooma in
pa intressanta omraden. Det finns dock ing-
en motsvarighet till mikroskopet d& det gél-
ler verktyg for att overblicka ett digitalt flyg-
bildsmontage av ett geografiskt omréde. Dér-
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Figur 1. Ett mikroskoppreparat digitaliseras genom
att ett datorstyrt mikroskop systematiskt fotogra-
ferar ett stort antal enskilda bilder (1). Vart eget
datorprogram “limmar” darefter ihop de enskilda
bilderna till en enda storbild samtidigt som bild-
kvaliteten kan forbéttras digitalt (skérpa, fargtem-
peratur, kontrast) (2). I fogarna anvénds 6verlapp-
ningsteknik. Den fardiga storbilden (3) bestar i det
hér fallet av 12 x 12 = 144 bilder a 16 MB = 2,15
GB. Bilden komprimeras darefter till ca 100 MB
(1:20) utan visuell kvalitetsforlust. Den kompri-
merade bilden flyttas till var internetserver och kan
dar ses med valfri forstoring.

for har utvecklingen inom denna sektor varit
snabb, och man har t.o.m. tagit fram system
for att over internet zooma och navigera i bil-
der med en storlek pa upptill flera terabyte.

Genom att modifiera programvara som ut-
vecklats inom satellit- och flygbildsindustrin
och genom att samtidigt utveckla ett system
for att automatiskt digitalisera storre serier
av mikroskoppreparat, har vi skapat en ny
plattform for virtuell mikroskopi. I denna
artikel beskriver vi kort de tekniska 16sning-
arna och lyfter fram de viktigaste anvéind-
ningsomradena.

DIGITALISERING AV MIKROSKOPPREPARAT

Digitalisering av mikroskopglas sker med
hjélp av ett datorstyrt motoriserat mikroskop

utrustat med en digital kamera. Vid digitali-
seringen styrs robotmikroskopet over ytan
som skall digitaliseras och ett stort antal min-
dre bilder (ca 1 200 bilder / cm?) fotograferas
efter autofokusering (Figur 1). Bilderna sam-
manfogas darefter digitalt s& att en enda stor
bildfil skapas. I motsats till den ndrmast obe-
gransade storleken pé ett montage av flyg-
eller satellitbilder begrénsas storleken pa ett
virtuellt mikroskoppreparat dels av glasets
kanter, dels av ljusets vaglangd.

Ljusets vagldngd begréansar den spatiala
upplosningen i ett ljusmikroskop till ca 0,2
um. For att fanga upp all denna bildinforma-
tion krdvs enligt Nyqvist-Shannons teorem
ungefdr den dubbla digitaliseringsresolutio-
nen (0,10 um) [1, 2]. Ett mikroskopglas av
standardstorlek (10 cm?) med denna resolu-
tion ger en bildstorlek pa 250 gigabyte, mot-
svarande ca 300 fullskrivna cd-skivor, eller
ca 15 000 disketter. Utskriven skulle en sa-
dan bild uppta en yta pa ca 25 x 40 meter. Att
digitalisera med maximal resolution &r dock
oerhort resurskréavande, och kompromisser
mellan detaljupplosning och 6verkomlig da-
tamédngd maéste goras. I praktiken har det vi-
sat sig att en nagot ldgre resolution ger till-
fredsstdllande resultat men med exponenti-
ellt minskande filstorlek. Trots att den yta
som skall digitaliseras i ett preparat dessut-
om oftast kan avgréinsas betydligt, 4r data-
méngden redan i ett litet virtuellt preparat
overvildigande, vilket illustreras av jamfo-
relsen i (Tabell I; Figur 2). Den respons vi
fatt av patologer visar att en digitaliserings-
uppldsning pa ca 0,25 um (40x, NA 1,3) &r
ett minimikrav for histopatologiska prepa-
rat. Detta betyder att ca 4 gigabyte data be-
hovs per cm?. For hematologiska och cytolo-
giska preparat kridvs ndgot hogre upplosning.
Beroende pa preparatet (detaljrikedom, tom-
ma omréden, fargvariationer) kan mikroskop-
bilder komprimeras i medeltal 1:25 utan vi-
suell kvalitetsforlust. En bild av storleken 10
gigabyte kan saledes arkiveras som en 400
megabyte datorfil.

Digitaliseringsresolutionen avgdr hur myck-
et detaljer som kan ses i de virtuella prepara-
ten pé stor forstoring. En hog digitaliserings-
resolution dr dock inte automatiskt detsam-
ma som hog bildkvalitet. Den subjektiva upp-
levelsen av bildkvalitet paverkas av instéll-
ningar for bl.a. vitbalans, fargtemperatur,
skédrpa, kontrast, fokusering och bildkom-
pression.
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Figur 2. Analogi mellan satellit- och mikroskop-
bilder. Uppe till vianster New York med omnejd
(20.000 km?2), till hoger ett papillart adenom (2
cm?2). Samma méingd bilddata (10 GB), men reso-
lutionen (pixelstorleken) i mikroskopbilden dr 10
miljoner ganger hogre (3 m vs 0,3 um). Nere till
vanster en forstoring av Liberty Island (500 x 300
m) med frihetsgudinnans stjarnformade sockel, till
hoger ett till dataméngd motsvarande stort omra-
de i mikroskopbilden (50 x 30 um) med ett litet
blodkarl dér erytrocyter syns.

Tabell 1. Samma avbildningsteknik - olika anvdndningsomraden (se figur 2)

Flygbildsmosaik Virtuellt mikroskop-preparat
Bild New York omradet Papillart adenom
Bildstorlek 10 GB 10 GB
Area 20000 km? 2 cm?
Pixel storlek 3m 0,3 um

5 x 5 pixlar Bethesda fountain
50 x 50 pixlar Liberty Island

Gréns for yta att fotografera  Ingen (jordklotet?)
Upplosningsgrans

En cellkdrna
Tvérsnittet av en arteriol
Objektglaset

I praktiken obegransad  Begrédnsad av ljusets vaglangd

VIRTUELL MIKROSKOPERING

Genom att modifiera programvara utvecklad
for satellit- och flygfotografering har vi kon-
struerat ett system som majliggor virtuell mik-
roskopering Gver internet med en stan-
dardwebbldsare och en helt vanlig dator
(~300 MHz processor nodvandig). Snabbhe-
ten baserar sig pa en avancerad interaktion
mellan bildservern och anvidndarens webbla-
sare, ddr inte hela bilden utan endast det ak-
tuella omradet som syns pa bildskdrmen 6ver-
fors i komprimerad form. Ytterligare krévs att
en kontinuerlig 6verforing av data inte laser
mikroskoperingen medan bilddata laddas.
Detta gor att man fritt kan zooma och navi-
gera i ett preparat medan bilden uppdateras
pa skdrmen. Granssnittet dr utformat i enlig-
het med 6nskemal frén patologer, med for-

handsinstédllda zoomnivaer som motsvarar
mikroskopets olika objektiv, och en tangent-
navigering som motsvarar styrningen av ob-
jektbordet. Funktioner som dr unika for vir-
tuell mikroskopi dr en helt steglos zoomning,
musnavigering och en oversiktsbild som vi-
sar var i preparatet man befinner sig (Figur
3).

Var forskningsgrupp uppratthéller en inter-
netserver for virtuell mikroskopi som dr kopp-
lad till Helsingfors universitets nétverk, som i
sin tur &r en del av det nordiska universitets-
nétverket (NORDUNET). En snabb heman-
slutning (ADSL) till internet récker i princip
till f6r en fungerande virtuell mikroskopering,
och med en fast forbindelse (2 Mbit och upp-
at) loper mikroskoperandet mycket smidigt.
Pa vér bildserver finns en funktion for att méta
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Figur 3. Bildskdrmsavbildning av anvindargrénssnittet for virtuell
mikroskopi. Uppe till hdger ser anvdndaren en 6versiktsbild av hela
preparatet, och en ruta markerar den del av preparatet som forsto-
rats.

datadverforingshastigheten. En tillrackligt
snabb forbindelse har uppmatts av anvénda-
re runt om i Europa och fran Nordamerika.

ANVANDNINGSOMRADEN

Det hoga kravet pa bildkvalitet medfor att vi
med vart nuvarande system kan digitalisera
endast ett begrdnsat antal preparat per dygn.
Systemet &r siledes &n sa lange inte lampat
for digitalisering av mikroskoppreparat for
kliniskt rutinbruk. De storsta fordelarna med
virtuell mikroskopi finns inte heller inom ru-
tinpatologin. Daremot erbjuder virtuell mik-
roskopi helt nya mojligheter inom undervis-
ning och forskning. Delvis helt nya funktio-
ner har blivit mdjliga att forverkliga, sdsom
omfattande kvalitetsgranskning och standar-
disering, samt arrangemang av storre prepa-
ratseminarier.

GRUNDUTBILDNINGEN I MEDICIN OCH
CELLBIOLOGI

Digitalisering av preparatserier som traditio-
nellt anvénts inom grundutbildningen i pato-
logi, hematologi och cytologi ger stora peda-
gogiska fordelar. Preparaten kan forses med
informativa annoteringar som pekar ut de vik-
tiga fyndena i preparaten. Undervisningen &r

inte beroende av specialutrymmen med mik-
roskoputrustning. Lararen kan styra mikro-
skopbilden pa elevernas monitorer och peka
ut och forklara aktuella omradden och fynd.
Tentamina kan goras mer pedagogiska, t.ex.
kan eleverna ge sina svar med hjélp av anno-
teringar som lararen latt kan kommentera.

SPECIALISTUTBILDNINGEN I PATOLOGI,
CYTOLOGI OCH HEMATOLOGI

Storre serier av virtuella preparat som orga-
niserats enligt aktuella klassifikationssystem
och som &r tillgidngliga pa internet kan fung-
era som komplement till klassiska textbock-
er. Multipla exempelfall av dven rariteter kan
inkluderas i dessa “bildatlasar”, och textsek-
tioner kan forses med snabblédnkar till andra
informationssystem, t.ex. PubMed. Interakti-
va pedagogiska funktioner, sdsom gradering av
tumorer dar anvdndaren omedelbart kan jam-
fora sina resultat med graderingar gjorda av
experter pa omradet, &r likasd mojliga tillamp-
ningar. Specialistlidkarforeningarnas aterkom-
mande nationella och internationella prepa-
ratseminarier kan latt genomféras med hjalp
av virtuell mikroskopi. Dar har problemet pa
samma sitt som vid kvalitetskontroll varit dist-
ribution av preparaten for forhandsgranskning.

Vi har arrangerat ett flertal preparatsemin-
arier i samarbete med bl.a. IAP Finland (In-
ternational Academy of Pathology, http://
www.webmicroscope.net/seminars) och sam-
manstéllt en forsta omfattande bildatlas som
tédcker brostkortelns histopatologi, med dver
150 virtuella preparat. Atlasen som dr orga-
niserad enligt WHOs senaste klassifikation [3]
finns allmént tillgédnglig pd var internetserver
(http://www.webmicroscope.net/breastatlas).

FORSKNING

I vetenskapliga artiklar illustreras fynden ofta
med fotografier vilka av tryckningstekniska
skl ofta &r av otillracklig kvalitet (sma, svart-
vita). Genom att bifoga virtuella mikroskop-
preparat som webbldnkar kan forfattaren av
t.ex. en fallstudie lata ldsaren se de aktuella
preparaten i sin helhet (ex: http://
www.webmicroscope.net/supplements). Vid
beskrivning av immunhistokemiska fargning-
ar kan tolkningskriterier och ménster illus-
treras fullstdndigt. Kraven péa en storre 6ppen-
het och insyn vid publiceringen av forsknings-
resultat har blivit allt tydligare. Med webb-
baserad virtuell mikroskopi kan bade mikro-
skopglas och deras tolkning goras tillgéngli-
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ga for andra forskare. Extremexemplet &r stu-
dier baserade pa vdavnadsmikromatriser (tu-
mor microarray, TMA), ddr t.o.m. hela stu-
diematerialet kan ldggas ut f6r 6ppen evalue-
ring. Virtuell mikroskopi erbjuder ytterligare
fordelar i form av mdjlighet till automatisk
resultatanalys, forenklade histomorfometris-
ka métningar samt analys av multipla under-
sokare oberoende av tid och plats.

KLINISK LABORATORIEVERKSAMHET

Fore klinisk-patologiska mdéten dér pro-
blemfall tas upp, cirkulerar preparatglasen
som skall behandlas bland deltagande ldkare
sd att alla far en chans att bekanta sig med
fallen pa férhand. Motena fungerar bdde som
konsultations- och undervisningstillfallen.
Med hjélp av virtuell mikroskopi forenklas
denna process, ldkarna far langre tid pa sig
att undersoka fallen, och ldkare fran perifera
enheter i sjukvardsdistrikten kan delta. Intres-
santa omraden kan mérkas ut pa férhand (an-
noteringar), och dven ldkare som inte deltar i
sjdlva motet kan komma med sina synpunk-
ter. De digitaliserade glasen kan arkiveras till-
sammans med motesprotkoll for att framo-
ver fungera som undervisningsmaterial. Med
webb-baserad virtuell mikroskopi kan kon-
sultation sjukhus emellan goras snabbt och
bekvédmt, oberoende av geografiska avstand.

KVALITETSKONTROLL

Kvalitetskontroll inom patologi, hematologi
och cytologi kréaver serier med s gott som
identiska preparat, vilket for vissa typer av
preparat och diagnoser t.o.m. dr omgijligt att
astadkomma. Cirkulering av preparat mellan
laboratorier har upplevts som besvarligt. Man
har i praktiken varit tvungen att begrénsa sig
till fall dér en storre serie preparat som sa langt
som moijligt motsvarar varandra kan produ-
ceras och ddrefter postas till deltagande la-
boratorium. Trots att en serie glas kan vara
snittade frdn samma tumor kan variationen
snitten emellan bli stor om snitten dr manga.
Med virtuell mikroskopi for kvalitetskontroll
ser alla deltagare exakt samma snitt, och alla
typer av preparat kan anvdndas. Kvalitet-
skontrollen kan géras mer omfattande, t.ex.
pa nationell eller internationell niva. Ett fort-
lopande samarbetsprojekt dédr vért system
anvinds &r kvalitetsgranskning inom ERSPC-
studien (European Randomized Study of
Screening for Prostate Cancer) (http://
www.webmicroscope.net/QA) [4].

FRAMTIDSPERSPEKTIV

Responsen fran patologer har varit Gvervégan-
de positiv och visar att virtuell mikroskopi skall
uppfattas som ett nyttigt komplement till verk-
lig mikroskopering. Bildskdrmar och digitala
bilder kommer inte att ersétta traditionella
mikroskop pa samma sétt som rontgenavdel-
ningar har digitaliserats. Skarpa digitala skar-
mar har dock pa en kort tid trangt undan tra-
ditionella bildrérsmonitorer och kommer inom
en inte alltfor avldgsen framtid att uppna en
ndrapé fotografisk bildkvalitet. Detta tillsam-
mans med kontinuerligt stigande 6verforings-
hastigheter pa internet betyder att troskeln for
att anvédnda virtuell mikroskopi for allt fler
praktiskt nyttiga funktioner blir lagre. Sett ur
ett ndgot annorlunda perspektiv kommer de
ritt laga tekniska kraven pa anvidndarens ut-
rustning — en helt vanlig dator och en lite snab-
bare internetkontakt - att géra den fascine-
rande mikroskopiska vérlden tillgénglig f6r en
mycket bredare krets &n i dag.
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