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Roviditések jegyzéke

2D/3D - kétdimenzids, haromdimenzids

3DH - 3DHistech Kft.

ACR - American College of Radiology

CAP - College of American Pathologists

CAV - chronic allograft vasculopathy

CCD - charge-coupled device

CMOS - complementary metal oxide semiconductor
DD - digitdlis mikroszképon sziiletett diagndzis
DICOM - Digital Imaging and Communications in Medicine
FDA - Food and Drug Administration

HE - hematoxilin eosin

HL7 - Healt Level-7

ISDN - Integrated Services Digital Network

LIS - laboratory information system

MDIS - Medical Diagnostic Imaging Support

MGH - Massachusetts General Hospital

MPF - multiphoton fluorescence imaging

MPT - Magyar Patologusok Tarsasdga

NA - numerikus apertura

NEMA - National Electrical Manufacturers Association
NI - neointima index

NVI - neointima volumen index

OCT - optical coherence tomography

OD - optikai mikroszkopon sziiletett diagndzis

PACS - Picture Archiving and Communication System
TDI - time delay and integration

TMA - tissue microarray

Minden a dolgozatban emlitett, kordbban Mirax, ma mdar Pannoramic néven futd

alkalmazasok a 3DHISTECH Kft. (Budapest, Magyarorszdg) termékei.
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1. Bevezetés

1.1. A mikroszkopra szerelt kameratol a teljes metszet szkennelésig

Digitdlis alloképek haszndlata a patoldgidban igen elterjedt, mivel konnyen
eldallithatéak, egyszertien tarolhat6ak, megoszthatéak masokkal. Az elsé telepatoldgiai
halézatokban ilyen all6képeket haszndltak diagndézis feldllitdsdra vagy konzulticié sordn
(statikus telepatologia)[1-6]. Ennek a mddszernek a hatrdnya (a minta minddssze néhdny
laitémezdje vizsgélatdnak lehetdsége —szubjektiv mintaszlekcid) egyértelmii volt és
diagnosztikai  tévedésekhez vezetett. Késobb udgynevezett hibrid rendszereket
alkalmaztak[6-11]. Olyan robotizalt, tdvolrdl irdnyithaté mikroszképot épitettek, ahol a
mikroszképra kamerdt illesztettek, aminek a képe valds idoben jelent meg a tdvoli
munkadllomdson dolgozé szakértd monitoran (dinamikus telepatoldgia). A mddszerrel
pontosabb diagnosztikai eredmények sziilettek, azonban azzal, hogy a kiildé dlloméson is
folyamatos asszisztencidra és az eszkoz felligyeletére volt sziikség, az igazi siker elmaradt.

Az elsd, tobbé-kevésbé mdr teljes metszet feldolgozasat lehetdvé tevo eszkozok a
kilencvenes évek kozepén jelentek meg. Ilyen volt, az egyébként még ma is a piacon levd
Meyer Instruments (Houston, Texas, USA) PathScan Enabler nevii eszkéze. Hasonlo
eszkozt fejlesztettek Burns és munkatarsai is az ottawai egyetemen[12]. Ezek a késziilékek
kis nagyitdson, de a teljes metszet digitalizalasit végezték, Iényegében egy nagy felvételt
készitve a mintardl, nagy felbontdsi kamerdval.Ez a mddszer bizonyos nagyitastlehetové

£

tesz, bar ez ,,iires nagyitds”, ami azt jelenti, hogy 1j informécié a képen nem jelenik meg
azutan, hogy a nagyitds elérte a felvételkor alkalmazott képfelbontasi értéket.

A ma haszndlatos szkennereknek (teljes metszet digitalizdlé berendezések) 3
generdcidja ismert. Az els0 generdcids szkennerek lényegében a korai motorizélt
mikroszképokhoz voltak hasonldak, azzal a kiilonbséggel, hogy a targylemez mozgatdsat
szamitégépes program vezérelte, tovabbd a mikroszkdpra szerelt kamera képek sorozatat
vette fel és allitotta Ossze egy digitdlis metszet képévé. A Bacus BLISS (Lombard, Illinois,
USA) rendszer vagy az Applied Imaging (Grand Rapids, Michigan, USA) rendszer j6
példa a fentire, de a magyar vonatkozdsi 3DHISTECH Kft. (Budapest, Magyarorszag)
alapjait megteremtd egyetemi munkacsoport is hasonld eszkozt épitett a kilencvenes évek
végén.

A masodik generacios szkennerek mdr szofisztikdltabb megoldasokat alkalmaztak.

Egyik legfontosabb vivméanyuk, hogy képesek metszetsorozatok automatikus
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szkennelésére, a metszetek adagoldsit a gé€p mechanikija maga végzi el. Fontos
tulajdonsaguk, hogy a targylemezen a minta felismerése is automatiziltta valt, igy a
szkennelési folyamatot nem lassitja iires teriiletekrdl vett fotok készitése, valamint nem
keletkezik felesleges adat sem. A minta fékuszsikjanak megtaldldsa tovabb finomodott, az
élethlibb, optikai mikroszképhoz jobban hasonlité kép eldallitdsira pedig kifejlesztettek
egy mechanizmust, amiben az egyes latdmezokrol készitett felvételek atfedésbe keriilnek
és igy a felvételek hatdra, megfeleld bedllitis mellett 1ényegében észrevehetetlen marad
(stiching). Tovabbi fontos eldrelépés volt, hogy megjelentek a fluorescens mintdk
szkennelését lehetdvé tevd megoldasok. Mindezen hardver fejlesztések mellett, a digitalis
metszetek kezelését lehetdvé tevd programok egyre tobb funkcidval birtak, a digitalis
metszetek nagy adatmennyiségét kezelni képes szerver alkalmazdsok sziilettek.A magyar

vonatkozdsd szkenner felépitésének vézlatit az 1. Abra mutatja be.

IAdagolé
egység

Kondenzor 3

i
Preview :' oy
kamera “ | -
. - I
= I

1. Abra-A Mirax Scan felépitése.

A targylemezt automata mechanikai elemek (adagolé egység, targylemeztarté keret és
boksz) el6szor az atnézeti képet készitd ,,preview” kamera elé, majd az optikai utba
(Id&mpahaz, kondenzor, objektiv) helyezik. Az optikai ut végén Kkiilonbozd digitélis

kamerdkat automatikus kameravaltok iranyitanak.

A harmadik generacios szkennerek 2011-ben jelentek meg. Ezeknél az eszkozoknél
a legfontosabb jellemzd a nagy kapacitds, a tobb szdz metszet gyors szkennelésének
lehetdsége, a képi mindség megtartdsa mellett, ami jellemzOk sziikségesek ahhoz, hogy a

technika sikerrel keriiljon bevezetésre rutin patolégiai munkafolyamatokba. A gyors
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szkennelés lehetové teszi tovabba, hogy egy mintat tobb fokuszsikban is rogzitsenek,

mintegy leképezve a mikroszkop mikrométer csavarja adta finom fokuszdlas funkcidjat.

1.2. A digitalis mikroszkop képalkotasa, minoségi kovetelmények,

standardok, informatikai hattér

1.2.1. Kamerarendszerek

A teljes metszet digitalizdlast lehetdvé tevo rendszerek tobbféle kamerat hasznalnak
az analdg-digitdlis jelatalakitdshoz. A megvilagitott mintdbdl érkezd fotonokat vagy CCD
kamera (,.charge-coupled device”/toltés-csatolt eszkéz) vagy CMOS kamera
(,,complementary metal oxide semiconductor’/komplementer fém-oxid félvezetd) gytjti
0ssze.Kiilonbség lehet akozott is, hogy a digitdlis kamerdban a szenzorok, amik érzékelik
azt az informdcidt, ami végiil a digitalis kép egyes pixeleiben jelenik meg, hogyan vannak
elrendezve. Ezalapjdn megkiilonboztetiink teriilet és vonal szkennereket. A teriilet
szkennerekben pixelek matrixa (pl. egy jé mindségii CCD kamerdban 1360 x 1024 pixel)
ad ki egy felfogott latoteret €s az egyes latdtereket késobb illesztik 0ssze egy nagy digitalis
képpé. Ilyen megolddst haszndlnak példdul a hazai 3DHISTECHeszkozok. A vonal
szkennerek, példaul a ScanScope (Aperio Technologies, Inc., Vista, CA) ezzel szemben a
szenzoraikat egy hosszud sorban (4096 pixel) rendezik el. Ezzel a technikdval a szkennerek
korai tipusaindl gyorsabb szkennelési sebességet értek el és a kiilondllo képek
Osszeillesztésével sem jelentkeztek megoldandé problémdk. Hatranya azonban ezeknek a
rendszereknek, hogy a foton érzékenységiik alacsony, ezért gyengébb képmindséget adnak
és alkalmatlanok a fluorescens mintak szkennelésére. A Nanozoomer (Hamamatsu Inc.,
Hamamatsu, Japan) rendszerek a fenti problémadkat ugy kiiszobolik ki, hogy tobb vonal
szenzort alkalmaznak egyszerre. A DMetrix Inc. (Tucson, Arizona) ,,array mikroszkoépja”
egy specidlis, tobb apré lencserendszerbdl Osszedlld teriilet szkenner[13]. A megoldas
nagyon gyors szkennelést tesz lehetdvé, azonban a piacon mégsem terjedtek el ezek az
eszkozok, mivel az optikai rendszer aprd lencséi nem biztosithattdk azt a képmindséget,

amit egy nagyobb objektiv adhat(2. Abra)[14].
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Vonal scannerek

C D

CCD-szenzor TDI-CCD-szenzor

1x4096 pixel >64x409§ pixel
ottiaac e

20)(!40)(! |
objektiv -

20x / 40x 80 elemes
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rendszer (B Nt

2. Abra. A metszet szkennerek (digitalizal6k) alaptipusai

A. Olyan szkenner sémdja, ahol az optikai itban hagyomdnyos objektiv és nagy felbontdsu
CCD-szenzorral miikodo, latéterek teljes leképezésére képes kamera taldlhatd. B. ,,Array
mikroszkép” sémdja. Az optikai utban kisebb lencsék matrixa foglal helyet, az anal6g-
digitalis dtalakitast CMOS-szenzor végzi. C. Egyszerli vonal szkenner sémdja. Az optikai
utban hagyomdanyos objektiv van, a CCD szenzor egy hosszi sor pixelben rogzit
egyidében képet. D. TDI (time delay and integration)-CCD szenzorral miikodd szkenner
sémdja. Az optikai utban hagyomdnyos objektiv van, az anal6g-digitdlis atalakitist tobb
CCD szenzor végzi egyszerre. (A roviditéseket lasd a szovegben.Krenacs et al. Digital
microscopy — the upcoming revolution in histopathology teaching, diagnostics, research

and quality assurance[14].)

1.2.2. A digitalis tartalom téarolésa, a rogzitett képek digitalis metszetté

rendezése

Az analdg jel digitdlis jellé alakitdsanak végeredménye tobb millidé pixelnyi adat
egy mdtrixban tdrolva. A legegyszerlibb megoldds (a kis kézikamerdk is igy mitkodnek) 2
dimenzids képek esetében a pixelek sorait kezelni egységként és gy is tdrolni Oket,
azonban a digitdlis patoldgiai képalkotdsban ennek szdmos hdtrdnya van.A patoldgiai
munka sordn nem sorokat, hanem teriileteket elemziink. Ahhoz, hogy egy teriiletet

megjelenitsiink a fenti rendszerben, a pixelsorok egészét kell egyszerre feldolgozni, az
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egyes pillanatban letoltott adat mennyiség nagyrésze felesleges és a megjelenitést
lassitja(3. Abra).

NENEEEEEEEEEEEEEEN S.Abra
AN
\Y \

Abban az esetben, ha a
pixelek pixel sorok digitdlis tartalmat pixelek

soraiként taroljuk, akkor egy

N vizsgdlni kivant

AN teriiletmegjelenitésekor
felesleges adatforgalmat
osszes letoltésre kerild

pixel sor generdlunk. (DICOM

vizsgalt teriilet

Supplement 145.)

Szofisztikédltabb mddja az adatok tiroldsdnak, ha a pixeleket nem sorokba, hanem
tile-okba, kisebb négyzetes elemekbe rendezziik. Ebben az esetben, természetesen a
vizsgalt 1atétér és az elemek nagysiaganak fiiggvényében, a fenti példdhoz képest kevesebb

adatot kell a szamitégép processzordnak egyszerre feldolgoznia (4. Abra).

| \} 4. Abra
:XQ : .
N A vizsgdlni kivant teriilet

f kép elemek . z 7z
m (tle-ok) tile-okba rendezésével keve-

sebb felesleges adatforgal-

mat generdlunk, gyorsitva a
navigaciot a  metszeten.

(DICOM Supplement 145.)

letltésre keriilé

vizsgalt teriilet kép elemek

A taglalt médszer sem adja meg azonban a gyors nagyitdsvéltas lehetoségét.
Amikor példdul kisebb nagyitasra valtunk, ardnyosan egyre tobb eredendden felvett

latSteret kell feldolgozni, ami nagyon lelassitand a megjelenitést(5. Abra).

5. Abra
Nagyitasvaltdas  tile-okba
rendezett képstruktira
mellett.

(DICOM Supplement 145.)

nagy nagyitas - kis nagyitas -
kevés letdltstt kép elem tobb letéltott kép elem
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A probléma megolddsdra alkalmazzdk az ugynevezett ,piramis elvet”(6.
Abra).Ennek a lényege az, hogy az eredendé ltéterek legnagyobb adattartalmi elemeibél
koztes, kisebb nagyitisnak megfelelé elemeket generdlnak. A legkisebb nagyitds vagy
atnézeti kép, lehet egy valddi, kiillon kamerdval rogzitett kép is, de lehet a koztes
nagyitdsokhoz hasonléan kalkuldlt is. A gyakorlatban a fenti séma jelentOsége ugy
érzékelhetd, hogy a digitdlis metszetet megjelenitdé programokban az elére definidlt
nagyitasok kozotti nézetvaltds gyorsabba vélik a folyamatos nagyitds-kicsinyités esetében

jelentkezd nézetvaltasnal.

atnézeti kép (alacsony felbontas) 6. Abra

A ,piramis elv”. (DICOM

kéztes nagyitas egy kép eleme Supplement 145 )

kdztes nagyitas
kalkulalt kép

vizsgalt teriilet
kalkulalt képe
kdztes nagyitason

_______________ eredeti nagyitas

sikja
/// (legnagyobb fel-

~ bontas)
/ eredends latotér
F—

1.2.3. Aképmindség — ,,low resolution, no revolution™?

Kevés ellentmonddsosabb téma van a digitdlis metszetek vonatkozdsdban, mint a
digitdlis mikroszkép €s az optikai mikroszkép képi mindségének kérdése, ezért a téma
részletes targyaldst érdemel. Az optikai mikroszkép adta képre hajlamosak vagyunk gy
gondolni, mint olyan analdg jelre, amiben szinte végtelen és folyamatos informacio van, a
digitalis képre pedig olyan jelre, ahol barmit is csindlunk, adatvesztéssel kell szdmolnunk.
Ez a gyakorlatban igy van, teoretikusan azonban nem igaz. Egy kép mindségének az
egyedi megitélése, legyen az akar anal6g, akar digitdlis, szamos szubjektiv és objektiv
tényezd Osszessége.

Optikai értelemben a felbontoképesség jelentése, az a legkisebb f szogtavolsig,

amelynél két pont képe még elkiilonithetd. Egy D atmérdjilencsévelh hullamhosszi

10
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fényben a két pontot akkor latjuk kiilon, ha f>1,22 * A /D. Tehat, a felbontds kisebb
hulldmhosszu fény, ill. nagyobb atmérdjii lencse alkalmazaséaval javithato.

Ha egyetlen targypontrél érkezd fénynyaldb utjaba egy rést helyeziink,a rés elobb
egy keskeny nyaldbot vag ki a fénybdl, majd a hulldm elébb kisebb, majd egyre nagyobb
mértékben behajlik abba a térbe is, ahol eredetileg drnyéknak kellene lenni. A Huygens-
Fresnel elv értelmében a rés minden pontjabdl a fény elemi gombhulldmai indulnak ki,
amelyek a hullamtérben interferdlnak egymdssal. Ha a fénynyaldbokat felfogjuk, egy
ernyOn és valahol sotét foltot kapunk, az azt jelenti, hogy az oda érkezd hullaimok
mindegyikéhez volt egy olyan hullam is, amely az adott hullamot kioltotta. Ahol fényesebb
teriiletet latunk, ott az érkezd hullaimok erdsitik egymast, illetve, ha bizonyos hulldimokra
kioltas 1€p is fel, mindig marad olyan, az adott irdnyba tarté hulldm, amelyikkel ellentétes
fazisban érkezd ("kiolt6") hulldim nem Iépett at a résen.Mivel az ernyd réssel szemkozti
pontjdba érkezd fénysugarak kozotti uthosszkiilonbség nulla, ebben a pontban biztosan
erdsitést tapasztalunk (nulladrendii erdsités). Az erdsitések €s kioltdsok mintdjat nevezziik
airy-korongnak vagy egyetlen tirgypont elhajldsi képének(7. Abra).A koriilsttink levé
vilagrdl alkotott (fizikai) képiink 1ényegében megszamlédlhatatlanul sok targypont elhajlasi
képeinek Osszessége. A Rayleigh-kritérium alapjdn két targypontot legfeljebb akkor
lathatunk egymadstdl kiilonallénak, ha olyan tdvolsdgban vannak egymadstél, hogy az elsd
pont elsérendii kioltasi helye és a masodik pont nulladrendi erdsitése maximum egybeesik.
A Dawes-kritérium ezzel szemben nem az erdsitési-kioltdsi pontok tdvolsidga, hanem a
korongok egymasra vetiild és kiilonallo teriileteinek intenzitaskiilonbsége alapjan hatarozza
meg a maximdlis felbontdst, nagyobb elméleti elérhetd felbontdst szdmolva, mint a
Rayleigh-kritérium.

Amikor a mikroszkopban a fény a vizsgalt mintan athalad, akkor a fénysugarakat a
minta elemei eltéritik(8. Abra).Minél kisebb egy elem, az eltérités anndl nagyobb lesz.
Ahhoz, hogy az eltéritett fénysugarakat a mikroszkép optikai utjdba tovébbitsuk, az
alkalmazott objektivnek nagyobb szégben kell képesnek lennie dsszegytijteni a fényt. Ez a
sz0g az objektivek esetében a numerikus apertura (NA) értékkel irhaté le. (A numerikus
apertira értékét megkapjuk, ha a szinuszat vessziik a beérkez6é fénysugar félkipszogének
(o) és ezt Osszeszorozzuk a lencse anyag, vagy kozeg (1égtér, immerzids folyadék, stb...)

torésmutatdjaval (n). Vakuumban a torésmutato értéke 1.)

11
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felbontasi hatarnal

kozelebb esd
felbontasi hatar képpontok
elkiildnitett ™~
képpontok -
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~ interferalg/
korongok =

az airy-korongok 3-dimenzios képe

7. Abra
Az airy-korongok képe és a felbontds 0Osszefiiggése. (MicroscopyU — Nikon,

http://www.microscopyu.com/)

A patoldgiai diagnosztikdban hasznalt mikroszképok esetében a lencserendszerek
Osszetettek, kondenzor, objektiv és okular egyiitt adja a végleges nagyitast. A kondenzor a
megvilagité eszkozbdl jovo fénysugarakat a minta sikjdban 6sszegyljti és az objektivhez
hasonl6an, szintén sajdt numerikus apertura értékkeljellemezhetd (9. Abra).

Fentiek figyelembevételével, modositva a mér leirt egyenletet, a mikroszkép
feloldoképessége a kovetkezoképp irhato le:

d0=1.22 * A/ (NA objektiv + NA kondenzor)

Ezen bevezetés utdn érthetd, hogy az optikai mikroszkdépokban latott képek
felbontdsanak is van hatdra, az analdg jel elméletileg dtalakithaté digitélis jellé mindenféle
informdcidvesztés nélkiill a felbontds tekintetében. A 1. Tabldzat bemutatja, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphaté egyes objektiv tipusok haszndlatakor mekkora
maximdlis felbontast lehet elérni. Fontos tudnunk tovdbba, hogy a kondenzorok NA

értékeit a gyartok az objektiveikhez igazitjak; dtlagosan azok 0,6-0,9 szerese.

12
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| k—d - apertura — |=d - apertura
| | I ) & ) | L )
1 ) L} U
L]
diffrakcids mintazat A diffrakcids mintazat .
s hulldam erésitési és
hulla ositési &
‘ . hcecibpabiaaw i ‘ . Kioltasi mintazat
-3Ad -2hd -Ad 0 Ad 2Nd 3hd -Nd 0 Nd
L NA = 0,25 NA = 0,28
2-B objektiv = ‘ 2-C '
elulsd lencse
objektiv —
— 1y elulsé lencse
| 53°
s v \ v
7
specimen

8. Abra. A numerikus apertura (NA) szerepe a képpontok elkiilonitésében.

1. Nagyobb képpont — a fénysugarak kisebb mértékben térnek ki. 2-A. Kisebb képpont — a
fénysugarak nagyobb mértékben térnek ki. 2-B/2-D. Kisebb képpontok Osszeolvaddsa
kisebb numerikus apertura ért€ékii objektivvel. 2-C/2-E. Kisebb képpontok 1is
elkiilonithetdvé valnak nagyobb numerikus apertura értékli objektivvel. (MicroscopyU —

Nikon, http://www.microscopyu.com/)
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1. Tablazat

Objektiv tipusok és az elérhetd maximadlis felbontasi értékek

Plan achromat Plan apochromat

Nagyitds NA felbontds (mikrométer) NA felbontds (mikrométer)

4x 0,1 2,75 0,2 1,38
10x 0,25 1,1 0,45 0,61
20x 04 0,69 0,75 0,37
40x 0,65 0,42 0,95 0,29
60x 0,75 0,37 0,95 0,29
100x 1,25 0,22 1.4 0.2

objektiv
objektiv - objektiv
apiartura apertura |
szige szoge
specimen — — SPECIMEN == w= b == -
kondenzor
apertura =
szige
megvilagitas kondenzor
(Pérhuzamos (fokuszalt
fénysugarak) fénysugarak)

9. Abra. A kondenzor numerikus aperturajinak szerepe a képpontok feloldasaban.

A bal oldalon kondenzor nélkiili rendszerben a megvilagité eszkdz fénysugarai
parhuzamosan érik el a mintasikjat. A jobb oldalon, kondenzor haszndlatakor, a
fénysugarak a mintasikjdban fokuszdlédnak, a végsd felbontdsi hatirt meghatirozé NA
érték az objektiv és a kondenzor NA értékek Osszege. (MicroscopyU — Nikon,

http://www.microscopyu.com/)
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1.2.4. A digitalis képalkotas alapjai

A mikroszképban latott képi informdcié tobb tényezdvel irhatd le: a képpontok
méretével, szinével és a képpontok fénystriiségével. A mikroszkép felbontdsa az egyes
szinkomponensek frekvencia és hulldimhossz tartomanyanak fiiggvényében valtozo.

A Nyquist-kritérium értelmében, ahhoz, hogy egy folyamatos minta jeleit rogzitsiik,
a mintavétel frekvencidja legalabb kétszerese kell legyen a minta legnagyobb frekvencidju
komponensénél (,,oversampling”).Ezalapjdn a jelenleg elérhet6 legnagyobb felbontdsu
mikroszkoprendszereknél kapott maximadlis felbontds — ~0,2 mikrométer — esetében, a
digitdlis kamerarendszeriinknek 0,1 mikrométer felbontdsinak kellenne lennie. A
gyakorlatban azonban ez nem igy van. El6fordulhat, hogy a mintavétel legrosszabb esetben
fél ciklussal eltolédva kezdddik és még kétszeres mintavételi frekvencia esetén is elvész
minden informdcié. Ahhoz, hogy biztonsaggal rogzitsiink minden képpontot, legalabb 4-
szeres strliségli mintavételi frekvencia sziikséges, amennyiben a képpontok kizardan

oszlopokban és sorokban helyezkednek el(10. Abra).

A . 10. Abra. Az »oversampling” szerepe a
digitalis képrogzitésben.

A — Két képpont elhajlasi képe.B — A zold

savok a képpontok erdsitéseit —a felfoghato jelet
mutatjdk, a zold sdvoktdl balra és jobbra egy-

egy fél fekete sdv a jel hidnyat jelzi. Egy ciklus

egy zold és egy fekete savnak felel meg. A

Nyquist-kritérium értelmében a mintavételi

c frekvencia a ciklus kétszerese kell legyen —
piros négyzetek.C — A mintavétel legrosszabb
esetben fél ciklussal eltolodva kezdddik és még

IIIIIIIIIII o |

kétszeres mintavételi frekvencia esetén is elvész

minden informécié. (Minden mintavételre egy

[ fél zold és egy fél fekete sav jut)D — A

mintavételi frekvenciat a ciklus négyszeresére
novelve minden esetben leképezhetdek az
eredeti képpontok. (Requirements for 20x and 40x scanning in Whole Slide Imaging,

Viktor Sebestyén Varga, 3DH.)
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A képpontok eloszldsa a mintdban azonban rendezetlen, az Osszedlld strukturdk
atlés irdnyban is futhatnak, mig a pixelek fizikailag sorokban €s oszlopokban helyezkednek

el. A kivént pixel siiriség igy tovabb kell, hogy novekedjen, a 11.Abraszerint \2-vel.

A B Cc

' % X2

11. Abra

A — Négyszeres mintavételi frekvencia x/y irdnyban; a digitalisan 4talakitani kivéant
képpontok sorokban és oszlopokban helyezkednek el. B — A képpontok dtlosan rendezddve
képeznek struktirat x/y irdnyban rendezett pixelekkel a struktira nem feloldhaté. C — A
Pitagorasz tétel értelmében a mintavételi frekvencidt V2-vel tovdbb kell
novelni.(Requirements for 20x and 40x scanning in Whole Slide Imaging, Viktor

Sebestyén Varga, 3DH.)

Ezért ahhoz, hogy egy digitdlis kamerdval biztosan és elkiilonithetéen rogzitsiik az
analég mintank jeleit, az analég minta legnagyobb frekvencidji komponensénél 4x\2-vel
(5,71-szeres oversampling) nagyobb frekvencidval kell azokat rogziteni. Ez 100x objektiv,
1,4 NA(objektiv), 0,9 NA(kondenzor) esetében, kék fény mellett 0,24 mikrométer
felbontast adva: 0,24 / (4X\/2) = 0,042 um-t jelentene.

A patoldgiai rutin gyakorlatban 1000x-es nagyitdsra (100x objektiv X 10x okular)
igen ritkdn van sziikség. Egy 200x-os nagyitdsndl alkalmazott atlagos objektiv-kondenzor
esetében, a lathaté fény legkisebb hullimhosszi Osszetevéjével (kék — kb. 450 nm)
szamolva: 1,22 x 0.45 um / (0,6 + 0,45) = 0,52 um felbontést kaphatunk. 0,52 um-t, a
digitdlis mikroszkop optikai rendszere (objektiv + kamera adapter) 20x X 1.6x felnagyitja,
16,64 um-re, amit 4x\2-vel osztva: 2.95 um-t kapunk. Egy, a szkenneléshez altalanosan
hasznalt Hitachi, 3-chipes CCD kamera fizikai pixel mérete: 4,65 um/pixel, az adatvesztés
lehet6sége tehdt megallapithaté (12. Abra).
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100X objektiv 38,19 um
1,6 kamera adapter 40X objektiv
1,6 kamera adapter
24,96 ym
P H 20X objektiv
0,24 pm 2 1,6 kamera adapter
i 16,64 pm
0,39 uym P
E 0,52 pm
4,65 pmipixel (Hitachi CCD-kamera) T -
8,21x oversampling 5,37x oversampling 3,58x oversampling

12. Abra. ,,Oversampling” és a digitalis kamera chipek fizikai pixelmérete kozotti
osszefiiggés.

100x-o0s, 40x-es €s 20x-0s nagyitasu objektiveket és 1,6x-os kamera adaptert haszndlva, az
optikai mikroszkép elméleti felbontdsi hatirdn 1évé képpontok leképezése a szkenner
kamerajaban levé chipben. A kivant oversampling 5,71-szeres (4x\2). Ezalapjan lathatjuk,
hogy 40x és 20x objektivek hasznalata esetében is adatvesztés lehetdségével kell
szamolnunk, 100x objektiv esetében viszont csak a szkennelési folyamatot lassito és a

digitélis metszet méretét (MB) noveld ,,lires” nagyitast ériink el.

Tudnunk kell azt is, hogy attdl fiiggden, hogy 1 vagy 3 chipes kamerdval rogzitjiik
a mintdnkat, a kamera effektiv um/pixel értéke tovdbb mddosulhat. 1 chipes kamera
esetében, ahol egy pont szinét, RGB bontdsban4 pixel képes csak rogziteni, pm/pixel érték
dupldjaval szdmolhatunk csak (13. Abra).

13. Abra. Harom és egy chipes digitalis kamerak jelrogzitésének alapja.

Bal oldalon 3 chipes kamera sémdja lathat; minden csatorna jelét (RGB) kiilon chip
tdrolja. A jobb oldalon 1 chipes kamera sémdja lathat; az RGB informéciét 4 pixel tarolja,
1-2-1 ardnyban, a zold szint, amire a szemiink a legérzékenyebb feliil-, a kék és piros
szineket alulreprezentdlva. (Requirements for 20x and 40x scanning in Whole Slide

Imaging, Viktor Sebestyén Varga, 3DH.)
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Tovéabbi adatvesztéssel jar a rogzitett képek tomoritése. A tomoritési technikak
egyik jellemzdje, hogy eldszor a magas frekvencidjd, alacsony kontraszt kiilonbségii jelek
vesznek el.Ezek a kék és drnyalatai. Erthetdvé vilik ezek utdn az egyik gyakran ismételt
kritika a digitdlis metszetek képmindségére vonatkozdan, hogy a hematoxilinnal kékre
festodo magi struktirdk nem megfeleld €éles képben jelennek meg.

Lathatjuk, hogy a digitalis metszetek képi mindsége szdmos ponton, tobb tényezd
miatt alulmarad az optikai mikroszkép adta képi élményhez képest. Nem elsdsorban arrdl
van sz6, hogy ne lehetne 1ényegében adatvesztés nélkiil digitdlis metszetet elddllitani. A
mérleg egyik oldaldn a képmindség, a mdsik oldalan nagysdgrendi kiilonbséggel lassabb
szkennelés és nagyobb adatmennyiség all. A kérdés inkdbb igy hangzik:Ahhoz, hogy

felismerjiik, mit dbrdzol a kdvetkezd kép,

, l'i ‘;E‘ 15, I_. ;

SRS r e pee
asAsSas |

sziikséglink van minderre?

FrEL

; F-m=m:
o rErrrq
'-'q.
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1.2.5. A digitalis tartalom megjelenitése — a monitorok szerepe

A digitalis mikroszkdpia vonatkozdsaban, nem lehet eltekinteni a digitdlis
metszeteket megjelenitd eszkozok szerepének targyaldsatol. A digitdlis radioldgiai
munkadllomdsok kialakitdsanak tapasztalatai azt mutatjdk, hogy a technika sikeres
alkalmazasdhoz szdmos tényezot figyelembe kell venni, melyek kozott csupdn egy a
monitor felbontdsa. A radioldgiai példanal maradva, ott az alkalmazott technikdk gyartoi
kiilon eldirjdk, hogy a monitorokat milyen tavolsdgbdl, milyen hattérmegvilagitas, milyen
teljes helyiség megvilagitds — pontosabban sotétités mellett sziikséges haszndlni. A
targyalttényezOk, nem csak a digitdlis radiologiai kép helyes értelmezését szolgaljdk,
hanem munkavédelmi szempontjai is vannak és figyelembe veszi a diagnoszta gyorsabb
kifarad4sat nem idealis munkakoriillmények kozott[15].

A digitélis metszetek alkalmazasakor, azonban legaldbb két fontos kiilonbségre kell
felhivni a figyelmet! Az egyik az, hogy 1) a radiologiai képek microméter/pixel ardnya
messze alulmarad — tobb nagysagrenddel — a digitalis metszetek hasonl6 értékéhez képest,
igy a monitorok szerepe felértékelddik; tovabba 2) a mikroszkép okularjdba valé nézés
teljesen fokuszalt, a kiilvilagot kizard, erds hattérmegvilagitas mellet torténik, a metszeten

valé navigdlas ,,0sztonos” jellegl.

A monitorok felbontasanak kérdése

A szubjektiv képi élményt befolydsolja egy jobb vagy egy rosszabb mindségi
monitor, azonban se tobb, se kevesebb informaciét nem fogunk kapni egy adott teriiletrél
nagyobb vagy kisebb monitorokon. Az informacié rogzitése joval a megjelenités elott
tortént. A digitdlis kamera egy pixele éltal rogzitett adat a monitor egy pixelén fog
megjelenni 1:1 nagyitas mellett. A donté kérdés tehat nem a monitor pixel szdma, hanem a
pixel mérete és az is csak abban a tekintetben, hogy mennyire lesz ,,mikroszkép-szeri” a
képi élmény és nem a tobb vagy kevesebb informécié megjelenitésének lehetdsége

vonatkozdsdban. A 14.Abra érthetd attekintést ad a lefrtakrol.
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4.65 pm/pixel 250 pm/pixel (Barco monitor) 0,0005 rad felbontasra
(Hitachi kamera) képes emberi szem

D

k | V z
monitor-szem tavolsag ~ 50 cm

elkiilonitheté képpontok
minimalis tavolsaga:

0,5m x 0,0005 = 0,00025m

250 pm

14. Abra. A monitor és az emberi szem felbontasanak szerepe.

A kamera chip egy pixelének megjelenitése a monitor képernydjén, 1:1 nagyitas mellett. A
monitor felbontdsdnak novelése (tobb pixel x/y koordindtdban) minddssze a megjelenitett
latéteret noveli, tobb informaciét egy rogzitett pontrél nem ad. Az Abra jobb oldala azt
szemlélteti, hogy a folyamatos képi élmény elérését (a pixelesedés elkeriilését) az
hatdrozza meg, hogy mekkora pixeleket, milyen tdvolsdgbdl néziink. (Az Abra nem

foglalkozik a més okbdl kialakuld, digitalis iiresnagyitdsokozta pixelesedéssel.)

A munkakoérnyezet kérdése

A digitalis mikroszkOp alkalmazdsa kapcsdn, az elmult idoszakban, mind a
fejlesztok, mind a felhasznalok korében, kezd eltolodni a hangsuly a digitalis metszet képi
mindségének tovabbi javitdsatdl, az eszkdz rutin munkafolyamatokba valé dgyazdsanak
kérdései felé. Ahogy irtuk, a nagyobb felbontisi monitorok, bar adott teriiletrél tobb
informdciét nem adnak, alkalmasak arra, hogy nagyobb latétereket, tovibba az esethez
kapcsolodé egyéb informdaciokat jelenitsenek meg. A digitalis patolégia hivei is
vitatkoznak, hogy egy idedlis munkadllomdsnak mekkora mennyiségli adatot kell
bemutatnia. A tablet méretli eszk6zoktdl, a két-hdrom monitort egyszerre haszndld
munkadllomds terveken at, az asztal méretli érintOképernyds elképzelésekig, szamos
megoldas sziiletik. A megjelenitett adatmennyiség vonatkozasdban, a puszta metszettdl a
teljes betegtorténet egyidejli bemutatdsdig (kordbbi panaszok, képalkotd, patoldgiai és
labor leletek és képek megjelenitése, stb.), mindenre latunk példdkat. Szdmtalan
forméjavan a metszeten vald navigdciot segitdé eszkozoknek is. A hagyomdnyos egér, a
gorgds vagy joystick szerii eszkdzok, érintdképernyds megoldasok, az optikai mikroszkép

targyasztalat mozgatd csavarokhoz hasonlé eszkozok, mind elérhetéek[16] (15. Abra).
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Azt megjosolni, hogy mely eszkozok €s milyen dsszedllitasban fogjdk adni a jovo
patologiai munkadllomasit, nem tudjuk. Egy dolog azonban biztosnak létszik,a
mikroszkopot teljesen lemdsolni nem fogjuk tudni. Folmeriil azonban a kérdés, valéban a
mikroszkop lemdsoldsara toreksziink-e? Ha a vélasz a kérdésre, igen, akkor felhagyhatunk
a digitdlis mikroszkopia fejlesztésével, hiszen akkor a folyamat vége is csak egy ujabb

optikai mikroszkép megalkotdsa lehet.

15. Abra.Digitslis patolégiai munkaallomas — patolégiai cockpit - (3DH).
A patologus tobb képernyOn, egyszerre lathat egy esethez tartoz6 mindenpatolégiai

informaciot.
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1.2.6. A digitalis tartalom taroldsa és tovabbitdsa

A teljes metszet digitalizdlds sordn keletkez0 adat taroldsdnak és tovabbitasdnak
kérdése masodlagos kutatdsi vagy oktatdsi teriileten. Amennyiben azonban a digitalis
patoldgiai eszkdzoket rutin patoldégiai munkafolyamatokban képzeljiik el, tigy egy rendszer
kiépitésekor figyelembe kell venni, hogy a keleletkezé adatmennyiséget megfelelden kell
trolni és hal6zatokon keresztiil tovabbitani. A tervezéskor minimalisan tudnunk kell, hogy
hozzéavetdlegesen a laborban naponta mennyi metszet késziil. Egy ultragyors harmadik
generacids szkenner, ha 24 o6rdban dolgozik, koriilbeliill 1000 metszet digitalizaldsara
képes.Ez bar elégséges nagyobb kozponti patolégidk anyagterhelését is kiszolgalni,
biztonsdgi szempontbdl az anyagfeldolgozasra a jelenlegi konfiguraciok mellett, minden
négyszazadik metszettdl kiilon szkenner a kivénatos, valamint egy eszk6z munkdn kiviil,
készenlétben, ha barmelyik masik szkenner karbantartdsa torténik. Egy ultragyors szkenner
masodpercenként ~ 400 Mbit adatot generdl. Ha 3 szkenner szimultin miikodik, a
mdsodpercenkénti adatforgalom a szkenner és a szerver kozott mar meghaladja az 1
Gbit/sec hdlozati sebességet. Amennyiben ilyen vagy még ennél is lassabb belsé hdlozat
miikodik, a digitalizdlas sebességének meghatiroz6 eleme nem a szkennelési sebesség,
hanem az adatétviteli sebességhatar lesz. A kovetkezd probléma a keletkezd adatok
tdroldsa. A fenti példdval tovabb szdmolva, 400 metszet (vegyesen kisbiopszids és sebészi
minta) koriilbeliil 0.3-0.4 TB adat naponta. Amennyiben csak 6 honapig akarjuk digitdlisan
megolrizni a metszeteket, akkor is 40-50 TB-ot kell tarolni, biztonsigi mentéssel vagy
inkdbb mentésekkel. (A HP cég szerver backup megoldésai, példaul a HP StoreOnce
B6200, ebben a tartomdnyban 50-100 TB, 200-250 ezer dollar kozotti d&ron mozognak.)
Tovabbi figyelembeveendo tényezd, a szerver és a lokdlis kliens gépek vagy kiilso, kérhazi
informatikai rendszeren, tlizfalon kiviil es6 kliens gépek kozotti halézati sebesség.Egy 2
Mpixeles monitor esetében, ha masodpercenként 3-4 képvaltissal (nagyitds valtds, teriilet
valtas) kalkuldlunk a szerver-kliens kapcsolat vonatkozdsiban a 100 Mbit/sec hélézati
sebesség elegendd, a tervezéskor azonban azt is figyelembe kell venni, hogy adott idében
egyszerre hany szamitégép csatlakozhat a szerverhez és hasznélhat digitdlis metszeteket,
mivel ilyenkor a megosztott sebesség a felhasznalok szdmanak fiiggvényében csokken.

Jelen pillanban nincs szabalyozds arra nézve, hogy a rutin diagnosztikdban hasznalt
digitdlis metszeteket milyen formaban €s mennyi ideig kell tdrolni, valamint halézati

minimumkdvetelmények sincsenek lefektetve.
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1.2.7. A DICOM standard

Altalaban a DICOM standardrél

A DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine) egy nemzetkozi
standard, az egészségiigyi tevékenység sordn eldallitott képi informdaciok kezelésére,
tdroldsdra és tovdbbitdsdra vonatkozéan. A standard lehetdvé teszi, hogy a kiilonb6zd
gyartok altal készitett eszkozok (képalkoté berendezések, szerverek, printerek,
munkadllomdsok) képesek legyenek kommunikdlni egymadssal egy kép archivalé és
kommunikéciés rendszeren (PACS - picture archiving and communication system)
keresztiil.

A standard torténete a nyolcvanas évek elejére nyulik vissza. Ebben az idoben a
radioldgia teriiletén egyre nagyobb szdmban jelentek meg az djabb és djabb képalkotd
modalitdsok, melyek digitdlis képet allitottak eld. Ilyen volt a CT (computer tomography)
vagy az MRI (magnetic resonance imaging). A kiillonbozdé késziilékek gyartdi sajat
képformatumot alkottak és sajat rendszereiken kiviil a képeket nem lehetett megjeleniteni.
A standard sziikségessége felismerésében egy fontos pont volt, amikor sugarterapeutdk
dézis szamitdsokhoz akartdk haszndlni a digitdlis képi tartalmat, de a meglévd
eszkozeikkel a képalkotd rendszerek nem kommunikéltak. 1983-ban az American College
of Radiology (ACR) és a National Electrical Manufacturers Association (NEMA) felallitott
egy bizottsagot egy standard kidolgozadsa érdekében, aminek elsé vdltozata 1985-ben
ACR/NEMA 300 néven jelent meg[17]. A standardnak szdmos hibdja alkalmazdas kézben
deriilt ki, ezért tobbszor atdolgoztdk. Minden bizonnyal a legnagyobb 16kést az
elterjedésének és a pontosabb kidolgozdsanak az adta, hogy 1992-ben az Egyesiilt Allamok
Hadserege a Medical Diagnostic Imaging Support (MDIS) program keretében az Osszes
korhazat és klinikajat felszerelte teleradioldgiai munkadllomasokkal, a nagyobbakba pedig
PACS-szervereket telepitett.A standard 1993-ban 1j nevet kapott (DICOM), amivel az
alkotok a nagyobb nemzetkozi elfogadast akartdk elérni, elhagyva a névbdl az american
jelzot[18].

A DICOM formatumban tarolt képek egyik legfontosabb tulajdonsdga, hogy
minden egyes elemében, a képi tartalom (pixelek) mellett szamos meta-adat is
megtaldlhat6. Ezek az adatok elvalaszthatatlanok a képi informdciotdl. Ide tartoznak
példaul a beteg azonosité adatai, a vizsgalat ideje, a haszndlt eszk6z. Miutdn elkésziil egy
DICOM kompatibilis kép, egyedi azonositét kap. A képben benne tdrolt adatokat

megvaltoztatni kés6bb nem lehet, mérések, annoticidk kiilon objektumokban keriilnek
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tarolasra. A képformatum tekintetében a DICOM rugalmas — nem ir el egy univerzdlis
tomoritési sémat vagy szinkodoldst, a hangsuly, a kompatibilitdson van. A pixel tartalom
lehet monochrome, szines RGB-koédolt vagy YCbCr-kédolt, lehetdéség van multispektralis
koédolasra is. A képek lehetnek tomoritetlenek — nativ DICOM képek vagy tomoritettek. A
tomorités barmely séma szerint mitkodhet, a leggyakoribbak a JPEG, JPEG2000, MPEG?2,
de egyedi tomoritési technikdk is alkalmazhatéak. Az adatokat szigorthierarchia szerint
taroljak. Egy kiilonallé kép egy széria része, amit egy adott eszkoz allit eld. A széria egy
vizsgalathoz rendelt, a vizsgdlat pacienshez. A valés munkafolyamatot jobban leirva
forditva: paciens — vizsgalat — széria — kép. Egy kép csak egy széridhoz, vizsgalathoz,

beteghez tartozhat, de természetesen egy vizsgdlatban lehet tobb széria és tobb kép is.

DICOM a patolégiai képalkotasban

Abban az idében, amikor a DICOM standardot megalkottdk, még nem létezett
digitalis patolégia. A standard egyes elemei vagy radioldgia specifikusak vagy a technikai
fejlettség egy kordbbi allapotat tiikrozik. Célszeriinek gondolhatndnk egy uj, digitdlis
patoldgidra szabott standard 1étrehozaséat, azonban a DICOM annyira elterjedt a vildgon,
tobb milliard képet tarolnak mar meglévd és kiépitett PACS rendszereken, hogy az az
altalanos vélekedés alakult ki, hogy anyagi €s szervezési megfontolasok alapjan, a digitélis
patologiai eszkozoket kell a standardhoz igazitani és nem forditva. Lehet természetesen
ezzel egyet nem érteni, a realitds mégis az, hogy az egészségiigyi kormanyzatok nem
fognak tdmogatni két parhuzamosan miikodo digitédlis kép tarol6/kommunikalé rendszert,
pusztdn azért, mert egyes pontokon valtoztatds sziikséges egyik és madsik digitdlis kép
eld4llité rendszereken.

A patolégia szemszogébdl két legfontosabb DICOM dokumentum: a DICOM
Supplement 122/2008 (Specimen Identification) és a DICOM Supplement 145/2010
(Whole Slide Imaging). A leirtak jelenleg ajanlds szintjén vannak, a gyartoék sajndlatos
modon nem alkalmazzdk Oket. A kovetkezokben a dolgozatom témédjdhoz kozelebb allo
kérdésre, a DICOM standard €s a digitdlis metszetek méretére térek ki.

Amikor a DICOM standardot a radiol6giai gyakorlatban elddllitott digitalis
képekhez igazitottdk, senki nem gondolta, hogy tobb GB-os képi tartalmakat kell majd az
informatikai rendszereknek kezelnie. A DICOM-on belill, igy megéllapitottak egy
maximalis, 64K x 64K pixel méretet képenként. A teljes digitdlis metszet ennél sok
esetben nagyobb. A megolddst abban latjdk, hogy a meglévé DICOM hierarchidban

(péciens — vizsgalat — széria — kép) a digitdlis metszet, mint sz€ria keriil azonositasra, ami
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széria tobb képet tartalmaz(hat). A képelemek a kordbban taglalt piramis egyes elemeinek

feletethetéek meg (16. Abra).

képek szériaja

atnézeti kép _ﬂ

kéztes nagyitas —_{g}

— b

/

eredeti
képrogzités
sikja(i)

16. Abra. A digitalis metszetek DICOM formatumban torténé tarolasanak sémaja.
A digitélis metszet kép-piramisanak épitéelemei a DICOM standardban képek széridjaként

jelenik meg (DICOM Supplement 145.).

A fenti megoldds, tehat a DICOM forméatumhoz igazodas a digitdlis metszet tile-
okban torténd taroldsaval €s azok szériaként vald értelmezésével, osszhangban all azzal az
igénnyel, és meghagyja annak a lehetdségét, hogy a digitalis metszeten gyors navigélds és
nagyitds valtasra legyen lehetdség. Meg kell jegyezni azonban, hogy a jelenlegi DICOM
rendszerekben a teljes széridt le kell tolteni, a képeken barmiféle navigiaciéjahoz. Ez a
digitdlis metszetekre jellemzé Gigabyte (GB)nagysdgrendii méretnél jelenleg

kivitelezhetetlen, mivel a munkafolyamat nagyfoku lassuldsdhoz vezetne.
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1.2.8. Az amerikai ,,Food and Drug Administration”szabalyozasa

A dolgozat megeldzd részeiben attekintettilk a digitalis metszetek eldallitasanak
folyamatat, kritikusan megbeszEltiik a képmindség kérdését és taglaltuk az integracid
sziikségességét meglévd informatikai rendszerekbe. Utoljara, foglalkozzunk azzal a
kérdéssel, ami végeredményben a legfontosabb: fenndll e barmilyen veszély a biztonsagos
betegelldtds tekintetében digitdlis metszetek alkalmazdsakor a rutin patoldgiai
diagnosztikdban?

Ahhoz, hogy egy egészségiigyben alkalmazni kivant eszkozt egy gyartd a piacra
vihessen, szigoru eldirdsoknak kell,hogy megfeleljen. A legosszetettebb szabalyozds erre
vonatkozéan az Egyesiilt Allamokban van, ahol a ,,Food and Drug Administration”(FDA)
ellendriz minden ilyen terméket, legyen az egy fertdtlenitoszer, sebészi miiszer, képalkotd
eljardas vagy barmilyen laborautomata, néhdnyat emlitve csak a szabdlyozott eszkdzok
korébol. Az Eurdpai Unidban a szabdlyozas az Eurdpa Tandcs 2007/47 Direktivaja[19]
szerint torténik, tagédllamok hatdskorébe rendelve ugynevezett kompetens hatdsdgok
mikodtetését, amiknek elsérendll feladata az 1j eszk6zok Direktiva szerinti szabalyozésa.
Amennyiben egy eszkozt egy tagdllamban biztonsdgosnak itélnek, gy az Unid teriiletének
egészén elfogadast nyer. Az USA szabdlyozasi rendszerében az egészségiigyi eszkozok 3
csoportja kiiloniil el, veszélyességi €s ennek kdvetkeztében reguldciés szempontbdl. ,,Class
I, II, III” eszkozok léteznek, ahol a ,,Class 1” eszk6zok a legkevésbé, a ,,Class III”
eszkozok a legszigoribban szabdlyozottak. Utobbiba tartoznak példaul pacemakerek,
defibrillatorok, laboranalitikai automatdk, olyan eszko6zok, amiknek az alkalmazésa
kozvetlen egészségiigyi kockézattal jarhat. ,,Class III” eszk6z nem kaphat jogositvanyt
kereskedelmi forgalomba hozatalra premarket ellen6rzés nélkiil. Fontos tudnunk az FDA
miitkodésérél, hogy a hivatal nem proaktiv; nem vizsgdl eszkozoket altaldnossdgban
semmilyen szempontb6l, hanem az eszkozt elddllitd keresi meg forgalombahozatali
szandékdval. Az FDA minden esetet kiilon vizsgél, kordbbi tapasztalatokat hasonld
eszkozokkel, csak mint ajanldst fogalmaz meg a bevizsgdlandé eszkodz alkalmassagi
vizsgalataihoz. Az egyes eszkoz kategdridk, a hasznalat sordn szerzett tapasztalok alapjan,
valtozhatnak. Egy kordbban ,,Class III”-nak mindsitett eszkoz &tkeriilhet a ,,Class II”
kategodridba, ahogy példdul a digitdlis mammogréfia esetében tortént. Egyes egészségiigyi
eszk6zok nem tartoznak FDA szabdlyozds ala. Ilyen eszkdz maga az optikai mikroszkop is.

Az FDA elfogadja azt, hogy mikroszképot olyan régen haszndlunk €s sok évvel egyéltalan
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az FDA megalakuldsa eldtt, hogy azt kivételnek tekinti. Az ebben megbuvo
ellentmondasra késobb visszatériink.

Annak ellenére, hogy a teljes metszet digitalizdlas torténete lassan 20 évre tekint
vissza, a digitdlis metszetek rutin diagnosztikdba torténd bevezetéséhez sziikséges
premarket vizsgdlatok koOvetelményeivel, a technikai alkalmazdsdnak potencidlis
veszélyeivel el0szor 2009-ben foglalkozott az FDA. A Hematologiai és Patologiai Eszkoz
Tandcsad6 Testiilete olyan nyitott férumot szervezett, amire meghivtdk a gyartdkat,
patolégusokat, statisztikusokat, informatikusokat €s adatokat kezdtek gytijteni, hogy
vdlaszokat kapjanak, tobbek kozott a kovetkezo kérdésekre[20]:

e Létezik e barmilyen standard vagy ajanlds, ami alapjan a digitdlis metszeteket az
egyes gyartok eszkozeikkel eldallitjak?

e Mik azok a paraméterek, amikkel leirhat6 egy digitdlis metszet mindsége és
meghatdrozhatéak e minimumkovetelmények azok tekintetében(pl. felbontis,
kontraszt, tomorités, stb.).

e Sziikséges-e a metszetek tobb sikban torténd digitalizdldsa (z-koordinita vagy
mikrométer funkcié leképezése), annak érdekében, hogy biztonsdgosan lehessen
haszndlni a digitdlis metszeteket rutin alkalmazds soran?

¢ Mennyi és milyen eredeti minta vizsgalata kell, hogy torténjen a validacié soran?
Milyen festések digitalizaldsa torténejen? Prospektiv vagy retrospektiv legyen-e a
vizsgdlat? Hany patologus legyen bevonva? Legyenek-e a nehezebb/konnyebb
esetek kivédlogatva vagy teljesen random vizsgalat legyen? Az eredeti optikai
diagnoézis utdn mennyi idovel torténjen a digitdlis diagndzis alkotds? Mikor vehetd
egyezdnek a két diagnozis? (Teljes egyezés? Azonos terdpids dontés a diagndzis

alapjan?)

A taldlkoz6é utdn megéllapithaté volt, hogy vélaszok helyett, tovdbbi kérdések
sziilettek.Az emlitett {ilés ota eltelt 5 év, az FDA pedig ,,Class III”’ eszkdznek mindsitette a
digitalis mikroszkdpot. A gylijtott adatok alapjdn az FDA arra a megdllapitasra jutott, hogy
a digitdlis mikroszkép teljesen U4j eszkoz, ,,Class III”, tehdt a legszigoribb ellendrzési
folyamaton kell, hogy datessen, mieldtt klinikai alkalmazdsra keriil. Mindemellett,
semmilyen ajanldst nem tett arra vonatkozéan, hogy milyen kovetelményeknek kell hogy
megfeleljen egy validdciés vizsgélat. Az volt az élldspont, hogy ha az adott szkenner

gyartdja FDA ellenOrzott eszkozt kivan forgalmazni, akkor készit egy validacids tervet,
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amit majd megvizsgdl az FDA, hogy alkalmas-e a kérdés eldontésére. Latva a 22-es
csapddja helyzetet és az egymdsra mutogatdst, a CAP (College of American Pathologists)
maga készitett ajanlast jovObeni vizsgdlatokhoz, de megforditotta a kérdést és 1ényegében
azt mondja, hogy az egyes patoldgiai osztalyok az ajanldsok alapjan készitsenek maguknak
validacids vizsgalatot, ne bizzdk azt a gyartokra[21].Magunk is megfogalmaztuk ezt, a
dolgozat egyik alapjdul szolgald eredeti kozleményiinkben[22].Az Osszevisszasagot jelzi
az is, hogy az FDA pusztin annyit kotott ki, hogy elsédleges diagndzis alapja nem lehet
digitdlis metszet. Konzultiacidra hasznalhatd — hiszen ott késziil hagyoméanyos metszet is €s
azt is értékelik. Fagyasztott metszet ért€ékelésére hasznalhaté — hiszen ebben az esetben is
késziil végleges paraffin bedgyazds és metszet. Barmilyen diagndzis jobb, mint a
semmilyen diagndzis, ha a fagyasztott metszet digitdlis képét tavoli munkadllomasrél, de
legaldbb patologus értékeli. Immunhisztokémiai reakciok értékelésére is hasznalhato,
hiszen az egy kiegészitd vizsgdlat, a diagnézis maga hagyomdanyos tdrgylemezen és HE-
festésen alapul elsGsorban (?) és mindségellendrzésre is hasznédlhat6.Az FDA nem értette
meg, hogy a szovettani diagndzisért az felel, aki a leletet aldirja. Nem hivatkozhatunk adott
esetben arra, hogy a mikroszképunk volt a hibds a rossz diagnézisban, mert nem adott elég
éles képet, ahogy arra sem lehet hivatkozni, hogy gylirott metszetet kaptunk az
aszisztensektdl, hanem meg kell tisztitani a mikroszkop lencséit és 1) metszetet kell kérni.
Az FDA nem értette meg, hogy a digitdlis metszetek mindségének felmérése ugyanolyan
tanulhaté képesség, ahogy a rutinos patolégus észreveszi, ha a metszet til vékony, vagy
vastag, tdl vagy alulfestett, kezd fogyni a haematoxilin a festdautomatabdl, rossz volt a
minta viztelenitése, gylirott a metszet, formalin pigment van a mintdban stb. Az FDA ,,gold
standard”-nak ir el egy olyan eszkozt, az optikai mikroszképot, amihez viszonyitani kell a
digitalis mikroszkopot, amit — lehet botrdnyosnak gondolni, hogy leirunk, de — soha, senki
nem vizsgalt, hogy alkalmas e diagnézis feldllitdsdra. Végiil, az FDA a 17.Abra alapjn
képzeli el a validiciés vizsgalatot és dllitja egyaltalan, hogy a digitdlis mikroszkép

mennyiben 4j eszkoz.

validacios vizsgalat targya g
optikai mikroszkdp elemei
a scanner o s képkezel6
o ; . optikai digitalis : ;
mecham!(al fényforras A, Sy alka'lmz'azlas’ es monitor
elemei szamitégép

17. Abra. A digitalis metszet valid4ciéjanak elemei az FDA szerint

[ metszet |
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Az FDA érvelése szerint, a digitdlis mikroszkép (validacids vizsgdlat targya) 0 eszkdoznek
mindsiil, ami szdmos Osszetevobdl all, ezeknek csak egy része a hagyomdnyos optikai
mikroszkop, megfeleld miikodés csak az egyes elemek 6sszehangoldsa soran érhetd el, az

elemek vizsgélata egyiittesen kell,hogy torténjen.

Az elmélettel és az dbrdval tobb probléma is akad:

1. Kihagyja beldle a preanalitikai folyamatokat.

2. A monitort, mint megjelenitd egységet, beleveszi a reguldland6 alkétéelemek

korébe.

1 - A j6 mindségili digitdlis metszet alapja a j6 mindségili hagyomanyos metszet. Megfeleld
standard metszetvastagsag (4-5 um) - a vastag (>6 um), vagy nem egyenletesen vékony
metszetek Iényegesen rosszabb képmindséget adnak. Egyenletes festés — a minta tulfestését
a szkenner fényforrdsa nem tudja kompenzdlni, ellentétben (legaldbbis bizonyos mértékig)
az optikai mikroszkoppal.Gylirddések, feluszas elkeriilése — az optikai mikroszképpal, ha
fontosnak tartjuk (de nem annyira fontosnak, hogy 1j metszetet készittessiink), akkor a
gylirédott mintdban is megtaldlhatjuk a fokuszsikot. Osszességében tehdt, nem
standardizdlt folyamatok alapjan késziild alapanyag (metszet) haszndlata mellett var el
standard, reprodukdlhatd, biztonsidgos eredményeket az Uj eszkdz validaldsa, késobb
haszndlata soran.
2 - A digitalis tartalom megjelenitése — a monitorok szerepe cimii fejezetben megtaldljuk a
technikai alapu céfolatit az FDA ezen okfejtésének. Ennek lényege roviden, hogy a
digitdlis kép felbontdsa a képrogzités pillanatdban dol el, a megjelenitd eszkodz
felbontasatol pedig, csak az egyszerre megjelenitett teriilet nagysaga fiigg.

Személyes vélemény megfogalmazédsa helyett, idézem Juan Rosai Professzor Ur
levelét az FDA-hez:,,Tudomanyos szempontbél meggydzddésem, hogy egy megfeleld
mindségli digitdlis metszetrdl, ugyanolyan pontos diagnézis adhaté, mint hagyomanyos
metszetrdl, optikai mikroszkdppal. ... A munkdm, ahogy kordbban irtam, szinte teljes
egészében konzultacios jellegli. Nyilvanvald, hogy ha a szelektalt €s komplex konzultacids
anyagot képesek vagyunk digitdlis metszeten értelmezni, akkor a természetiikb6l adéddan
egyszeriibben interpretdlhatd, ,rutin” esetek is diagnosztizalhatéak  digitalis
metszeteken.”[23]

Az lizenet (eddig) sajnos siiket fiilekre talalt.
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1.3. A digitalis mikroszkdpia torténete Magyarorszagon

Az elsO prébalkozdsok telepatoldgiai munkadllomasok kiépitésére Magyarorszdgon
1994-ben kezdddtekaz Orszdgos Miiszaki Fejlesztési Bizottsdg timogatdsaval[24]. A cél az
volt, hogy létrehozzanak egy konzulticids rendszert, amivel az orszdgban elszort kisebb
patologiai osztidlyokat kotik 0ssze a nagyobb diagnosztikus centrumokkal. A vildgszerte
mar akkor is problémét jelentd trend, ahogy a patologusok szdma, a megndvekedett minta
szam és specidlis vizsgdlatok elvégzésének igénye mellett csokken, Magyarorszdgon
kiilonosen ijesztd méreteket Oltott. A helyzetet sulyosbitotta a specidlis intézményi
struktdra, mivel az orszdgban az akkori 80 darab, 400 dgyasndl nagyobb kérhazban, ahol
rendelet irta el6 a patoldgiai osztdly lizemeltetését, alig tobb, mint 200 patolégus dolgozott.

A kezdeti kisérletekben Szende Béla Tanir Ur és Gombds Péter Féorvos Ur
vezetésével, a Semmelweis Orvostudomdnyi Egyetem I. sz. Patoldgiai és Kisérleti
Réakkutaté Intézete és a BM Kozponti Kérhaz Patolégiai Osztilya vett részt[25]. A
kifejlesztett alkalmazdsban, kezdetben alloképek, késobb a mikroszképra szerelt kamera,
616 képét tovabbitottdk egymdsnak a résztvevd felek(18. Abra).Az adatdtviteli sebesség az
akkor modernnek szamit6 128 kbit/s volt ISDN (Integrated Services Digital Network)
rendszeren keresztiil, a kamera felbontdsa pedig 325x288 pixel volt. Szamos elOnyt és
hatranyt, illetve megoldasra varé problémat fogalmaztak meg a vizsgdlatban résztvevok.
Ugymint, technikai paraméterek (képminéség) javitdsa, diagnosztikus pontossig
értékelése, komplett konzultaciés rendszer kiépitése, beruhdzasi koltségek megtériilésének

elemzése[25]. 1996-ot irtunk akkor, de a kérdések és problémdk ma is nagyon hasonldak...
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18. Abra
Az els0 Magyarorszdgon hasznalt, statikus képek tovabbitdsdra alkalmas telepatoldgiai

alkalmazds kezel§ feliilete (Szende Béla Tanar Ur anyagabdl.).
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Tovébbi 1épések telepatoldgiai rendszerek kiépitésére hazankban mar részben az
Eurépai Unié tadmogatdsdval torténtek.Az Interactive Histopathology Consultation
Network (Interpath — PL-96112) program keretében a Semmelweis Egyetemen
intraoperativ ~ fagyasztott —metszetek telepatologiai diagnosztikajat végezték, a
Transzplanticios és Sebészeti klinika és az I.sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutat Intézet
kozott kiépitett rendszeren, 1998-ban, Dr. Viéri Sédndor vezetésével[24]. A program kezdeti
sikerei utdn, Magyarorszdg csatlakozott a szintén Eurépai Unids, Regional and
International Integrated Telemedicine Network for Medical Assistance in end-stage
diseases and organ transplantation (Retransplant — HC-IN4028) programhoz (2000-2002),
mely sordn tovabbi telepatoldgiai munkadllomdasok keriiltek kiépitésre. Tovabbiakban a
BePro (Best Practice in Pathology and Oncology) keretében (2001-2002, Budapesten
kiviilli koérhdzak is csatlakoztak a rendszerhez. (Eger, Kecskemét, Kistarcsa,
Székesfehérvar, Szombathely, Szeged). Az akkor kiépitett rendszerek ma mar nem
miikodnek, a hasznélt technikdk felett eljart az ido.

A fenti programokat kovetd, madig tartdé idOszakban, a digitdlis patoldgia
magyarorszagi megismertetésében elsddleges szerepe volt a mar emlitett hazai
véllalkozasnak, a 3DHISTECH Kft.-nek, melynek segitségével zajlott el0szor digitélis

metszetek validdldsi vizsgélata rutin diagnosztikai folyamatban[26]. Finanszirozzdk a

www.pathonet.com(19. Abra) miikodését, ami hattérkapacitdst biztosit egyrészt
magyarorszagi €s nemzetkdzi metszetkonzulticiok anyaganak online eléréséhez, oktatési,
minOségbizositdsi segédanyagok €és referencia metszetsorok kozzétételéhez, tovabba

telekonzultaciés platformot biztosit, melynek haszndlatdhoz ingyenesen elérhetd szoftverek

allnak rendelkezésre.

19. Abra
A Pathonet portdl kezddoldala.
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A gazdasagi valsdg hatdsai sajnos a targyalt teriileten is érezhetdek. Jelenleg nincs
Magyarorszdgon bevett ¢és 4dltaldnosan haszndlt rendszer telepatolégiai munkara.
Jellemz6en a nagyobb egyetemi centrumokban koncentrdlédnak itt is az erdforrdsok,
azokban az orszdgrészekben, ahol pedig eleve kevesebb patolégus dolgozik, sajit erébol, a
korhazi koltségvetésekben nincs keret a metszetek digitalizalasat lehetové tevo szkennerek
beszerzésére. A 2010/2011-es, un. Norvég Alapbdl nyerhetd forrasokra a Magyar
Patolégusok Térsasaga (MPT) is pélydzott, azzal a céllal, hogy az Osszes magyarorszagi
patoldgiai osztalyt felszerelje a digitdlis patoldgia miiveléséhez sziikséges eszkozokkel.
Sajndlatos mdédon az els@ palydzat innovativ jellege és széles szakmai tdmogatottsaga
ellenére sikertelen volt, azonban az MPT tovabbi palydzatok benyujtasdn dolgozik, az

emlitett célok eléréséhez.

1.4. Digitalis mikroszkopia a patolégiai oktatasban
A digitélis mikroszkdpidnak a patoldgia oktatdsdban torténd elterjedése az Egyesiilt

Allamokb6]l indult és méra szdmtalan helyen keriillt bevezetésre a szdvettan
gyakorlatokon[27-39]. Szinte egyidOben azzal, hogy megjelentek a teljes metszet
digitalizélast lehetové tevd technikdk, az iowai Egyetem patolégusai un. ,,virtudlis
metszetsort” (virtual slidebox) éllitottak Ossze és tettek ingyenesen elérhetdvé az
interneten[40]. A munkacsoport hallgatéi elégedettséget mérd vizsgdlatai a technika
nagyfoku elfogaddsat mutattdk és arra vonatkozdan is készitettek tanulmanyokat, hogy dj
oktatasi labor kialakitasakor rovid tiavon is, de hosszd tavon feltétleniil,
koltséghatékonnyabb a digitdlis metszetek haszndlata az oktatdsban. A nagyobb
koltségvonzattal jard tételek (optikai mikroszképok és asztali szadmitdégépek dra kozotti
kiilonbség, metszetsorok elkészitése, 1 metszet digitalizdlasa) mellett azt is szdmitdsba
vették, hogy adott oktatasi intézményen beliil a szamitogépes laborok egyéb célokra is, mig
a mikroszkop laborok 1ényegében csak mikroszkpizdldsra haszndlhatéak, vagy éppen azt,
hogy a kiilonboz6 intézmények egyiittmiikodése oktatdsi metszetsorok kialakitdsaban,
majd kozos haszndlatdban tovabbi erdforrdsokat takarit meg. A digitdlis patologia
térnyerését az oktatidsban mds tényezok is elémozditottdk az Egyesiilt Allamokban. A
patolégia  kurrikulumok  draszdma jelentdsen csokkent az utébbi  években,
évtizedekben[41]. Hagyomanyos bonctermi gyakorlat sok helyen lényegében nincs, a
koérszovettani oktatds sokszor a tantermi el0addsok keretén beliil zajlik. Tobben eleve
megkérddjelezik a patomorfoldgia (boncterem, kdrszovettan) oktatdsdnak fontossagat az

4ltaldnos orvosi képzésben[42]. Allitasukat arra alapozzdk, hogy a USMLE (United States

32



DOI:10.14753/SE.2015.1800

Medical Licensing Examination) vizsgdn nem volt kiilonbség a patolégiai kérdésekre adott
helyes/helytelen védlaszok ardnya kozott aszerint, hogy olyan egyetemen végzett a tanuld,
ahol volt vagy nem volt mikroszképos patoldgiai oktatds. Ilyen attitiid mellett természetes
volt a régi, korszertitlennek itélt optikai mikroszképok helyett, modern, a hallgatéknak
tetszetOsebb, alternativ oktatdsi eszkozoket bevezetni. Egyes felmérések szerint 2007-ben
az amerikai egyetemek mindossze 30%-a hasznélt mar csak hagyomdnyos mikroszképokat
az oktatasban[43, 44].

A vilagszinten elsének tartott iowai alkalmazds utdn, az USA-n kiviil is egyre
elterjedtebb lett a technika[45, 46]. Ausztrdlidban, a University of New South Wales
szamit kezdeményezOnek, ahol Rakesh Kumar vezetésével valdsult meg a digitdlis
szovettani oktatds[47], Szoiilban Kim és munkatarsai szervezték meg ugyanezt[48]. Az
eurdpai uttorok kozil feltétleniil meg kell emliteni Németorszagbol Klaus Kayser[49],
Lengyelorszagbdl Janusz Szymas[50, 51], valamint Finnorszagb6l Johan Lundin
nevét[52]. Az utébbi években pedig a Bosmanhoz és Tweelhez ktodé EUROPALS,
szintén elkezdte a digitdlis metszetek hasznélatit az eurépai kompetencia teszteken[53].

A digitalis mikroszképok, pontosabban a monitorok haszndlata az oktatdsban,
gradudlis és szakorvos képzésben egyarant tovibbi érdekes vizsgdlatokra ad lehetdséget.
Krupinski és munkatarsai olyan eszkozt fejlesztettek, ami a monitort hasznal6 szemének a
mozgasat detektdlja[54]. Megdllapitottdk, hogy egy metszet vizsgdlatakor az
orvostanhallgatok szemmozgdsa gyakorlatilag random volt, rovid, gyors pozicié valtisok
kovették egymast, nem fokuszalva a diagnosztikus szempontbdl fontos teriiletekere.
Patolégus rezidensek szemmozgdsa valamivel céltudatosabb volt, a legjobb eredményt — a
fontos teriiletek kis nagyitdson valé gyors megtaldldsa, lassabb, hosszabb pozicidvaltasok —
a konzulensek adtdk. Az eredmények persze nem meglepdek, azonban azt is megfigyelték
(vizsgdlataik éveken keresztiil zajlottak és zajlanak most is, ugyanazokat a rezidenseket
vizsgalva, elsd, masod, harmad, negyedéves korukban), hogy statisztikailag kimutathat6
kiilonbség van ez egyes alanyok szemmozgdsi értékei €s azok javuldsa vagy éppen
stagndldsa kozott. Személyes kommunikaciéban — Pathology Informatics kongresszus,
2012.— Chicago— a vizsgdld hozzatette, hogy a rosszabb szemmozgési eredményeket
produkdlé rezidensek a vizsgédkon is rosszabbul teljesitenek. Ez utébbi pedig, akdr annak a
kérdését is felveti, hogy ha objektiv mddszerekkel ki lehet sziirni a patolégiai munkara
alkalmatlan vagy kevésbé alkalmas orvosokat, akkor azok eltandcsolhatdéak-e a
szakteriiletrdl; feltéve persze, ha barhol a vildgon megengedheti maganak az egészségiigy,

hogy a patoldgusnak jelentkezd kevesek kozlll, még el is kiildjenek egyeseket.
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1.5. Digitalis mikroszkopia rutin patolégiai munkafolyamatokban
Korabban sz6 volt arrdl a folyamatrdl, ahogy a patolégiai munkdban teret nyert a

digitdlis képek haszndlata és ismertettem a digitdlis patoldgiai alkalmazdsok kiilonb6z6
formadit, a statikus és a dinamikus telepatologia fogalmatés bemutattam a teljes metszet
digitalizdl6 eszkozok kiilonbozd generacioit. A tovabbiakban a fenti eszkozok, kizardlag a
patoldgiai diagnosztikaban tortént alkalmazasat tekintem at.

A kezdetidigitdlis patologiai alkalmazdsok elsdsorban konzulticids platformként
akartak szolgdlni, kdozponti diagnosztikai egységektdl tavol esd teriiletek orvosainak. Az
elsO ilyen fejlesztésben, 1968-ban a bostoni Logan repiilotér €s a Massachusetts General
Hospital (MGH) kozott kialakitott kapcsolatban, szdvettani metszetek és periférids vérkép
keneteinek fekete-fehér képét osztottdk meg egymassal a résztvevok[55]. Ebben az idoben
sziiletett meg a telemedicina fogalma is, aminek a telepatolégia, mds szakteriiletek
(teleradioldgia, teledermatoldgia, stb.) mellett, csak egy dga volt. A hetvenes évek elejétol
figyelhetdek meg a szakirodalomban a téméhoz kothetd publikdcidk. 1972-ben Raymond
€s munkatdrsai szdmoltak be teledermatoldgiai alkalmazasukrol, aminek haszndlataval 85-
89%-0s pontossaggal itéltek meg borgydgydszok elvaltozasokat, kezdetben fekete-fehér,
késObb szines televizid képernydjén kozvetitett képekrol[56]. 1974-re, szintén Bostonban,
az emlitett kérhazak (MGH-Logan) kozott, olyan telediagnosztikai rendszert épitettek ki,
ahol zart lancu televizids hdlézat és telefonkapcsolat alkalmazasaval tobb, mint 1000 beteg
vizsgélatat végezték[57]. A kovetkezd publikdciok sokdig észrevétlenek maradtak a
tudoményos életben. A nyolcvanas évek kozepétdl azonban, tobb munkacsoport kezdett
dolgozni kifejezetten telepatoldgiai rendszerek kifejlesztésén. Ezek koziil az egyik,
médiafigyelmet is kapé kisérlet (20. Abra), 1986-ban, Washingtonban zajlott. Az azéta
megsziint AFIP (Armed Forces Institute of Pathology) patolégusai fagyasztott minta

vizsgalatit végezték, a texasi El Pasoban elhelyezett, tivvezérelt mikroszkop irdnyitdsaval.
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200. Abra
A Washington Post udjsdgcikke a Washington és Texas kozotti sikeres telepatoldgiai

kapcsolatrél szamol be (1986. augusztus).

A fenti intézetek mellett, uttorOnek szamitdé és ma is a digitdlis patoldgia egyik
akadémiai kozpontja Chicagoban van. A chicagoi munkacsoport, a teriileten maig
legtobbett idézet kutaté, Ronald Weinstein vezetésével, 1986-ban, dinamikus képatvitelre
alkalmas, robotizdlt mikroszképot épitett[58]. 1987-ben, Norvégidban, a tromsoi
egyetemen hibrid (statikus képtovabbitd €s robotizalt mikroszkop) telepatoldgiai rendszert
kezdtek el épiteni, ami Norvégia északi teriiletein levd, kisebb koérhdzakat kotott 6ssze
egyetemi kozpontokkal, intraoperativ fagyasztott metszetek vizsgédlatdra[S9, 60]. Az elsd
gyakorlati megvaldsitist megélt, statikus telepatoldgiai rendszert Franciaorszagban
allitottdk fel.Kezdetben a dijoni régié korhazait kapcsoltidk Ossze, késObb orszdgossa
fejlesztették a halozatot, majd tengerentili partnereket (Martinique, Guadeloupe Szigetek)
is bevontak a telekonzulticiés korbe[61]. A korai telepatoldgiai rendszerek
0sszehasonlitdsakor kideriilt, hogy bar a statikus képekkel dolgoz6 forma Iényegesen jobb
képmindségli, azéltal, hogy nem ad teljes metszet hozzaférést a konzulens patolégusnak,
egyrészt a diagnosztikus biztonsdgot és igy az elfogadottsdgot csokkentette, masrészt
objektiven kimutathat6 volt a nagyobb diagnosztikus diszkrepancia az esetek
hagyomdnyos mikroszképon torténd vizsgdlata sordn[1, 9]. Az irodalmat attekintve azt is
l4thatjuk, hogy a képmindség — diagnosztikus tevékenység pontossdga kozti dsszefiigés,
mar kordbban is vitdkat valtott ki. Szdmtalan szovettani diagnézis felallitisdhoz

elegendOnek tartottak kisebb felbontdsi képeket, mig megfogalmazddtak azdta is
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problémasnak tartott teriiletek, példaul egyes koérokozok kimutatdsa[62]. Erdekes
megfigyelni azt is, hogy a technika korai alkalmaz6i nem gondoltdk (€s ma sem
gondoljdk), hogy a digitdlis mikroszkopia teljesen kiszoritja majd a hagyomdnyos
mikroszkopokat. Lehet, éppen ezért sokkal praktikusabban kozelitették meg az emlitett,
diagnosztikailag nehéz esetek kérdését, elOrevetitve annak a fontossdgat, hogy a
telepatoldgidaval foglalkozoknak elsOrendben azt kell majd felmérniik egy eset
vizsgalatakor, hogy az adott digitdlis kép mindsége megfelelo-e adott diagnosztikus
probléma megvalaszolasara[63].

A kilencvenes évek elejétol egyre tobb validdciés vizsgdlat indult a meglévd
rendszerek biztonsdgos hasznalatdnak felmérésére €s nem sokkal késObb tobb helyen
klinikai gyakorlatban is haszndlni kezdtek telepatoldgiai eszkdozoket. Dunn és munkatérsai
a milwaukeei Veterans Affairs Medical Centerben alakitottak ki telepatoldgiai allomast[7,
8, 64], Eurépdban Eusebi €s munkatarsai kezdtek konzulticids tevékenységet statikus
telepatoldgia alkalmazdsaval[S]. Megjelentek az elso, szerv/szovet specifikus validacids
vizsgalatok[26, 65-74]. Késébb citoldgiai és hematoldgiai mintdkon is probdlkoztak,
valtozé sikerrel[75-79]. A validaciés vizsgdlatok mellett elkezdtek kiépiilni azok a
tudasbazisok, amik az alapjait adjdk a ma interneten elérhetd korszovettani oktatdsi
anyagoknak[31, 40, 47, 52, 80, 81].

A 2000-es évek elejétdl egyre tobb mikroszképgyartd (Olympus, Nikon, Carl Zeiss)
és optikai mikroszkdpot nem is gyartd, kizardlag digitalis mikroszkopidval foglalkozé cég
(BDHITECH, Aperio) fejlesztett teljes metszet digitalizaldsara alkalmas eszk6zoket[82].
Ezek szamos kordbbi problémdt megoldottak, ugymint a diagnosztikus tévedések
lehetdsége szelektalt digitalis alloképek elemzésekor, vagy a konzulticidt kérd dllomason
asszisztencia valds ideji jelenléte a vizsgalatkor, robotizalt mikroszkép hasznalatakor. Mas
teriileteken azonban 1j problémak Iéptek fel. Ezek kozé kezdetben szdmitastechnikai és
mérnoki problémdk tartoztak. A teljes metszet digitalizdldsa az elsd szkennerekkel
hosszadalmas, akdr tobb o6rét igényld feladat volt. A keletkezé adatmennyiség a tobb szdz
megabyte (MB) és a gigabyte (GB)nagysdgrendbe tartozott, ami tiz évvel ezeldtt még a
fels0 hatarat jelentette az elérheté adathordozék kapacitdsanak. A  kiilonallo
munkadllomdsok hélézatokban vald Osszekapcsoldsa pedig, bar lehetséges volt, az
adatdtviteli sebesség a mainak toredéke volt[83-85]. Ahogy azonban ezek a technikai
jellegli problémédk megolddédtak vagy részben megoldddtak, egyre gyakrabban szerepeltek
a validaciés vizsgélatokban a digitdlis metszeteket hasznalé alkalmazasok. Ezek dltaldban

94-98% koriili diagnosztikus egyezésrdl szamoltak be, a ,gold standard” optikai
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mikroszképhoz viszonyitva [22, 86-91].A vizsgélatok djra és djra hasonlé eredményeket
adtak, annak ellenére, hogy kiilonb6z6 digitalis mikroszkdpokat, kiillonbozé monitorokat,
kiilonbozd eredetli mintdkat vizsgéltak kiillonbozo tapasztalatd patolégusok. Az utdbbi
idoben fogalmazodtak meg azok a vélemények, miszerint az eltlinni nem akaré eltérés oka
nem is a digitalis patoldgia jellemzdje, hanem a nem standard preanalitikai folyamatok
kovetkezménye. A vézolt felvetés azért kényes, mert a teljes patoldgiai munkafolyamat
olyan kritikdjat fogalmazza meg, ami messze tdlmutat egy 1j eszkoz, technikabevezetésén,
valamint, medicolegalis kérdéseket is felvet[92].

Legyen barmi is a diagnosztikus eltérések oka, amilyen batran alkalmaztuk a
digitalis metszeteket az oktatdsban, akkora dvatossdggal jartunk €s jarunk el tovabbra is a
technika rutin diagnosztikdba valé bevezetésénél. Ennek az oka nem az, mintha az
orvostanhallgatok képzése kevesebb gondossagot igényelne, hanem az, hogy mig eldbbi
esetben nagy gonddal, id6t és energidt nem kimélve vélogathatjuk a bemutatott
metszeteket, addig a rutin diagnosztika megnovekedett anyagforgalma mellett, a néhol
valtozékony preanalitikai munkafolyamatban, tobb 1€pcsOt automatizdlni sziikséges a
szkennelés folyamatdban. Az automatizédlt folyamatok mindségellendrzésének kérdése a
digitdlis patolédgidban nem megoldott. Jelenleg is vita zajlik a mindségi
minimumkovetelményeket megfogalmazé szervezeteknél, példaul az USA FDA
munkacsoportjaiban a digitdlis mikroszkopiai eszk6zok rutin diagnosztikdba torténd
bevezetését megeldzo sziikséges vizsgalatokrol. A rendeletalkoték dvatossagat jelzi, hogy
az FDA a digitalis mikroszképokat ,,Class III.”-ba sorolta. Hasonld, megolddsra var6
kérdés a szkennelés sordn 1étrejovo képek DICOM standard szerinti kezelése. (Részletesen
lasd: A digitdlis mikroszkop képalkotdsa, mindségi kovetelmények, standardok részben)

Sajat vizsgdlataink tervezésénél kiindulopontunk az volt, hogy bar egy eszkoz
rendelkezhet megfeleld haszndlati engedéllyel, az azt alkalmazni akar6 patolégidk

maguknak is fel kell mérjék, hogy sajat munkafolyamataikba beilleszthetd-e az 1) technika.

37



DOI:10.14753/SE.2015.1800

1.6. Digitalis metszetek alkalmazasa patologiai alapkutatasban - 3-
dimenziés szoveti rekonstrukciéo kronikus allograft vasculopathia
vizsgalatara

Az orvosi képalkotisban a kiilonb6zé kétdimenzids technikdk alkalmazasa
lényegesen elterjedtebb, mint a hdromdimenzids modszereké. JO példdk erre a
rontgenfelvétel, ultrahang vagy a patoldgiai munkaban a hagyoményos iivegmetszetek. A
fenti allitas a digitalis képalkotds megjelenése mellett is igaz. (digitélis radioldgia, digitalis
mammografia, digitilis metszetek, stb.) A digitalizacié megjelenése azonban lehetdvé tette
a 2D-s képek 3D-ba rendezését. A radioldgia teriiletén a 3D-s képalkotds elOnyei a
betegségek felfedezésében, stadiumok felmérésében elvitathatatlanok. A patoldgiai 3D-s
képalkotas, kiillonosképpen a digitdlis metszetek felhasznédldsaval Uj teriiletnek szamit és a
technika alkalmazédsanak lehetdségeit csak az utébbi idében kezdik kutatni.

Hérom dimenzids szoveti rekonstrukcids vizsgalataink sordn egy specidlis kisérleti
modszer technikai problémadjét akartuk megoldani. A transzplanticids patoldgidban az tun.
krénikus allograft vasculopathia (CAV — chronic allograft vasculopathy) a legfontosabb
elvaltozas, ami felel0ssé tehetd a késoi graft elégtelenségért. Az elvaltozas immunoldgiai
hatterének felderitése szdmos kutatdcsoport témdja; az egyik legelterjedtebb kisérleti
modell pedig az egér szivtranszplanticié, ahol az egér sziv korondria rendszerének
elvéaltozasait vizsgdljak[93-98]. A CAV sordn az intima megvastagoddsa figyelhetd meg,
amit a folyamat dinamikdjanak fiiggvényében kezdetben sejtdus infiltracié (T-sejtek, NK-
sejtek, fibroblastok, histiocytdk), késobb hegesedd sejtszegény fibrosis okoz, az ellétott
teriilet kronikus ischaemidjat maga utidn vonva. A CAV silyossidgdnak megitélése
morfoldgiai, mikroszképos vizsgdlat, aminek szdimos nehézsége ismert[99, 100].

Az egyik legnagyobb nehézség abbdl adddik, hogy az eleve kicsi, 10-15 mm-es
egérsziv teljes korondria rendszere is aprd, mikroszképos méretii. A CAV dltal leginkdbb
érintett, igy legjobban vizsgalhaté teriilet, a korondria eredés utdni kozvetlen szakasz
hozzdavetéen 1 mm hosszi és0,1 mm széles. Ezen erek fontossdga abban rejlik tovabba,
hogy méretilkben és szerkezetikben is a leginkdbb hasonléak az emberi sziv
intramyocardialis kisereihez, amik a human CAV reakci6 soran is a legérzékenybbek[101].
Ennek a kicsi érszakasznak a megtaldldsa igen nagy kihivds, igy a lehetdség a morfolégiai

vizsgélatok elvégzésére is sokszor esetleges.
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21. AbraEgérsziv sematikus abraija

Az eleve kicsi, 10-15 mm-es egérsziv teljes korondria rendszere is aprd, mikroszk6pos
méretll. A CAV dltal leginkdbb érintett, igy legjobban vizsgdlhatd teriilet, a korondria
eredés utdni kozvetlen szakasz (piros, kiemelt rész), pedig hozzdvetden 1 mm hosszu és 0,1
mm széles. A zold vonalak azt szemléltetik, hogy kiilonb6z0 metszési sikokkal hogyan

veszik el az érszakasz teljes-valds keresztmetszete vizsgalatdnak lehetOsége.

A transzplanticié utdn eltavolitott egérsziv pontos orientdldsa fontos 1€pés lenne a
kisérletben, azonban legtobbszor a keresett érszakaszok egyszeriien nem lathatdak, igy a
minta paraffinba dgyazasa véletlenszerli és nem keriil megfeleld keresztmetszetii korondria
a szovettani metszetekbe (21. Abra).Sokszor, még ha sikeriil is az orientdlds, lehetséges
hogy akorondria olyan szogben mutatkozik, amin pontos vizsgalatok nem végezhetoek. A
véletlenszerlien megtaldlt erek intima ,,vastagsdgainak” a mérése nagyobb varidciéhoz
vezethet, mint ami véltozdst maga a kisérleti bedllitds indokolna (22. Abra). Ahhoz, hogy
pontos méréseket végezhessiink, a korondridk valdodi keresztmetszeteinek megjelenitése
szitkséges. A 23. 4dbran, az euklédeszi geometria alapjan, azonban az is lathatd, hogy az ér
intima €s lumen abszolut vastagsagok mérése helyett azok ardnyszdma, barmilyen szogben

tortént leképezés sordan dllandé marad.
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érfal — intima
ér lumen
__atlés metszési sik

22. Abra. Atlésan metszett ér sematikus abraja
A véletlenszerien megtaldlt erek intima “vastagsdgainak” a mérése nagyobb varidciéhoz

vezethet, mint ami valtoz4st maga a kisérleti bedllitas indokolna.

Hasonl6 elv alapjan, a kiilonboz6é kisérleti eredmények Osszehasonlithatésaga
érdekében sziiletett meg a CAV stlyossdganak leirdsara hasznalt Neointima Index (NI). A
NI, az eredeti meghatdrozds szerint a neointimdlis teriilet (NA) és a neointimélis plusz
lumindlis teriilet (LA) hdnyadosdnak szdzszorosa (NeoArea / (NeoArea+LumArea) x
100)[94]. Bar teoretikusan a NI bevezetése a hamis ér Keresztmetszetekbol adodo
eltéréseket kikiiszobolné, a NI-t leird szerzok cikkiikben kiemelték, hogy vizsgalataikban

az atlésan megjeleno ereket nem mérték.

A

23. Abra. A NI szamitdsanak elve az euklideszi geometria alapjan.
Tertiiletek ardnyainak szamoldsakor, elvileg kikiiszobolhet6 az 4tlésan metszett ereken vald

mérésbdl ad6dé pontatlansag. (Roviditéseket lasd a szovegben!)
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Barmelyik eddig haszndlt mérési mddszert is hasznéljuk, ezek mind feltételezik,
hogy az erek egyenes lefutdstiak. Ez természetesen nincs igy és a kanyargds erek esetében
a mérési bizonytalansdgok tovdbb nének, amit a 24.Abra felnagyitva szemléltet és
bemutatja, hogyan adhat ugyanannak az érnek a vizsgélata két teljesen kiilonbozé NI

értéket, az érfal kiillonb6z0 magassdgaiban torténd atvagisa esetén.

24. Abra. NI szamitas ivelt, kanyargé érszakaszon
Ugyanannak az érnek a vizsgalata két teljesen kiillonbozé NI értéket adhat, az érfalnak

(kék) kiilonboz6 magassdgokban torténd atvagasakor (piros vonal).
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2. Célkituzések

Amikor 2004-ben elkezdtiink a teljes metszet digitalizdldst lehetdvé tevd
alkalmazasokkal foglalkozni, nem lehetett eldre 1atni, hogy a technika milyen irdnyba fog
fejlodni, mire lesz képes, a fejlodési iranyt magunk képesek lesziink e befolyasolni. Akkori
célkitlizéseink ennek megfelelden szerények voltak. Ahogy a teriilet kiilfoldi és hazai
fejlesztd1 egyre bravurosabb megoldasokkal 4lltak el6 €s emellett altalaban véve a
szamitastechnika is rohamléptekben haladt elére (nagyobb kapacitdsu adattar6lok, nagyobb
€s jobb mindségli monitorok megjelenése, informatikai halézatok adatétviteli sebességének
novekedése), a célok is merészebbek lettek. Kezdeti célkitlizés, a rendszer gradudlis
képzésbe vald bevezetése volt. Ezt kovette egy tobblépcsds, jelenleg is zajld, rutin
diagnosztikai alkalmazist megeldz6 validiciés vizsgdlat sorozat. Végill a digitdlis
automata képanalizis és a kiilondllé6 2-dimenziés digitdlis metszeteket 3-dimenzidban
megjeleniteni képes alkalmazdsokkal, olyan teriileteket kerestiink az alapkutatdsban, ahol

az emlitett eszk6zok Uj lehetdségeket adhatnak specidlis problémdk megoldasara.

Sorrendben:

e A digitdlis mikroszképia bevezetése az orvosegyetemi patologiai képzésbe a

Semmelweis Egyetem 1. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutat6 Intézetében.

e A (digitdlis mikroszkopia bevezetésének eldkészitése a rutin patoldgiai

diagnosztikdba — validacids vizsgalatok, kiilonos tekintettel, arra, hogy

o milyen lehetséges technikai hibdk vezetnek ismétldd6 diagnosztikai
tévedésekhez digitdlis metszetek hasznalatakor?

o Lehetséges-e meghatdrozni, hogy milyen eredetli mintdk, illetve festési
modszerek azok, ahol visszatérd diagnosztikai tévedések jelentkeznek
digitalis metszetek hasznélatakor?

o Milyen mértékben hatdrozza meg a digitdlis metszetet haszndlé diagnoszta
tapasztalata a visszatér0 tévedések gyakorisdgat?

o Milyen szubjektiv tényezdk, ha vannak ilyenek, zavarjdk a patolégusok

diagnosztikus biztonsagat digitdlis metszetek hasznalatakor?
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e Digitalis metszetek alkalmazdsa patoldgiai alapkutatisban — 3-dimenzids szoveti

rekonstrukcios vizsgdlatok

o Célunk volt a digitdlis patolégia technikai lehetdségeinek alkalmazasaval,
megfeleld és pontos kisérletes moddszer kidolgozdsa, a neointimalis

elvaltozasok silyossaganak felmérésére, CAV soran.
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3. Modszerek

3.1. Digitalis mikroszkopia a patoldgiai oktatasban
Intézetiinkben digitdlis mikroszképot oktatdsban eldszor a 2006/2007-es tanévben

alkalmaztunk. Ebben az id6ben nagyobb szdmitégép parkkal rendelkez6 labor csak elvétve
akadt a Semmelweis Egyetemen. A dolgozat szerzdje és fogorvostan hallgaté csoportja, a
Nagyvérad téri Elméleti Tomb egyik szamit6gép termében, a tavaszi szemeszterre eldirt
patologiai metszeteit digitdlis mikroszképokon vizsgdlta. A hallgatok lelkesedése mellett,
az Intézet lekoszond €s 1j vezetdje, Kopper Laszlo és Matolcsy Andrés is sziviigyének
tekintette a digitdlis patologia oktatisba valé bevezetését. 2007 nyardn, a szdvettani
oktatéterem teljes feldjitdsa keretében pedig kialakitasra keriilt egy teljes mértékben

digitdlis mikroszkdpidra atallt kérszovettani oktatéterem[36].

A Digitalis Oktatéterem eszkozei

Az Ujonnan kialakitott laborban 40 kereskedelmi forgalombdl beszerzett személyi
szamitogépet helyeztiink el. A szamitégépekben 3 GHz-es Intel Pentium processzor és
egyenként 1GB DDRII RAM memoria volt. A gépek 177-os LCD monitorral voltak
elldtva. A szamitogépeket ultragyors belso optikai hdlézaton kotottiik dsssze, Cisco 2970G
24TS-E kapcsol6ét haszndlva, 1 Gb/s atviteli sebességet elérve. A szamitégépek
Osszekapcsoldsara €s a gyakorlatok kiszolgdldsara haszndlt szerver proceszora egy 2.2
GHz-es AMD Phenom 9550 Quad Core volt, 2 GB FBD DDR2 RAM memdriaval. Az
oktat6i €s a hallgatéi szamitégépek mindegyikén Mirax Viewer metszet kezel program, a
szerveren a Mirax Slide Szerver folyamatosan frissitett verzidi futottak. A tanteremben

hasznalt szerverhez kiilso elérési lehetdséget biztonsagi okokbdl nem biztositottunk.

A digitalis metszetek eldallitasa

Az oktatéterem induldsa el6tti évben mar elkezdddott a digitalizdlasra vard
metszetek gyljtése. Ennek alapja, az eredeti kurrikulumban megjelolt elvaltozasok
keresése volt. Az addig haszndlt livegmetszeteken sokszor megfakult festéseket taldltunk,
repedezett vagy szkennelésre alkalmatlanul vastag targy- és fedolemezekkel. HozzdvetOleg
1000 metszetet kerestiink eld az archivumunkbdl vagy készitettiink j metszeteket. A
mintdk legtobbje Hematoxilin-eozin (HE) festett volt, de specialis festések (picrosirius,

PAS, kongo-voros), illetve immunhisztokémiai mintdk is bekeriiltek az els6dleges
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gyljteménybe. Egyes esetekben az orszdg mds patologiai intézeteibdl szereztiink be
mintdkat (pl. Pécsi Egyetem, Patoldgiai Intézet,vagy az Orszdgos Koranyi TBC és
Pulmonolégiai Intézet, Patolégiai Osztaly).

A szkenneléshez Mirax Scan-t haszndltunk;a tomorités mértéke, szkenner program
verzi6, az tjabb fejlesztések megjelenésével folyamatosan véltoztak. Altaldban véve a
hardwer vonatkozdsaban a leggyakoribb konfiguracié Hitachi 3-chip kamera és 20X Plan-
Apochromat objektiv haszndlata volt. A 20x-os objektiv lencse, 0,63-as numerikus
aperturaés a 0,5x kamera adapter Osszességében 0,465 micrometer/pixel képfelbontést
eredményezett. A tomorités mértéke kezdetben minimdlis volt, a szkenneléskor 90 JPEG
Quality factor alapbedllitast hasznaltunk. A szkennelés utdn a digitdlis metszeteket a sajt
szamitogép allomanyunkhoz igazitottuk. El0szor a digitdlis metszet alapjat adé kiilonallé
képkockdkat méreteztik 4t 1024x1024 pixelesre (igazitva azokat a monitorok
felbontdsdhoz), majd kiilonb6z6 JPEG tomoritésekkel probdlkoztunk, hogy jelentOs
méretcsokkenés mellet még nem vagy alig észrevehetd képmindség csokkenés
jelentkezzen. A ma hasznélt metszeteink tobbségét 40-50 JPEG Quality factor tomorités

mellett digitalizaljuk.

A digitalis metszetek hasznalata korszovettani gyakorlatokon

A gyakorlatok kezdetén mind az oktatd, mind a hallgatok szamitégépeiken
keresztiil a szerverhez csatlakoznak. Az oktatd 1étrehoz egy ugynevezett telekonzulticids
csoportot, amibe sajit neviikkel a hallgatok bejelentkeznek. Minden egyes elvdltozas és
metszet 4 1épésben keriil bemutatdsra (25. Abra).Az alapveté klinikopatolgiai ismeretek
Osszefoglaldsa utdn az oktaté szamitégépén megnyitja €s megosztja az éppen targyalt
metszetet. A megbeszélésnek ebben a fazisdban a metszeten valé navigdlashoz, XY
koordinataban mozgashoz, nagyitds valtashoz, kizarélag az oktaténak van joga. Az oktatd
kurzora a hallgatéi gépeken megkiilonboztetve, kinagyitva jelenik meg, segitve a
hallgatokat a megbeszélés kovetésében. Tovabbi lehetdség egyes teriiletek kiilon
kiemelésére annoticiok, jelzések elhelyezése a metszeteken. Ezek a jelzések barmikor
elkészithetéek a metszeten; a gyakorlatok alatt készitettek automatikusan, valés idében
megjelennek a hallgatok monitorain is. A hallgatdk sajat kurzorukat mozgatva, az aktuilis,
az oktato 4ltal beallitott latotéren beliil tovabbi, automatikus nagyitastérhetnek el, aminek a
képe a monitorokon kiilon ablakban jelenithetdé meg. Ezutdn az irdnyitott rész utdn, a
gyakorlaton a hallgaték 6ndllé munkdja kovetkezik. Atmenetileg lecsatlakoznak az oktaté

szamitogépérdl és maguk vizsgaljdk 4t a metszetet. A megbeszélés kovetkezd fazisaban
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azoknak a hallgatoknak, akiknek kérdése van a lattottakkal kapcsolatban, egyes szovettani
strukturdkat nem ismertek fel, lehet0ségiik van a konzulticié irdnyitdsanak &atmeneti
atvételére. Ekkor a hallgatd navigdl a metszeten és a bedllitott 1atotér jelenik meg a
konzultaciéhoz éppen csatlakozott szamitogépek monitordn. Az oktatd az irdnyitdst

természetesen minden pillanatban visszaveheti.

Oktato Hallgato

Felkészilés Annotaciok készitése
agya korlatra Telekonzultacios riport készitése

Az eltérés rovid 6sszefoglalasa
Abra anyag beillesztése
radiologiai képek
makroszképos képek
reprezentativ mikroszképos képek

A gyakorlat 1. Lépcsé: Iranyitott megbeszélés
2. Lépcsé: Onallo hallgatdi munka
3. Lépcs6: Megbeszélés, hallgatéi iranyitas
4. Lépcsd: Osszefoglalas, Telekonzultacios riport megosztasa

Felkészllés 24 oras Kiilsé hozzaférés az digitalis oktatasi metszetekhez
a vizsgara

www.pathonet.com
http://www.korb1.sote.hu/oktatas/aok/gyakorlatok/szovettan

25. Abra. A kérszovettani gyakorlatok menete digitalis metszetekkel
Az egyes pontokat aszerint csoportositottuk, hogy oktatéi vagy egyéni hallgatéi vagy

kozos munkat jelentenek.

A konzultaci6hoz hasznélt programban egy chat-ablak is beépitésre keriilt, ahol az
oktaté az Uj terminus technicusok leirdsit adhatja meg pontosan. A hallgatéknak
lehetéségiik van sajat haszndlatra alloképek elkészitésére és adathordozéra mentésre.
Tovébbi lehetdség az oktatd szdmdra dgynevezett telekonzultacids riport szerkesztése. A
program a digitalis metszeteken elhelyezett annoticidk exportjat képes elvégezni. Egy
telekonzultaciés riportban a metszet atnézeti képét, annotélt teriileteket és azok rovod
leirasat lehet megadni. Akdr minden egyes gyakorlaton uj riport készitheté és a

metszetkezel6 programon beliil a hallgatokkal megoszthato.

A digitalis metszetek folyamatos hallgatoi elérésének kialakitasa

A gyakorlatokon haszndlt szerver biztonsdgi okokbdl, kiils6 hdlézatb6l nem volt
elérhetd. Annak érdekében, hogy a hallgatok szdmara folyamatos hozzaférést biztositsunk
a digitalis metszetekhez, azokat egy kiilso internetes oldalra, a Pathonetre is feltoltottiik. Itt

strukturdlt médon lehetett a metszetek kozott keresni, azok mellé rovid leirasokat is
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csatoltunk. A Pathoneten a dedikalt feladatokat két kiilonallo, Osszekapcsolt szerver
szamitogép oldotta meg. Az egyik a weboldalak strukturdjat és a szoveges informdciokat, a
masik a digitdlis metszeteketet tarolta. Az elobbi szamitégép, a feladathoz igazitva kisebb
teljesitményti, 2GHz-es, Intel Xeon processzorral és 1GB RAM memdridval, Linux alapu
szerverrel, az utobbi, 5 GHz-es Intel processzorral, 2 GB RAM memodridval és 4 TB
hattértaroloval, Windows alapu szerverrel rendelkezett. A hallgatok internetes hozzaférése
teljesen nyitott és ingyenes volt. A metszeteket a sajat szamitégépiikre telepitett
Mirax/Pannoramic Viewerrel vagy egy egyszeriibb Java alkalmazdssal kozvetleniil a
bongészében tudtdk megnyitni. Az oldalon lehetséges volt telekonzultiaciés platformot
kialakitani, ahol, mintegy virtudlis osztdlyteremben szoOvettani gyakorlat volt tarthato.
2009-ben oktatdsi idon kiviil torténtek kisérletek ilyen virtudlis gyakorlatok megtartasara.
Bar technikai, szamitégépes probléma nem meriilt fel a gyakorlatok alatt, a metszetek
mozgatdsa gordiillékeny volt, az oktat6-hallgaté audiovizudlis kapcsolata egyéb
segédprogramokkal megoldott volt, a kurrikulum ilyen irdnyd megvaltoztatdsara javaslatot

nem tettiink.

Digitalis metszetek alkalmazasa a korszovettani vizsgak alkalmaval

A kollokviumok és a szigorlatok alkalmdval a gyakorlati vizsgarésznél digitalis
metszeteket hasznalunk. Erre a célra a 3DHISTECH Kft. E-School neviu, oktatasi-
vizsgdztatdsi, szerver alapu alkalmazdsdt haszndljuk. A program kifejlesztésében a
dolgozat ir6ja tevékenyen részt vett, a program specifikacio leirdsatdl kezdve a tesztelési
munkdkig, minden egyes 1épcsoben. A program lehetdvé teszi kérdéssorok Osszeallitasat,
zart és nyitott végli kérdésekbdl. A zart végl kérdések (egyszerli, tobbszoros vdlasztés)
esetében a program automatikus elemzést végez, megkonnyitve a dolgozatok értékelését. A
hallgatok két kiilonbozé platformon keresztiil férhetnek hozzd a kérdéssorokhoz: egy
gyakorl6 oldalon (E-School Practice) felkésziilhetnek a vizsgédkra, illetve egy zart, egyéni
autentikdciot megkoveteld, vizsga oldalon (E-School Exam) at. A kérdések és a vdlaszok
mindkét esetben randomizdlt moédon jelennek meg a hallgatonak. A kérdések
elkészitésekor lehetéség van teljes digitdlis metszetek csatoldsdra. igy példdul olyan kérdés
készithetd, ahol a vdlaszaddshoz a csatolt metszet egy strukturdjit kell megkeresni és
felismerni. Az ilyen mddon feltett kérdések megvalaszoldsa valddi, aktiv tuddst igényel,
ellentétben az egyszeres/tobbszords valasztasos tesztkérdésekkel, ahol a lehetséges

valaszok szamatdl fiiggden, bizonyos szdzalékot mindenféle felkésziilés nélkiil el lehet
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érni. Intézetiinkben a vizsgdk sordn a rendszernek kizdrélag a metszet random kiosztdsat

hasznaljuk, elvi okokbdl teszt vizsgit nem alkalmazunk.

A digitalis mikroszkép hallgatéi és oktatoi véleményezése

A digitalis mikroszkép haszndlatdnak oktatéi €és hallgatéi véleményezésére
készitettiink egy kérdoivet. A kérdoivek kitoltése onkéntes volt. (A kérdéseket a 21-22.
abrakndl soroljuk fel.) A legfontosabb szempontunk a kérdések Osszedllitisandl az volt,
hogy felmérjiik, a haszndlt programok mennyire felhaszndlobaratak, a digitalis
metszeteketmilyen mindséglinek értékelik, és hogy az oktatdk és a hallgatok mennyire
haszndljak ki a digitélis metszeteken valo oktatds adta elonyoket. Mivel hallgatéink az
anatomiai tanuldnyaik sordn tovédbbra is konvenciondlis optikai mikroszképokon
gyakoroltak, volt Osszehasonlitdsi alapjuk az optikai és digitdlis mikroszképok kozti
kiilonbségek megitélésére.

Az eredmények Osszegzése €s Osszehasonlithatosdga érdekében, egy kalkuldlt,
ugynevezett dltaldnos elégedettségi indexet hasznaltunk. A valaszolok altal a kérdésekre
adott pontszdmok és a kérdésekre adhaté maximdlis pontszdmok ardnydt neveztiik
attitiidnek. A szamitdst az oktatok és hallgatok esetében is elvégeztiik és abban az esetben,
ha egy oktatonak legaldbb 10 hallgat6ja részt vett az 6nkéntes felmérésen, akkor az oktat6i
€s hallgat6i attitidoket parban is elemeztiik. Fenti médszerekkel a bevezetés utani elso és
harmadik év utdn készitettiink felmérést.

Az oktatisban haszndlt metszetekhez kiils6 hozzaférést biztositd weboldal

latogatottsdgi adatait, oldalletltések szamat szintén megvizsgaltuk.

3.2. Digitalis mikroszkopia rutin patolégiai munkafolyamatokban
Kérdéseink megviélaszoldsira megterveztiink egy retrospektiv, 0Osszehasonlitd

vizsgalatot, melynek sordn a szkennelési folyamatok technikai paramétereit, diagnosztikus

pontossagot és diagnosztikus tévedések esetén a hiba relevancidjat elemeztiik.

A vizsgalatban résztvevok

Hét tapasztalt és egy fiatal szakorvos Oonkéntes alapon vett részt a vizsgdlatban. A
szenior patolégusok szakteriiletiikon 13-28 éve (atlag 21 éve) konzulensként dolgoztak.
Specidlis teriileteik sorrendben a kovetkezdek: hematopatoldgia, mdj patoldgia, tiidod
patologia, lagyrész patologia, emld patoldgia, vese patoldgia, gastrointestinalis és pancreas

patolégia. A résztvevd orvosokat mostantdl kezdve PathA, PathB,-... PathH jeloljiik.
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Minden résztvevd orvosnak volt kordbbi tapasztalata digitdlis metszetek haszndlatdval,
PathA és PathD kivételével pedig mindnydjan napi szinten haszndltik is azokat, mivel
Intézetiinkben oktatdsi tevékenységet végezve, a korszovettani gyakorlatokon kizaréan
digitdlis metszeteken torténik az oktatds. Két asszisztens volt megbizva a metszetek

szkennelésével, adatbazis és halozat kezeléssel.

Esetkivalasztas

Intézetiink archivumabdl Osszesen 306db, 1998 és 2007 kozotti rutin eset (125
kisbiposzids és 181 sebészi rezekcids minta) keriilt kivélasztasra (2. Tablazat). Az eredeti
diagnézis addsa €s a digitdlis diagndzis feldllitdsa kozott eltelt legalabb 24 honap elegendd
id6, hogy a rutin esetekre akkor se emlékezzen a vizsgéld, ha az eredeti diagnozist is 6
adta. (A College of American Pathologist legtijabb ajanldsa szerint a washout periédus
megfeleld, ha legaldbb 2 hét telik el az eredeti diagndzis és az ujraértékelés kozott).Az
esetek kivdlasztdsa random moédon tortént a SNOMED-L/M kédok alapjan, a korabbi
(MedSol elétti) patoldgiai informatikai rendszeriinkbdl. Az egyszerii esetek (appendicitis,
cholecystitis) kiszlirésre keriiltek. 1858 metszet (1062 H&E, 90 Giemsa, 533
immunhisztokémiai és 173 egyéb modon festett — PAS, Berlini-kék, picrosyrius, Masson-
trichrome) keriilt szkennelésre. Kenetek, citoldgiai mintdk a vizsgdlatban nem szerepeltek.
Az eseteket patolégusokhoz rendeltiik. PathA/B/D csak olyan eseteket vizsgalt, amik a
szakteriiletiiknek megegyezd, C/E/F/G patolégusok specidlis teriiletiikiin kiviili eseteket is
vizsgéltak (pl. bOr, pajzsmirigy, egyéb gastrointestinalis mintdk). A PathH jelzést, fiatal

szakorvos ezen utobbi csoportbdl kapott eseteket.

Hardver és szoftver eszkozok

A metszeteket a 3DH Scan 1.11 verzidju, nagyteljesitményt eszkozével végeztiik.
A szkennerben 3-chipes Hitachi kamera, 20x Plan-Apochromat objektiv, 0,5x kamera
adapter tartozott, 0,465 pm/pixel felbontdst eredményezve. A tomorités minimélis volt, a
szkenneléskor 80 JPEG Quality factor bedllitdst haszndltunk. A metszetek szkennelése, a
mintdk felismerése teljesen automatizalt volt, az asszisztensek mindOssze a metszetek
betoltésénél €s a folyamat végénél, a kivételnél avatkoztak be. Adatkezelésre és az esetek
értékelésére a 3DH, kereskedelmi forgalomba nem keriilt, DataBase (DB) programjat
hasznaltuk. A DB és a patoldgiai informatikai rendszer kozott kapcsolat nem allt fenn, az
esetek koédszdmmal voltak ellatva, igy a digitdlis diagndézist adé orvos az eredeti

leirasokhoz és diagn6zisokhoz nem férhetett hozza. A kiértékeléshez a patologusok asztali
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szamitogépeiket hasznaltdk. A szamitégépek specifikicidja a kovetkezd volt: 1.6 GHz Intel

- Dual CPU, 1 GB-RAM, 19" monitor, 120 dpi felbontds, 32 bit szinmélység.

2. Tablazat

Vizsgalt esetek szdma a lokalizaci6 fliggvényében (n)

Bor 58
Csontveld 10
Emlo 25
Felsd gastrointestinum 48
Lagyrész 22
Mij 25
Nyirokcsom6 18
Pajzsmirigy 16
Tudo 22
Vastagbél 32
Vese 30
Osszesen 306

A Kkiértékelési folyamat

1.
2.

A patologusok a hozzajuk rendelt eseteket a DB-bdl érték el.

Kezdetben csak azok a metszetek voltak hozzaférhetoek, amik az eredeti diagndzis
megéllapitdsakor elérhetdek voltak.

Minden tovabbi metszést, festést, immunhisztokémiai reakcidét, a rutin
munkafolyamatot modellezve kiilon kellett kérni. Ilyenkor tovabbi metszetek
digitalizdldsa és adatbdzisba toltése tortént.

A patolégusok leirdsokat és diagndzisokat adtak az egyes esetekhez.

Minden eset mellett kitoltottek egy értékeld lapot (3. Téblazat).

Miutdn minden diagndzis és adatlap rendelkezésre 4llt, egy konszenzus iilésen az
eltérben diagnosztizdlt eseteket udjraértékeltik. A  diagnosztikus hibdk
sulyossdganak mértékét a klinikai fontossdg fiiggvényében, aszerint allapitottuk
meg, hogy az eltéré diagndzis eltérd kezelési stratégiit jelentene-e, illetve van-e
prognosztikai kiilonbség az eltér6é diagndzisok kozott(4. Tablazat). Vizsgéltuk
tovabbd, hogy jelzett-e diagnosztikus bizonytalansagot a patolégus, akér rosszabb

képmindség, akar diagnosztikus komplexitds miatt.
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Képmindség
1-elfogadhatatlan
2-10SszZ
3-megfeleld
4-j6
5-kivélo

Az elégedetlenség oka
fokuszalatlan teriiletek
inkomplett scan
rossz szinhiiség
egyéb

Diagnosztikus biztonsag
1-bizonytalan
2-valészinll
3-biztos

Bizonytalansig oka
bonyolult eset

rossz képmindség

4. Tablazat

Magyarazat

kritikus hibék (teljes fokuszélatlansag, hidnyzo6 scan)
sulyos hibdk (nagy teriiletek fokuszalatlanok, hidnyzo részek)
diagnosztikus teriiletek megfeleldek, kisebb hibdk
diagnosztikus teriiletek kival6ak, kisebb hibak

a teljes minta hibatlan

eldontendd kérdések

(i/n)

(i/n)

(i/n)

(szabad szoveg)

Magyarazat

konzultacié sziikséges, nincs elképzelés a diagndzisrol
konzultéacié sziikséges a diagndzis megerdsitésére
nincs sziikség konzultacidra

eldontendd kérdések

(i/n)

(i/n)

Diagnosztikus hiba silyossdga

Tipus Leiras esetszam (n)
Tipus L. nem relevans inkoherencia - jelzett bizonytalansag 5

Tipus II. nem relevans inkoherencia - nem jelzett bizonytalansag 7

Tipus III. relevans inkoherencia - jelzett bizonytalansag 17

Tipus IV. relevdns inkoherencia - nem jelzett bizonytalansag 7
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3.3. Harom-dimenzios szoveti rekonstrukcié kronikus allograft
vasculopathia vizsgalatara
A rekonstrukciés vizsgédlatokat a Massachusetts General Hospitalban, Prof. Robert

Colvin laborjdval egyiittmiikodve végeztiik. A kovetkezokben leirt dllatkisérletes modell a
laborban folyé vizsgdlatok része volt. A rekonstrukcid metodikdja szempontjabdl az
immunoldgiai héattér nem bir jelentOséggel, a kisérlet reprodukdlhatosdga érdekében

azonban sziikségesnek tartom a modszer részletezését.

Egerek

B10.BR (H-2K), B6.129S7-RagltmlMom(B6.RAGI1-/-, H-2b) és C.FVB-Tg
(Itgax-DTR/EGFP)57Lan/J] (C.CD11c DTR, H-2d) egereket hasznaltunk (Jackson Lab.,
Bar Harbor, ME). A 8 és 12 hetes egereket pathogén mentes kodrnyezetben, automata
vizadagol6 ketrecben tartottuk, az Amerikai Laborallat Akkreditacids Bizottsdg elOirdsai

szerint.

Poliklonalis antitestek

A felhasznalt poliklonalis antitestek eldallitiséhoz B10.BR, B6 egereken el0szor
bortranszplantaciot végeztiink. Miutdn a graftok teljes kilokOdést mutattak, B6 egereket
immunizédltunk 2 x 106 B10.BR splenocytaval, kéthetes intervallumokban. A harmadik
periddus utdn, az egerek szérumat haszndltuk a B10 BR egerek ellen. Az antitestek
specificitdsat szovettenyészeten igazoltuk, B6 és DBA/2 (H-2d) egerek thymocytdinak

felhasznalasdval, flow cytometrids vizsgélatokkal kiegészitve.

Heterotép szivtranszplantacio

Az egér szivtranszplanticiot a korabban leirt mikrosebészeti eljardssal
végeztiik[102]. Roviden, a miitét sordn, a graft aorta és arteria pulmonalis dgakat a
recipiens infrarenalis aorta és vena cava erekbe szdjaztattuk, vég-az-oldalhoz formaban. A
hideg ischaemids periédus maximum 25 perc volt. A CAV reakcié kivaltdsdhoz két
modszert alkalmaztunk. A recipiens az els6 modellben (A-minta) B6.RAG1-/- egér volt,
amikben hidnyoznak az érett T és B sejtek és ebbe iiltettiik a B10.BR egérbdl szarmazo
szivet. A recipienst ezutdn a fent leirt mdédon nyert, B10.BR ellenes poliklondlis
antitesteket tartalmazé szérummal kezeltiik, haromszor egy héten 0,2 ml. ddzisban, a
kisérlet befejezéséig. Ebben a modellben a CAV kialakuldsit NK-sejtek indukdljak.
Kordbbi vizsgélatok igazoljdk, hogy donor specifikus, MHC 1 antigén ellenes
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monoklondlis antitestek CAV-ot véltanak ki NK sejteken keresztiil a transzplantélt
szivben[98, 103]. A madsodik modellben (B-minta) him C.CDllc DTR egér szivet
transzplantdltunk ndstény C.CDl1lc DTR egérbe, ami sordn a HY minor
hisztocompatibilitdsi antigén inkompatibilitds vezet a CAV kialakuldsdhoz. A him
specifikus HY minor hisztocompatibilitdsi antigént el6szor Eichwald és Silmserirta
le[104], szerepiiket egér sziv transzplantdci6 sordn kialakul6 CAV-ban tovibbi vizsgalatok

igazoltak[105].

A szovettani mintak kezelése

A graft sziveket a kisérlet 28. napjan tavolitottuk el és 10%-os formalinban fixaltuk.
Hérom kiilonbozé mintat hasznéltunk: egy-egy mintdt, afent leirt médon eldéllitva (A-
minta, B-minta), valamint him B10.BR egér nativ szivet (C-minta— kontroll. A minta nem
az immunoldgiai folyamat kontrolljaként szolgélt, hanem a szoveti rekonstrukciés modszer
beallitasdhoz haszndltuk.). Az A- és a B mintdkat magas olvaddspontu paraffinba dgyaztuk
(58°C, Tissue-Prep, Fisher Scientific, Idaho, USA), a szOvettani sorozatmetszéshez
hasznalt automata (Kurabo AS-200S Automated Tissue Sectioning System, Kurabo
Industries, Osaka, Japan) eldirdsai szerint. A C mintdt hagyomanyos parrafinba dgyazas
utdn manudlisan metszettilk. A metszetek egységesen 4um vastagsdgiak, HE-festettek

voltak. (A minta: 289 metszet, B minta: 122 metszet, C minta: 98 metszet.)

Metszet digitalizalas és 3D-rekonstrukcio

A metszeteket a Pannoramic Scan (3DH) eszkozzel digitalizaltuk. A Plan-
Apochromat 20x objektiv, 0.63x kamera adapter, 1x optovar nagyit6 és Hitachi HV F22CL
kamera haszndlatdval 0.369 um/pixel felbontdst értiink el. A képmindség javitdsa,
pontosabb fokuszdlds érdekében 5 sikd (5 x 0.2 pum) kiterjesztett fokuszd szkennelési
beallitast haszndltunk. A képtomorités a JPEG protokoll szerint tortént. Ezutan, szelektalt
metszeteken fluorescens szkennelést is végeztink, HXP120 fluorescens fényforrdssal
felszerelt Pannoramic szkennerrel. A digitdlis metszetek .mrxs formatumuiak voltak.

A 3D-rekonstrukci6hoz a pCore 3D programot hasznaltuk (MicroDimensions,
Miinchen, Németorszag). A program .mrxs formatumu digitdlis metszeteket kezel.
Kezdetben a teljes digitdlis metszeteket hasznaltuk, hogy éttekintd képet kapjunk a 3D-ba
rendezett sorozatmetszetekrdl. Ezen a nagyitdson a kiillonbozd érstrukturdk egymdashoz
valé viszonyat figyeltiikk meg, azonositottuk a korondridk eredését, a bifurkacids pontokat

és tovabbi vizsgalatokhoz vdlasztottunk relevéns teriileteket. Ezen teriiletek nagyitdsa utdn,
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nem csak az érintett strukturdk szdvettani szerkezete latszédott pontosabban, de a program
algoritmusa azt is lehetdvé tette, hogy a tovabbi szdmitégépes manipuladcidhoz minddssze a
kivalasztott teriiletekhez tartozé adatmennyiséggel kelljen dolgoznunk, igy lényegesen
gyorsitva a rekonstrukcids idot. (A primer rekonstrukcid, a tobbszdz digitdlis metszet
adattartalmanak — 10-30 GB — egyszerre val6 kezelése miatt, akar 10-30 percet is igénybe
vett.) A uCore program lehetové teszi tovabbd, hogy olyan virtudlis metszési sikokat
jelenitsiink meg, amiben a keresett korondridk valddi keresztmetszete vizsgalhatd. Az igy
megjelenitett korondridkon szdmoltuk a NI-t, az Image] program segitségével. A uCore
rekonstrukciés mintdkon 3 dimenzids objektumok térfogata is szamolhat6 volt. A CAV a
neointima és a lumen térfogatok ardnydban, a legpontosabb képet adhatja a folyamat
sulyossdgdanak megitélésében, toviabbd a Bevezetésben emlitett minden technikai

problémat kikiiszobol.

Statisztikai analizis

Statisztikai analizishez az IBM SPSS Statistics 20 szoftver csomagot hasznéltuk
(IBM, Armonk, NY, USA). Osszefiiggd folyamatos véltozdk esetében pdrositott t-tesztet
alkalmazunk. Fiiggetlen folyamatos valtozok kozotti statisztikai elemzéshez fiiggetlen-nem
parositott t-tesztet €s altalanos linedris multivariancia analizist hasznaltunk. A p értékeket

0.05 alatt fogadtuk el szignifikdnsnak.
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4.Eredmények

4.1. Digitalis mikroszkopia a patolégiai oktatasban

A digitalis mikroszko6p hallgatéi és oktatéi véleményezésének eredményei

Az els6 év utdn 116 hallgaté (116/268), a harmadik év utdn 112 hallgaté (112/334)
és 8 oktaté (8/12) toltotte ki a kérddivet. Az eredményeket a 26.Abra foglalja Gssze.
Megallapithat6, hogy mind a hallgaték, mind az oktatéok korében hamar elfogadottd vélt a
digitdlis metszetek haszndlata korszovettan oktatdsban. Az eredményekbdl kiolvashat6 a
kordbban emlitett, nagyobb képtomorités haszndlata, ami a képmindség értékelésében
észrevehetd romldshoz, de a digitdlis metszetek kezelésének gyorsuldsdhoz vezetett,
ugyanazon technikai konfiguracié mellett. Lathato, hogy az oktatdk kritikusabbak voltak a

metszetminOség kérdésében a hallgatéknal.

] 2007/2008 oktatasi ev

] Bl 2009/2010 oktatasi év
. - hallgatok

= [0 2009/2010 oktatasi év
- oktatok

a b C d e f g

26. Abra. A digitalis mikroszkép hallgatéi és oktatéi véleményezése.

Lehetséges valaszok 1-10 kozotti skalan mozogtak, ahol a nagyobb osztdlyzattal a digitalis
mikroszkdp, a kisebb osztalyzattal a hagyomanyos mikroszkop preferalasat lehetett jelezni.
Az 5-0s érték, a ,nincs kiilonbség a mddszerek kozott” jelentéssel birt.Az alkalmazott
kérdések: A- Mennyire szerettél a digitalis mikroszképpal dolgozni? B- Osszehasonlitva
optikai mikroszkoppal, mennyire szerettél digitdlis mikroszképpal dolgozni? C- Mennyire
taldltad felhaszndlobardtnak a digitdlis mikroszképot? D- Osszehasonlitva optikai
mikroszkdéppal, mennyire felhaszndlobarét a digitalis mikroszkop? E- Milyennek értékeled

a digitdlis metszetek képmindségét? F- Milyennek értékeled a digitdlis metszetek
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kezelésének a sebességét? G- Mennyire volt segitségedre a metszetek otthoni elérése a
vizsgédra valo felkésziilésben? Osztalyozasi skala 1-10-ig: semennyire — nagy mértékben
(2007/2008 évben a kérdoivet csak hallgatok toltotték ki.)

Sajndlatos modon a hallgatoknak csak kis része haszndlja az ©ndllé munkat
lehetdvé tevd és a konzultacid irdnyitdsdt dtvevd funkcidkat, de tobben készitenek sajit

maguk szdmdra galéridt a bemutatott metszetekrél készitett fotokb6l(27. Abra).

] 2007/2008 oktatasi év
Hl 2009/2010 oktatasi év

70% | [ ]
50% |
30% :
10% :
a b c

27. Abra. Hallgatéi aktivitas.
A- Lecsatlakozol a konzultaciordl, hogy magad nézd 4t a metszetet? B- Vetted mar at az
irdnyitast a gyakorlat megbesz€l€s része alatt? C- Készitessz sajat magad szdméara képeket

a szovetmintakrol?

Erdekes megfigyelni, ahogy az egyes oktaték pozitiv attitiidje a digitalis
mikroszképidhoz novekszik, tgy javul a csoportjukba tartoz6 hallgatok attitlidje is. (28.
Abra)

I oktatoi attitiid
MW hallgatoi attitiid

E G A F L B

28. Abra. Oktatéi és hallgatéi attitidok.
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A nagybetiik (E, G, A, F, L és B) azokat az oktatdkat jelolik, akiknek a csoportjabol
legaldbb 10 hallgaté vdlaszolt a kérddivekre. n = 16(E), 12(G), 18(A), 16(F), 11(L), 13(B).

A digitalis oktat6i metszetek Kkiilso elérését biztosité szerver adatainak elemzése

A kérdoéivekben arra vonatkozdan is voltak kérdések, hogy a hallgatok hogyan
haszndljak a Pathonetre feltoltott metszeteket. A 2007/2008-as tanévben a hallgatok 97%-a
hasznalta legaldbb egyszer az oldalt és a vizsgdra val6 felkésziilés tekintetében 10-es
skalan 8,86-ra értékelték annak hasznossagat. A harmadik évben hasonl6 j6 eredmények
sziilettek, 98%-o0s hasznalati ardnyt és 9,22 hasznossagi értéket mutatva.

APathonet latogatasi adatainak vizsgalata objektivebb elemzést is lehetdvé tett. A
29.Abraa 2007-2008-2009-2010-es évek azonos periédusiaban mutatkozé oldal letoltési
statisztikdjat mutatja. A csticsok jellemzéen vizsganapok eldtti napokat jelolnek.
(Erdekességként elmondhat, hogy a téli kardcsonyi iinnepek vagy nydron nagyobb

sportesemények kimutathaté médon véltoztatjdk meg az 4tlagos trendeket.)

Il oldal letdltések / éves atlag

oldal letdltések / havi atlag
oldal letéltések / nap

10000 10000

8000 8000

6000 6000

4000 4000

2000 2000

2007. 2008.

10000 10000

8000 8000

6000 6000

- /\/\ M -
2000 ; i \/ U 2000
0 0 _

20009. 2010.

29. Abra. Oldalletoltések szima a Pathonet oldalrél.
2007-2008-2009-2010, nyéri vizsgaiddszak, azonos 30 nap. Hallgaték szdma az egyes
években: 2007/2008: 268, 2008/2009: 326, 2009/2010: 334.
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4.2. Digitalis mikroszkopia rutin patolégiai munkafolyamatokban

Technikai eredmények

Az 1858 digitalizalt metszet szkennelt teriilete 5193 cm’ volt, az 0sszes szkennelési
1d6 6824 percet tett ki, igy atlagosan 0,76 cmz/perc szkennelési sebességgel szdmolhatunk.
Osszesen 1621 metszet keriilt értékelésre a digitalis diagnézis felallitisakor. A fennmaradé
metszeteket (specidlis festések, immunhisztokémiai reakcidk) a patolégusok nem kérték az
értékeléskor. Az 1621 metszet mindsége dtlagosan 4,43/5 volt. 42 metszet esetében az
elégedetlenség oka az volt, hogy diagnosztikailag fontosnak tartott teriileteken a kép
fokuszalatlan volt. 5 esetben diagnosztikailag fontos teriiletek inkomplett szkennelése

tortént, 14 esetben a rossz szinmindség volt a pontos diagnézis adasanak gitja (30. Abra).

Rossz képmindség (n) [

Inkomplett scan (n) M

Diagnosztikus teriletek fékuszalatlanok (n)
Atlagos mindség (x/5)

.9 4.6 4.42

l. . . V. V. VI Vil Vil IX. X.
30. Abra. A digitalis metszetek minéségének részletes elemzése.
Oszlop I.: 6sszes metszet; Oszlop II.: inkoherens esetek metszetei; Oszlop III.: 6sszes HE-
metszet; Oszlop IV.: inkoherens esetek HE-metszetei; Oszlop V.: dsszes immunreakcio;
Oszlop VI.: inkoherens esetek immunreakcidi; Oszlop VIIL.: Osszes Giemsa metszet;
Oszlop VIIL.: inkoherens esetek Giemsa metszetei; Oszlop IX.: Osszes egyéb metszet;

Oszlop X.: inkoherens esetek egyéb metszetei.
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Diagnosztikai eredmények

Hatvanhdrom esetben (20,6%) taldltunk kiilonbséget az optikai mikroszképon
sziiletett diagndzis (OD) és a digitdlis mikroszképon sziiletett diagnézis (DD) kozott.
Ezeket diszkordans eseteknek neveztik. A konszenzus iilések alkalmdval ezeket az
eseteket uUjraértékeltiik és arra jutottunk, hogy 36 esetben (11,7%) az OD, 27 esetben
(8,82%) a DD adta a helyes diagndzist. Elobbieket inkoherens eseteknek, utdbbiakat
atértékelt eseteknek neveztilk. Az atértékelt esetek tovabbi vizsgdlatatol eltekintettiink,
vizsgalatunk célja nem az intézet diagnosztikai tevékénységének mindség-ellendrzése volt.
Az eset bonyolultsigdbdl adédé diagnosztikus bizonytalansiagot 48 esetben (15,7%)
jeleztek a vizsgédlé orvosok. Ezek olyan esetek voltak, amiket a rutin munka sordn
konzultaciéra vittek volna. Rossz képmindségbdl adédd bizonytalansdg mindossze 15
esetben (4,9%) jelentkezett. A tovdbbi eredményeket 3 kiilon részben mutatjuk be,
eredetileg feltett kérdéseinknek megfelelden; a hiba tipusdra, a mintdk eredetére és a

patologus kompetencidjara fokuszalva.

A hibdk tipusai
A diagnosztikus biztonsag atlagosan 2,7/3 volt az Osszes vizsgalt esetre nézve,
mikdzben csak 1,94/3 volt az inkoherens eseteket szdmolva. A 31. Abra bemutatja, hogyan

fligg 6ssze a diagnosztikus biztonsdg, a HE metszet mindsége és a hiba tipusa.

A mintdk eredetének szerepe

A legpontosabb eredményeket majmintak értékelésénél kaptuk, ahol mindossze egy
darab III. tipusu hiba volt. Viszonylag rossz eredmények sziilettek csontveldi, lagyrész és
pajzsmirigy mintdk esetében. A legtobb diagnosztikus bizonytalansdg a gastrointestinalis
és pajzsmirigy mintdkndl jelentkezett. A 32. Abra egyiitt mutatja be az egyes szervekre
vetitett inkoherencia értékeket, az Osszes Ujraértékelt eset ardnydban, a diagnosztikus

bizonytalansdgot és a HE metszetek mindségét.
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esetek (%) |
HE-metszetek minésége (1-5)
diagnosztikus biztonsag (1-3) []
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inkoherens eset
31. Abra
A digitdlis HE-metszetek mindsége és a diagnosztikus biztonsdg a diagnosztikus hibdk
fliggvényében.
inkoherens esetek Osszes Ujraértékelt Diagnosztikus HE-metszetek
az eredet szerint eset (%) biztonsag (1-3) mindsége (1-5)
(%) ~ — e -
% 1-5
W 145
25,00
14
+ 35
20,00
13
15,00 +25
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11
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32. Abra

Inkoherencia, a HE-metszetek mindsége €s a diagnosztikus biztonsdg a minta eredetének
fliggvényében. Az Osszes eset 8,82%-aban a konszenzus dontés a digitilis diagndzissal

egyezett és feliilirta az eredeti diagnézist. (Ujraértékelt esetek — egyenes vonal)
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A patologus szakmai kompetencidjdinak szerepe

Megvizsgaltuk a patolégusok tapasztalata és a diagnosztikus eredmények kozotti
Osszefiiggést, tovabba, hogy a patolégus kompetencidja egyes teriileteken hogyan
befolyasolja az értékeket. Az igy értékelt esetek koziil kizartuk azokat, amiknek DD-t nem
a teriileten jartas patolégus adott. Az inkoherens esetek szdma 30%-kal, a IV-es tipust
hibdk el6forduldsa 23%-kal csokkent. A legtapasztaltabb patologus (PathG) esetében a
nem teriilet specifikus esetek kivalogatdsa utdn hibatlan DD eredményt kaptunk. Ebben a
korben a mésodik legjobb eredményt a masodik legtapasztaltabb patolégus érte el (PathB)
(33. Abra). A legrosszabb eredményei a fiatal szakorvosnak sziilettek, 2,39/3 diagnosztikus

biztonsagot és 16%-o0s inkoherencia értéket adva.

inkoherencia (%) M HE-metszetek minésége (1-5) O diagnosztikus biztonsag (1-3) Bl
nem specifikus esetek Ml nem specifikus esetek nélkil (1-5) @ nem specifikus esetek nélkul |
nélkil (%) (1-3)

30

25 4

20 +

Osszes eset  C-patologus E-patolégus F-patolégus G-patolégus

33. Abra.A patolégus kompetenciajanak a szerepe.

Az abran azok a patolégusok szerepelnek, akik szakteriiletiikon kiviil es6 eseteket is
értékeltek. Az egyes patologusokhoz rendelt esetek koziil kizarva azokat, amik nem
szakteriilet specifikusak voltak, jobb koherencia értékekmutatkoztak. Nem volt 1ényeges
eltérés az igy értékelt eset halmazban a diagnosztikus biztonsdg €s a HE-metszetek

mindsége kozott.
A fentiekkel nem magyardzhatdan, szignifikdns negativ Osszeffiiggést taldltunk a

szenior patoldgusok (PathA-PathE) években mért tapasztalata és a DD diagnosztikus

biztonsaga kozott (34. Abra. Spearman rank R: R =-0.140, t(N-2) = -2.346, p = 0.019).
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34. Abra

A patolégusok években mért tapasztalata és a diagnosztikus biztonsag kozotti 0sszefiiggés.
PathA — 20 év, PathB — 25 év, PathC — 22 év, PathD — 24 év, PathE — 13 év, PathF — 15 év,
PathG — 28 év.

A patologusok szubjektiv értékelése

A vizsgédlat sordn haszndlt adatbdzis kezelé rendszer lehetévé tette a
patolégusoknak, hogy egy szabad szoveges beviteli mezobe megjegyzéseket irhassanak be.
Két tipusti megjegyzést emeliink ki. Az egyik, érdekes mddon a digitdlis metszetek kisebb
nagyitdson adott rosszabb képmindségére vonatkozott. Olyan esetekben, ahol méretben
nagyobb strukturdk csak kisebb nagyitds mellett értékelhetdek, példaul nyirokcsoméknal a
germinativ centrum koriili egyes zondk expanzidjakor, a kép elmosddottnak, nehezen
értékelhetonek tlint. A probléma lehetséges magyardzatit a Megbeszélés részben
targyaljuk. Masik visszatér0 megjegyzés a metszet megjelenitd program haszndlhatosagara
vonatkozott. Kideriilt, hogy azok, akik csak az egeret hasznéltdk a metszetek és az esetek
irdnyitaséra, azok a digitdlis metszetekkel valé6 munkat lassabbnak értékelték azokndl, akik
a billentylizet funkcidit is alkalmaztdk. A harmadik dimenzié, a mikrométer funkci

hidnyéat senki nem jelezte zavard tényezonek.
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4.3. Harom-dimenzios szoveti rekonstrukcié kronikus allograft
vasculopathia vizsgalatara

Egér koronaria erek virtualis keresztmetszeteinek eléallitasa

Sorozatmetszetek digitdlizalasaval sikeresen rekonstrudltuk egerek korondria
rendszerét haromdimenzioban. A puCore szoftver segitségével képesek voltunk virtuélis,
val6jaban valds keresztmetszeti képeket elddllitani a CAV 4ltal érintett korondria
szakaszokrol(35. Abra).

A mintdk rekonstrukcidja, a CAV 1ézidk lokalizaldsa €s a koronariak virtualis/valds
keresztmetszeteinek elkészitésa utdn, mind az eredeti, mind a rekonstrudlt képeken
kiszamitottuk a NI-t, 6sszesen a korondridk 28 kiilonb6z6 magassagaban (1-14: proximalis,
15-28: disztalis szakasz), két mintdn (A, B). Az eredmények statisztikailag kiilonboztek a
korrigalt és a nem korrigalt keresztmetszeteken szdmolva [t(55)=-5.343, p=2.0e-06] (t=-
5.343, df/degree of freedom-szabadsdgi fok= 55, p= 0.000002).

Mind a konvenciondlis, mind a rekonstrudlt metédust alkalmazva, magasabb NI
volt mérhetd a korondridk proximdlis szegmensén, Osszehasonlitva a disztdlis
szegmenssekkel (3. Tédblazat). Konvencionalis mddszerrel, a két mintat egyiitt értékelve
86.31 = 12.06, illetve 72.26 + 10.00 NI értékeket mértiink, a proximdlis és disztalis
szakaszokon (p=1.7e-05). Ezzel szemben a rekonstrukcidos médszerrel a NI 88.71 + 10.28

volt proximadlisan és 88.51 + 10.03 disztalisan (p=0.940).
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35. Abra.Rekonstrukcié a pCore szoftver segitségével

A.Eredeti megjelenités xy/xz/zx sikokban és 3D-ban (A minta, 289 metszet
rekonstrukcidja). B.Az xy/xz sikokban latott képek valdjdban 4tlésan metszett erek
lumenét mutatja. C. A 3D rekonstrukcié sordn az eret a valddi keresztmetszeti sikjdba
forgattuk be. D. A rekonstrukcié és beforgatds grafikus magyardzata. E-F. Ferde és
kanyarodé ér 3D rekonstrukciéja (B minta, 122 metszet rekonstrukcidja) és grafikus
magyardzata. Az xy-sikban(bal fels6 kép) latott keresztmetszet valgjaban a gorbiilo ér felso
konvexitdsdnak dtmetszete. Ilyen esetben, ahogy azt kordbban leirtuk, a konvenciondlis

technikdkkal nem lehetséges a NI pontos mérése.
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A két modszert Osszehasonlitva szignifikdns kiilonbséget lattunk a koronaridk
disztalis szakaszain mért NI értékek vonatkozasaban (konvencionalis: 70.62 + 10.35 vs.
rekonstrudlt: 97.80 + 1.39) a masodik minta (B) esetében (p<0.001) (5. Téblazat). A B
mintdban, az eredeti metszetekben gorbiild korondria, ferde metszési sikokban keriilt
leképezésre. Ahogy feltételeztiik, ilyen esetben konvenciondlis mddszerrel nem lehet
pontosan megitélni a NI-t. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a konvenciondlis médszerrel mért

NI-k nagyobb variablilitdst mutatnak a rekonstrudlt médszerrel mért NI-ekhez képest.

5. Tablazat
NI értékek az A és B minta CAV érintette korondaria szakaszain, konvenciondlis €s

rekonstrukciés modszerrel mérve.

teljes hossz proximalis disztalis rész
rész
konvencio-  3D- p konvencio- 3D- p konvencio- 3D- p
nalis rekonstruk- nalis rekonstruk- nalis rekonstruk-
modszerrel  cibval modszerrel cioval modszerrel cioval
A-minta | 75.24 +7.23 78.94 +3.36 0,42 |76.31+2.44 78.66 +1.37 0,98 |73.68+9.82 79.22+ 0,27
4.63
B-minta | 83.33 + 98.28 +1.10 0/96.31+9.00 98.77+0.32 0,97 |70.62+ 97.80 0
16.18 10.35 1.39
A+B 77.09 £5.89 90.81 * 0]86.31+ 88.71 0,83 |72.26 = 88.51 0
minta 13.63 12.06 10.28 10.00 10.03

A rekonstrukcié lehetové tette tovabba, hogy az egér korondria rendszer pontosabb
anatomidjat is megvizsgdljuk. Az aortdbdl eredve, két nagyobb korondria 4gat
azonositottunk, melyek koziil az egyik az eredés utan nem sokkal két nagyobb dgra oszlott.
Ez hasonl6 a human RCA, LCA — LAD/CX konfiguraciéhoz. Kisérleteinkben a CAV
1éziok nem csak egyes korondridk eredéshez kozelebbi teriiletein voltak sulyosabbak,
hanem a nem eldgaz6dd édgakon voltak kifejezettebbek, mig az eldgaz6d6 korondridk
Iényegében érintetlenek maradtak. A jelenség pontosabb megértéséhez, illetve, hogy az
milyen szerepet jatszik a CAV kialakuldsaban, tovdbbi, nagyobb mintaszamu vizsgalatok

sziikségesek.
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Neointimalis térfogat index (NVI — neointimal volume index)

A mintdk 3D-s rekonstrukcidja utdn, egyes részek térfogatdnak mérésére is
lehetdség volt. Az eredeti NI szdmitdsat alapul véve, megalkottuk a Neointimalis térfogat
index (NVI) fogalméat. Ez az index, a neointimdlis térfogat és a neointimdlis, plusz
lumindlis térfogat hanyadosa, szdzzal szorozva. A 3D program algoritmusét haszndlva, dn.
voxeleket (pixel volume), voxel csoportokat szegmentdltunk. A szegmentédlds a
gyakorlatban annak felelt meg, hogy egyes voxeleket egy keresett elemhez (neointima,
lumen) soroltuk vagy a hattér elemeihez (példdul tunica media). Egyes referencia voxelek
megjelolése utdn, a program szegmentdcios algoritmusa automatikusan értékeli a kijelolt
teriileteket, a voxelek térfogat gradiense €s szin intenzitdsa alapjan. A kezdeti, manudlis
bedllitds és ellendrzés, jelenleg elkeriilhetetlen 1€pés a szdmitdsi folyamatban, mivel,
kiilonosen a neointima - tunica media hatiron a voxelek intenzitds gradiense nagyon
alacsony; a neointima €s lumen hatiron ez az érték nagy, igy ott a szamitdsok is
egyszerbbek. A 36., 37. dbrdk szemléltetik azA-minta egy kivdlasztott korondria
szegmensének neointima és lumen térfogatait. A kivdlasztott szakaszon a NVI 59.705
(Vneointima=153.952 voxel;Vneointima+lumen=257.856 voxel.). Tovabbi volumetrids

méréseket nem végeztiink.

36. Abra.3D rekonstruilt érszakaszban a neointima megjelenitése.
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37. Abra.3D rekonstrualt érszakaszban a lumen megjelenitése.

Virtualis koronarografia

A nCore programba beépitett képmanipulacids technikdkat alkalmazva (kiilonb6z6
szinkomponensekre vald szirés és az egyes rétegek attetszové tétele), az egér
korondriarendszer teljes 3D-s megjelenitését sikeriilt elérniink, mintegy virtudlis

koronarografit készitve (38. Abra).

38. Abra. Virtualis koronarografia 3-dimenzios rekonstrukcio utan.

Az édbrakon jol kivehet6 a két f6 korondria g, az oszldst nem mutato jobb fotorzs (csillag)

és az eredése utan szétvalo bal fotorzs (Kkor).
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A HE metszetek fluorescens szkennelésekor, ahogy arra szamitottunk, a kollagén
strukturdk erds autofluorescencidjat tapasztaltuk. A scenneléskor DAPI, FITC, és
Rhodamine filterek kombindciéjat haszndlva (Expozicidés idd, excitdcidés és emisszids
hullamhossz, sorrendben: 500 ms, 365/445 nm; 100 ms, 470/525 nm; 550 ms, 550/605
nm), a lamina elastica a kornyez6 strukturdkhoz képest er0sebb jelet adott, igy lehetOség
volt a neointima — tunica media hatar feltiintetésére(39. Abra).Szelektélt metszeteken

komplett 3D-s rekonstrukcidt is végeztiink a fluorescens szkennelés utan.

39. Abra
HE-festett metszeten egy érszakasz képe fluorescens scennelés utan.(Kor: érlumen, csillag:

neointima, nyil: lamina elastica interna.)
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5. Megbeszélés

5.1. Digitalis mikroszkopia a patoldgiai oktatasban
A képi informaciok digitdlis rogzitése, megosztasa és manipuldldsa uj korszakot

hozott a medicina szamos teriiletén. A digitdlis metszetek ezen beliill egyre nagyobb
elfogadottsdgnak oOrvendenek oktatdsban, kutatdsban és bizonyos esetekben, ahogy azt
késobb latni fogjuk, a rutin diagnosztikdban is. A digitdlis metszetek eldnyei eldszor az
oktatdsban jelentkeztek, az 0j alkalmazds hodit6 utja is az osztdlytermekbdl indult. Sajit
eredményeink is bizonyitjak, hogy a digitdlis metszetek konnyen illeszthetdek a
koérszovettani oktatdsba. Vizsgélataink kiemelik az emberi tényezdfontossdgat is abban,
hogy egy Uj technika sikeressé valhasson, amit aldtdmaszt, ahogyan az oktatok attitiidje
befolyasolta hallgatéik attitlidjét a digitdlis metszetek elfogadasdban.

A kezdetben alkalmazott tomorités fokozdsaval jol lathatéan csokkent a digitdlis
metszetek altaldnos mindsége, de novekedett a metszetek kezelésének gyorsasidga. Ez
olyan kompromisszum, amit minden digitdlis metszeteket haszndl6 oktatdsi intézménynek
magdnak kell meghoznia, figyelembe véve sajat infrastruktirdjanak adottsigait. Ugy
gondoljuk azonban, hogy a digitdlis metszetek mindségének romlasa csak a relative nagy
300-400-szoros nagyitdsokon, vagy felettevolt érzékelhetd, amit a legtobb oktatéteremben
hasznalt optikai mikroszkoép, az édltalanosan hasznalt legnagyobb 20x objektivekkel eleve
nem volt képes elérni.

A kiilso digitdlis metszetek elérését biztositd internetes oldal folyamatosan
emelkedd oldal letoltési eredményei objektiven bizonyitjdk, hogy a rendszer sikeres
adaptaldsa megtortént.

Annak érdekében, hogy megértsik ennek a sikernek az okat, sziikséges
megvizsgalnunk, milyen elonyei vannak a digitdlis metszeteknek a hagyomanyos
metszetekkel szemben az oktatds vonatkozdsdban és milyen esetleges hatranyai vannak.
Utébbi kozé sorolhatd, hogy egy digitdlis oktatoterem kialakitdsa pénziigyi befektetéssel
kezdddik. Szamitdégépek, szerverek vasdrldsa, hdlozat kiépitése, metszetek digitalizélésa,
esetleg szkenner vdasdrldsa. Tovabba felmeriil, hogy a teljes digitdlis atallds azt
eredményezné, hogy addig, amig a rutin diagnosztikiban nem valtja fel az optikai
mikroszkopokat a digitdlis mikroszkép, addig hatranyos lehet, ha a patologus
szakorvosjeloltek hagyomdnyos mikroszképpal eloszor a specidlis képzésiik kezdetén

taldlkoznak. Meggy0z06désiink, hogy az oktatds vonatkozdsdban az elonydk messze
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ellensilyozzdk az emlitett hatrdnyokat. Ezek az eldnyok alapvetden két nagy csoportba
oszthatéak. Az els6be azok a jellemzOk tartoznak, amikkel egy optikai mikroszkop is bir,
de digitdlis parja jobb mindségben produkdlja. A mdasodik csoportban pedig olyan

tulajdonsagokattaldlunk, amik kizdr6lagosan a digitdlis mikroszképokra jellemzdek.

OKTATASI ELEMEK, AMIK DIGITALIS METSZETEK HASZNALATAKOR JOBB
MINOSEGBEN VAGY EGYSZERUBBEN PRODUKALHATOAK

Metszetek egyszeriibb kezelése, oktatdsi eszkozok standardizdldsa

Egy dtlagos szoOvettani oktatoteremben40 mikroszkopot €és 40 metszetsort
haszndlnak, a kurrikulumban, minimdlisan 100 metszet megbesz€élése torténik. A 40
hallgat6 40 metszetsora 4000 metszetet tartalmaz, amiket folyamatosan kell karbantartani,
hidnyzd, eltort, kifakult festésii metszeteit cserélni. A 40 mikroszkép karbantartdsa tovabbi
feladat és koltség.Az orvosképzés az egyik legdrigdbb egyetemi képzés. Az oktatdsba
egyre nagyobb szdmban keriilnek be tanulmanyaikat maguk finanszirozé hallgaték. A
hallgatokjoggal varjdk el, hogy az oktatdsban hasznélt ésbemutatott anyagok standard, jo
mindségliek legyenek. 100 standard mindségli metszet eldallitdsa, ami egy adott elvaltozast
teljes egészében €s érthetden tartalmazza, igen nehéz feladat. Sorozatmetszés kapcsan
bizonyos részletek kifaragédhatnak, ritka elvéltozdsok esetében pedig, kiilondsen nehéz
lehett tobb blokk beszerzése. Digitdlis metszetek haszndlatakor mindossze egy megfeleld
(inkabb tokéletes) optikai metszetre van sziikség, ami a szkennelés utidn korldtlan szdmban
sokszorosithatd, soha el nem torik, a festék ki nem fakul, megoszthat6 informatikai

hal6zatokon, mindenkinek ugyanazt a képet mutatja.

Kiegészito technikdk bemutatdsa

Kiilonosen dridga lenne minden hallgatéi metszetsort specidlis festésii, esetleg
immunhisztokémiai reakciot bemutaté metszetekkel kiegésziteni. Nem is beszélve arrdl, ha
még modernebb technikdkat, példaul egy fluorescens in situ hibridizaci6 eredményét
akarjuk megmutatni, amihez a fenti példaban 40 fluorescens mikroszkdpra lenne sziikség
€s a folyamatosan fakulé fluorescens mintdk alland6 gytijtésére és cseréjére. Nem
lehetetlen feladat, de feltétleniil gazdasdgtalan. Immunhisztokémiai mintdk szkennelése
semmiben nem kiilonbozik a H&E metszetek szkennelésétdl. Fluorescens mintdk

szkennelése pedig egy kiegészitd fluorescens gerjesztd fényforrassal és jelet olvasni képes
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kameraval felszerelt szkennerrel szintén egyszerlien kivitelezhetd, minden fent taglalt

eldnyt magdban hordozva.

OKTATASI ELEMEK, AMIK KIZAROAN DIGITALIS METSZETEK
HASZNALATAKOR VALOSULNAK MEG

A metszeten valo orientdciot segito elemek

A digitdlis metszeteteket kezeld programok felhaszndl6i feliiletén altalanos egy
atnézeti képet ad6 rész. Az anatomiai tanulményaikat éppcsak befejezd hallgatdknak ez
nagy segitséget jelent a mintdkon valé tdjékozdédasban. Rosszindulati folyamatoktol
destrudlt szerkezetli iireges szervek esetében, néha gyakorlé patolégusnak sem egyszerl

megitélni a mikroszkép nagyobb nagyitdsdnal az elvaltozas €s a kiindulasi szerv viszonyat.

Tobb metszet egyidejii vizsgdlata

A metszetkezeld programok lehetové teszik, hogy egyszerre tobb digitdlis metszetet
vizsgaljunk parhuzamosan. Lehetségesugyanannak a metszetnek a tobbszori megnyitdsa is
és kiilonbozd teriiletek, kiillonbozd nagyitdson valé egyidejli megjelenitése; példaul
egyszerre vizsgdlni az ép és a tumorosan dtalakult vastagbélnydlkahartyét.
Sorozatmetszetek és kiilonboz6 immunhisztokémiai reakcidk alkalmazasakor, a
sorozatmetszetek identikus teriileteinek megkeresése utdn, egymds melletti képeken

tanulmanyozhat6 példdaul egy tumor immunprofilja.

Annotdciok elhelyezése digitdlis metszeteken

A digitdlis metszeteknek ez a jellegzetessége is hozzajarul a standard oktatdsi szint
eléréséhez. Az annoticiok egyrészt kiemelik egy adott mintdn a fObb elvaltozasokat,
sejtféleségeket, masrészt szoveges leirdsok is adhatok azok mellé, lehetové téve az ondlld

felkésziilést, sot hivatkozasok is beilleszthetdek tovabbi adatbazisokhoz.

Tdvoli hozzdférés az oktatdsi anyaghoz

A digitdlis metszetek tdroldsat €s hozzaférését szabalyozd szerverek az
oktatétermeken belill, de azoktdl fizikailag fiiggetleniil, akdr egymdst6l tavol levo
szamitogépeket is képesek konzultacids csoportokba rendezni, valaminta metszetek tavoli

megnyitdsat teszik lehetové, mint példaul a Pathonet szerver. Ilyen szerverek biztosithatjak

71



DOI:10.14753/SE.2015.1800

a hallgatéknak a metszetek elérését és vizsgdkra val6 felkésziilést anélkiil, hogy az oktatd

intézeteknek konzulticids idopontokat kéne biztositani.

A modern egészségiigyi ellatdsban egyre nagyobb szamban vannak jelen kiilonb6z6
informatikai eszkozok. Ezek haszndlata a biztonsdgos betegellatdst szem eldtt tartva,
készségszintlivé kell, hogy véljon az orvosi tdrsadalomban. Sziikséges, hogy az
orvosegyetemi képzésben helyet kapjanak ezen eszk6zok muikodését magyardzo,
gyakorlati szempontokat figyelembe vevd oktatdsi egységek. Ehhez ki kell alakitani
ezeknek a programoknak a sajit kurrikulumat, kovetelményrendszerét €s infrastrukturdjat.
Specidlis teriileteken, mint példdul radioldgia, patoldgia, a posztgradudlis képzésben
megfontolandé a digitdlis képalkotds és képkezelés részletesebb targyaldsa kotelezOen

valaszthat6 dllamilag elismert, kreditpontos kurzusokon[106-110].

5.2. Digitalis mikroszkopia rutin patolégiai munkafolyamatokban
Vizsgdlataink sordn a teljes egészében digitdlis metszetek haszndlatdval kapott

diagnosztikai pontossdgot vizsgdltuk, Osszehasonlitva azt a hagyomanyos optikai
mikroszképos diagnosztikai eredményekkel. Eredményeink hasonléak az irodalomban
fellelhetd vizsgélatok eredményeihez, amik els6sorban a mintdk eredetét és az esetleges
téves digitdlis diagnézisok sulyossagat vizsgéltdk. Fentiek mellett, mi azt is vizsgéltuk,
hogy ezeknek a hibdknak milyen Osszefiiggése lehet a patoldgus tapasztalatdval altaldban
és kiilonosen adott szakteriileten jelentkezd tapasztalataval. Megkiséreltik a digitélis
mikroszkop haszndlatakor mutatkozé 0sszes diagnosztikai tévedést megtisztitani azoktél az
esetektol, amiket a patoldogiai munkafolyamat megfeleld szervezésével elkeriilhetonek
tartunk, igy a biztonsagos betegellatast nem veszélyeztetik. Az igy leszlikitett eredmények
is csak annak fiiggvényében értékelhetdek, ha ismerjilk az adott kornyezet
rutinfolyamataiban jelentkezd hibdk ardnyat. Vizsgélatunkkor 27/306 esetben a konszenzus
diagnozis feliilirta az eredeti, optikai mikroszképpal adott diagnézist. Ezen esetek tovabbi
részletes vizsgalata nem tortént meg, célunk nem az optikai mikroszkdpos diagndzisalkotés
mindségellendrzése volt, igy arra vonatkoz6 adatunk, hogy milyen ardnyban volt jelen a 27
esetben olyan diagnosztikus tévedés, ami a klinikai kezelést befolydsolta volna, nincsen.
Fentiek ismeretében kijelenthetjiik, hogy a diagnosztikai eltérések szdma Osszevethetd

mind az optikai, mind a digitdlis diagndzisok esetében konszenzus diagndzisokhoz
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viszonyitva, ami tovabb erdsiti azt a nézetiinket, hogy digitdlis mikroszképos tévedéseink
oka nem a technikai, hanem személyes,intrinsic faktorokban keresendd.

Felallitottunk egy a mintdk eredetére vonatkozo olyan listat, ahol a szervspecifikus
inkoherencia ardny a teljes esetszamra vetitett atértékelt esetek ardnya alatt maradt. A DD
inkoherencia ardnya 8.82% alatti, ezért a digitdlis mikroszkdp az optikai mikroszkdéppal
egyenértékli eszkozként haszndlhatd, a fenti diagnosztikus kornyezetben a kovetkezd
esetekben: mdj, vese, vastagbél, emld, nyirokcsomdk. A IV-es tipusi hibdk eléfordulasi
ardnya szintén fenti mintdk esetében volt a legkisebb.

Eredményeink elsOsorban Intézetiink munkafolyamataiban értékelhetoek, bar
Osszevethetdek mds csoportok eredményeivel. Mddszeriink mintdul szolgalhat mas
patoldgiai intézeteknek is, sajat validacios vizsgdlatok elvégzésére. A lokalis sajatossagok
felmérése kihagyhatatlan I1épcsdje a digitdlis mikroszképia rutin diagnosztikdba torténd
bevezetésének, akkor is, ha végiil a jogi kornyezet letisztul ezeknek az eszkozoknek a
haszndlatit szabalyoz6 FDA rendeletekkel és DICOM standardokkal.

Tovéabbi vizsgélatainkkal a diagnosztikus hibdk lehetséges okaira kerestiik a
valaszt. A szkenner eszkozok nagymértékii fejlodése, a sebesség novekedése €s jobb
képmindség elérése mellett, a digitdlis metszet mindsége tovabbra is fontos tényezd a
pontos diagndzis feldllitdsidban. Esetiinkben a digitdlis metszetek &4tlagos mindsége a
patolégusok szubjektiv véleménye alapjan 4,43/5 volt. Azokra az esetekre vetitve, ahol
diagnosztikus inkoherencia nem allt fenn, ez az érték 4,48/5, mig az inkoherens eseteknél
4,04/5. A Giemsa festett metszeteknél 3,86/5 értéket mértiink, ami tovabbra is a
Helicobacter kimutatds nehézségeit jelzi digitdlis metszeteken. Bar nem érkezett jelzés arra
vonatkozdan, hogy a digitdlis diagnosztikai munkdban a mikrométer adta z-koordindta és
finomfékuszalds hidnya problémat jelentene, egyre tobb fejlesztés torténik ennek a
funkciénak a digitdlis leképezésére is, esetleg hozzijarulva a digitdlis mikroszkopia
sz€lesebb korl elfogadasahoz.

Immunhisztokémiai mintdk helytelen értékelésébdl ad6dd diagnosztikus tévedést
nem rogzitettiink, az ilyen metszetek mindségét pedig a legjobbra értékelték a patologusok.
Ez alapjan gy gondoljuk, hogy az immunhisztokémiai mintdk digitalis értékelésének
mindségi akadalyai nincsenek. Hasonlé eredményekrdl szdmolnak be mas csoportok is,
ami magyardzhatja a automata/félautomata immunhisztokémiai képanalizdlé programok
sikerét és egyre nagyobb elterjedését is.

A leggyakoribb ok, hogy egy metszet mindségét rossznak itélték, az volt, hogy

diagnosztikailag fontosnak tartott teriiletek fokuszalatlanok voltak. Mivel ezt a hibat a
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vizsgald konnyen észreveszi, kritikus, IV. tipust diagnosztikus tévedés ebbdl kifoly6an
nem tortént. A specidlis technikdkkal festett metszetek (PAS, Grocott, Berlini-kék, orcein,
stb.) digitdlis mindsége az &atlagosndl rosszabb volt, amit leggyakrabban a szinhiiség
hibajaként értékeltek a vizsgalok.

A patolégusok szubjektiv véleményeinél emlitettiik, hogy egyes esetekben a
képmindség kisebb nagyitdsokon nem volt megfeleld, holott nagy nagyitison nézve ugyan
az a metszet akdr kifogdstalan mindségli volt. Ennek a ldtszélag nehezen érthetd
tapasztalati dolognak a magyardzata a digitdlis metszet szerkezetében rejlik. A
bevezetdben irtak szerint, a digitdlis metszet megjelenitése egy piramissal jellemezhetd. (6.
Abra) Ebben a piramisban a legalsé, legnagyobb réteget azok a képek adjdk, amiket a
szkenner a szkennelés sordn valéban elkészitett. Legyen akdrmilyen is a kamera
felbontésa, ez adja az elméleti legélesebb képet. Akar ez ald, nagyobb nagyitasra allitjuk a
megjelenitd programot, akdr e folé, kisebb nagyitdsra, azok a képek valdjaban virtudlis,
generdlt képek lesznek. Eddig szdndékosan keriiltiik a virtudlis sz6 haszndlatat, mivel a
virtudlis jelz6 leginkdbb valami nem létez6t jelol, a digitdlis adat, pedig att6l, mert nem
tudjuk megfogni, megszagolni, még valéban létezik.

Vizsgdlataink alapjdn a legfontosabb tényezd a diagnosztikus pontossag
tekintetében, digitdlis metszetek haszndlatakor, a patolégus adott teriileten vald jartassaga.
Ezzel szemben, a szubjektiv diagnosztikai biztonsdg szignifikdns negativ Osszefiiggést
mutatott a patolégus években mért tapasztalatdval. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a patolégusok kora Onmagidban jelentds faktor abban a tekintetben, hogy mennyire
fogadjdk vagy utasitjak el a digitalis mikroszkopia hasznalatat.

A digitdlis mikroszkép elfogaddsdnak kérdésével foglalkozik egy holland magéan
patoldgidn dolgozé munkacsoport is, akik 2005 6ta haszndlnak digitdlis metszeteket rutin
diagnosztikdban[111]. A csoport igy kétségkiviil az egyik legtapasztaltabb ezen a teriileten.
A betegellatds biztonsdga és a digitdlis metszet képi mindsége kozotti Osszefiiggésrol
ugyanarra a megdllapitdsra jutottak, mint sajat munkacsoportunk. FErdekes &s
mindenképpen szdmszerlisithetd megkozelitést valasztottak a diagnosztikus biztonsag
megitélésére. Abbol indultak ki, hogy a diagnosztikus biztonsdg és a kért
immunhisztokémiai reakciok szdma kozott Osszefiiggés van. Ha egy patolégus biztos a
diagnézisban, nem kér feleslegesen immunreakciét, mig ha bizonytalan, akkor hajlamos a
sziikségesnél tobbet is rendelni. Holland kollégank (dr. Marius Nap) tapasztalairdl

Helsinkiben, a 23. Eurdpai Patolégus Kongresszuson digitdlis mikorszképidval foglalkozé
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szekcidjanak vitdjdban szdmolt be, ahol megerdsitette, hogy nem emelkedett az

immunhisztokémiai kérések szama a digitélis leletezést végzOk korében.

Akkor mégis hol rontjuk el?

Tehetnénk fel a kérdést, hiszen lathatd, hogy a teljes metszet hozzéaférést biztositd
digitdlis patoldgia az elmult években szinte valamennyi hatranyat ledolgozta a
hagyomanyos mikroszképpal szemben és feltétleniil jobbnak bizonyult az egyéb
telepatologiai alkalmazasokndl. A kezdeti aggodalmak, a szdmitégépes hattérkapacitds
vonatkozdsdban — adattirol6 eszkozok, halozati sebesség, megfeleld felbontdsi monitorok,
stb. — megoldddtak. Az igazi 4ttorés, a technika teljes elfogaddsa és bevezetése a rutin
koérszovettani gyakorlatba azonban tovabb vérat magéra és haszndlata tovabbra is egyes
teriiletekre korlatozott[112]. A digitdlis mikroszkopia elfoglalta helyét a patologiai
kutatdsban — ahol a haszndlata 1ényegében nem szabdalyozott — €s olyan tdvlatokat nyithat,
melyek a hagyomanyos mikroszkopidval elérhetetlenek lennének[113, 114]. Ilyen példdul
a szoveti multiblokk (TMA) technikdban a mintdk értékelése, ahol nem csak megkonnyiti a
donor mintdk lokalizaci6jat, hanem kizarélagosan teszi lehetévé példaul nagyléptékii
fluoreszcens tanulmanyok, igy FISH adatvesztés nélkiili kiértékelését, amit szkennelés
nélkill nem lennénk képesek elvégezni.Szintén az elonyok kozott emlitendd, hogy
egyszeriibb vizsgdlatok is konnyebben végezhetdk, mint példaul morfometrids mérések
(teriiletek mérése, egységnyi teriiletre esd események szdmoldsa, stb.). Ez ut6bbi
tulajdonsagot kihasznalva tudtuk igazolni korabbi vizsgdlataink sordn,a kombindlt ho- és
modulalt elektromagneses kezelés eredményességét egér kolorektélis
tumorxenograftokban[115]. Szintén a technika teljes elfogaddsat latjuk az oktatdsban —
ahogy azt kordbban kiilon fejezetben részleteztem. A mindségbiztositds teriiletén és a
bonyolult  konzulticiés  anyagok  értékelésében  jatszott  szerepiilk  szintén
megkérddjelezhetetlen, amik paradox voltardl, a bevezetésben irtam [116-118], tovdbba
egyre tobb teriileten vdlik elfogadottd az automata/félautomata képanalizis. Példdul
Osztrogén vagy progeszteron receptor statusz, (Ki-67proliferaciés index) vagy HER-2
pozitivitds meghatdrozasdban, mar FDA 4ltal elfogadott alkalmazasok is sziilettek [119-
123].

A kérdés, amit sokdig nem tettiink fel, a rutin alkalmazas tekintetében: mitdl lesz jobb a
rendszer egyes szereplOinek, ha digitdlis mikroszképokon torténik a leletezés?
e Jobb lesz-e a betegnek?

e Jobb lesz-e a mintak feldolgozédsat végz0 asszisztenseknek?
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e Jobb lesz-e a leletezd patolégusnak?
e Jobb lesz-e a korhaz koltségvetésének?

e Jobb lesz-e rendszer szinten az ellatast szervezoknek?

A beteget nem az érdekli, hogy milyen eszkozzel vizsgaljdk, hanem, hogy biztos
diagnézist kapjon. Az asszisztencidnak plusz feladat a szkennelési 1épés beépitése a napi
feladatok kozé. A patolégus mar most is szdmtalan szamitégépes programot kénytelen
haszndlni, amik mellett sem csokkent a papir alapi kommunikacié. Nem tudjuk, hogy
farasztobb-e a monitort nézni, mint az okularba tekinteni 6rak hosszat. A korhazi
koltségvetés arra kivancsi, hogy mekkora befektetés, mekkora hasznot hoz? Gyorsabb lesz
a leletezés folyamata? Kevesebb asszisztensre vagy patoldgusra lesz sziikség vagy tobb
munkat tud elvégezni a patologiai osztdly? Az ellatast szervezd arra kivancsi, képes-e a
krénikus patolégus hidnyt kezelni az 4j technikdval?

Hogy néz ki egy idealizdlt, a modern szdmitdstechnika vivmanyait alkalmazé
patolégiai munkafolyamat? A koérhdzi informatikai rendszerek (LIS, PACS) nem
alkalmasak arra,hogy benniik/veliik a patoldgiai munkafolyamat leirhaté legyen. Nem is
lehet azonban ezt elvarni, hiszen ezek elsérendben adatbdzisok, dinamikdjuk mindossze
annyit jelent, hogy folyamatosan bdviil a tarolt adatok mennyisége. A radiologidban mar
kialakultak azok a szamitégépes programok, ahol egy feliileten nyomonkovethetéek az
éppen zajlé folyamatok (pl. adott munkanapon milyen eldjegyzések vannak, ki, milyen
vizsgalatra var, éppen zajlé képalkotds, kész, leletezésre vard képek, stb.), tovabba
alkalmasak a sajat adatbazisukbodl torténd strukturadlt adatkeresésre €s kinyerésre. Béar a
radioldgiai munkafolyamat 1ényegesen kevesebb elembdl éll, mint a patoldgiai, mintaul
szolgalhat utébbi leképezésére is. Az utébbi években labordiagnosztikai vilagcégek (pl.
Leica, vagy Ventana) nagy hangsulyt fektettek ilyen, a patoldgiai osztadlyok miikodését
leképezd labor szoftverek kifejlesztésére.

Elsérendben azt sziikséges elérni, hogy egy feliiletrél lehessen kezelni és
nyomonkovetni minden 1épését a munkafolyamatnak. Kezdve a patoldgiai vizsgalati
kérblap és a fizikai vizsgédlati anyag megérkezEésétdl, az anyag regisztralasan, inditdsan és a
preanalitikai folyamatok minden egyes l1épésén at, egészen egy kozos, a leletezésre és az
intézeten beliilli kommunikéciéra (potkérések, specidlis vizsgdlatok, konzulticid, stb.)
alkalmas feliiletig. Egy ilyen alkalmazds azonban nem helyettesiti a LIS és PACS
adatbazisokat, azokkal dinamikus kapcsolatban kell, hogy legyen adott esethez tartozd

betegadatok lehivasa érdekében, tigy, hogy maga ilyen betegadatot hosszitdvon nem tarol.
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Egy, az elobb leirt rendszer kiépitésének és hasznalatanak tovabbi eldnye is lenne.
Elképzelhetetlen ma egy 4 lizem, példdul egy autdgydr tervezése anélkiil, hogy az
infrastrukturdt ne a munkafolyamatokhoz igazitsdk. Pontos hatékonysdgi szamitdsok
torténnek annak a felmérésére, hogyan lehet a termelés folyamatos, milyen 1épések
szamitanak a leglassabbnak, hogyan lehet elkeriilni, hogy a gépsornak egyes részeknél
allnia kelljen, hogy bevarja, mig uj feldolgozandé anyag érkezik hozza vagy bevarja az
utdna kovetkezd 1épésnél feltorlodott anyagok feldolgozdsat. Az ipari rendszerek ezek
mellett képesek monitorozni az egyes beépitendd alkatrészek szdmadt, mar a raktarakban,
automatikusan uj rendelést inditva a beszéllitok felé¢, mieldtt még a munkafolyamat
folytonossdga megszakadna egy alkatrész hidnya miatt. A logisztikdnak és a tervezésnek
ezen szintjétél a patolégai munkafolyamatok tervezése ma igen messze all. A nagy
diagnosztikai centrumok kiépitésének idejében pedig, ez olyan probléma, amivel
hamarosan szembe kell nézniink. Ismert kozgazdasagtani tétel, hogy adott infrastrukturan,
megfeleld felvevd piac mellett, a termelés novelése csak addig noveli a hatékonységot,
amig az éalland6 vagy pontosabban l€pcsOzetesen valtozo koltségek (példaul plusz egy
asszisztens foglalkoztatdsa, j laborautomata beszerzése) novekedése nem jelentkezik. A
kibocsijtds novelés — patologiai munkdra vetitve, példdul tobb szdvettani anyag
feldolgozasa — csak addig jar a hatékonysdg novekedésével, amig a 1épcsdzetesen valtozo,
allando6 koltségek nem névekednek meg.

Bizonyos, hogy a patoldgiai munkafolyamatok tervezésénél (és éltaldban véve a
teljes egészségiigyben) tovdbbra is fontos lesz a ,tapasztalati” tényezo, elképzelhetetlen
azonban a hatékonysag novelése a gazdasagi rendszerekben mar alkalmazott és bevalt, a
munkafolyamatokat modellezd és feliigyeld alkalmazdsok haszndlata nélkiil. A patoldgiai
informatika fejlesztése a fentiek szellemében, ennek a folyamatnak motorja, de egyben

elofeltétele is.

5.3. Harom-dimenzios szoveti rekonstrukcié kronikus allograft
vasculopathia vizsgalatara
Szovettani  sorozatmetszetek felhaszndldsa 3D képalkotdsra ma két fontos

problémaba iitkdzik. Az egyik az, hogy a mintdk elddllitasa sordn, az eredeti strukturdkat
lebontjuk, a harom dimenzids szovetekbdl eldszor két dimenzids képek késziilnek, amit
kovet a rekonstrukcid. A folyamat sordn technikai nehézségekkel és a hasznalt eszkdzok

jellegébdl adodo limitdld tényezdkkel kell szembenézni. Az elébbiek kozé tartozik példaul
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a sorozatmetszés sordn keletkezd szovet gylirddés, szakadds, metszetrdl letszds, torzid,
festodési egyenetlenségek.Az utdbbiak kozé pedig az a sajatossdg, hogy bar a szovettani
metszetre, mint két dimenzids targyra tekintiink, az val6jaban 3 dimenziés, a ,,z” sikban 3-
6 mikrométer vastagsaggal, amiben rejld informacidk, a mar valoban két dimenzids képi,
digitdlis leképezésnél elvesznek. A mdasodik, a 3D rekonstrukcié gyakorlati kivitelezése
szempontjabol fontos tényezd, hogy a teljes folyamat Kkifejezetten eszkdz és
idoigényes[124].

A vazolt nehézségek megkovetelik, a varhaté raforditds-haszon minél pontosabb
értékelését mieldtt egy tudomanyos kérdés megvalaszoldsdban a 3D rekonstrukcid
valamelyik modszerét védlasztjak. A kiilonboz6 rekonstrukciés modszerek mindegyikének
vannak ismert eldnyei és hatranyai is. Az OCT[125] (optical coherence tomography), a
microCT [126](microcomputed tomography) vagy az MPF[127] (multi-photon
fluorescence imaging), olyan technikdk, amik a képalkotasuk sordn megorzik a vizsgalt
struktdra eredeti szerkezetét, de vagy csak kisebb mintdk esetében haszndlhatéak (OCT)
vagy lényegesen alacsonyabb felbontdst adnak (microCT) vagy csak ismert struktirdk
felismerésére képesek, mig a hattérelemek felbontatlanok maradnak (MPF). Amikor a
vizsgalni kivdnt mintdk kicsik, alacsonyabb felbontds elegendd, vagy példaul kordabban
mar ismert és jellemzett kollagének (rostok/kotegek) kimutatdsa a cél, a fenti technikdk
célravezetdek. Azonban, ha nagyobb, pl. 2-3 cm-es minat, nagy felbontds mellett akarunk
3D-ban megjeleniteni, igy, hogy a hagyomdanyos szovettani technikdk egyéb eldnyeit is
szeretnénk kihasznalni, ugy a sorozatmetszéses mddszer alkalmazasa megfontolandé lehet.

Szamos kiilonb6zd hardver és szoftver eszkodz all rendelkezésre, amik segitségével
3D rekonstrukciét tudunk végezni sorozatmetszetekbdl. Egyes mddszerek egyszerlibbek,
manudlis sorozatmetszés és a mintdk fotomikrogram felvétele utdn, szamitogépes képi
rekonstrukcié kovetkezik. Lipcsében hasonlé moédon készitettek az elsék kozott 3D
rekonstrukciot. Kézi sorozatmetszés utdn, szintén kézi, a mikroszképra illesztett digitélis
kamerdval készitett alloképeket hasznaltak[128]. A kamera ~8 micrometer/pixel felbontasu
volt, amirdl meg kell jegyezziik, hogy ez a mar modernebb microCT eszk6zok felbontdsa
alatti. Bar a mddszer elavultnak tinik, a Braumann és munkatarsai altal leirt technikai
nehézségek (példdul a metszetek gylirddése, szakaddsa sorozatmetsz€s sordn),ma is
igazak[128].

A nagyfelbontédst, j6 mindségli képalkotast a teljes metszet digitalizalast lehetévé
tevO szkennerek megjelenése tette lehetové. Az egyik elsé tudomdnyos munka a digitalis

metszetek eldallitdsardl, amellett, hogy leirta az ujfajta képalkotds a modszerét, mar
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gyomortumorok 3D rekonstrukciéjardl is beszamol[129]. A munkat 1999-ben publikaltak,
évekkel mds csoportok elott hangsilyozva a digitdlis metszetek alkalmazdsanak
lehetdségét a 3D rekonstrukciéban.

Az elmult években a digitdlis metszetek fejlodésével parhuzamosan és automata
sorozatmetszd eszkozok kifejlesztésével[124], egyre tobb tudomédnyos cikk jelenik meg a
témdban. Onozato €s munkatdrsai a modszerrel tiido adenocarcinomakat vizsgalt[130], Wu
€s munkatdrsai colorectalis mintdkon végzett vizsgélatokat[131]. Paish és munkatarsai az
emlétumorok nyirokcsomoéattéteinek kiilonbozé novekedési mintdzatait vizsgaltak[132].
Chen és munkatdrsai uvealis melanomdk érstrukturdit rekonstrualtdk[133].Legtjabban
pedig Roberts és munkatarsai, az eddigi legnagyobb mintaszdmu és legtobb kiilonb6zd
eredetli szovet 3D rekonstrukcidjat végezték digitdlis metszetek alkalmazadsidvala Leeds-i
Egyetemen[134].

Sajat munkédnk sordn 3D rekonstrukcidra hasznalt szdmitégépes program a digitdlis
metszeteket specidlis moédon kezeli. A nagy digitdlis adatmennyiség gyorsabb kezelése
érdekében, kisebb nagyitdsokon kisebb, nagyobb nagyitdsokon, de kisebb megjelenitendd
teriileten, az eredeti szkennelési felbontdshoz kozelitd, vagy azt elérd, kalkuldlt képeket
haszndl. A moddszerrel Ugy tudtuk meglrizni a digitdlis metszetek nytjtotta nagy
felbontést, hogy az a leheto legkisebb mértékben lassitotta a szdmitégépes megjelenitést.

Ugy gondoljuk, hogy a kétdimenzis szdvettani sorozat metszetek hdrom
dimenzidban torténd rekonstrukcidja szamos olyan patoldgiai elvaltozas jobb megértéséhez
nyujthat segitséget, ahol a strukturdlis véltozasok fontos szerepet jatszanak a betegség
kialakuldsdban. A jelenlegi mddszerek egyeldre csak nagyobb strukturdk rekonstrukciéjara
képesek (artéridk, véndk, bronchus rendszer, stb.), ahol az egymadast kovetd metszetek
Osszeillesztéséhez, természetes, a mintdban eleve meglévd strukturdk adnak vonatkozasi
pontokat. Kisebb képletek, példaul kapillarisok hdl6zatinak 3D-s megjelenitésére tumor
érijdonképzddés vizsgalatara, a mdédszer jelenleg nem alkalmas, els6sorban a mar emlitett
technikai, metszési hibdk miatt, amik nagyobb nagyitdsokon értelemszeriien
kifejezettebben jelentkeznek €s a sorozatmetszetek kivant pontos illesztését 1ényegében
lehetetlenné teszik. A szovet technikak, metszet készitd, valamint software eszkozok €s az
informatika fejlédésével azonban szdmithatunk rd, hogy ilyen és hasonléan komplex

feladatok is elérhetOk lesznek a jovOben digitalis metszetek segitségével.
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6. Kovetkeztetések

6.1. Digitalis mikroszkopia a patoldgiai oktatasban

A digitalis metszetek alkalmazdsakoraz oktatdsi metszetsorok Osszéllitisa és
karbantartdsa hatékonyabb, mint a hagyoményos targylemezen vizsgélt metszetek
hasznélatdval.

A digitalis metszetekegyik legfontosabb tulajdonsdga, hogy hasznélatukkal az
oktatasi anyagok standardizdlhatdak.

A digitdlis tartalmakhoz val6 hozzaférés lényegesen egyszeriibb, mint a

hagyomdnyos metszetsorokhoz.

6.2. Digitalis mikroszkopia rutin patolégiai munkafolyamatokban

A digitdlis mikroszkopok szdmos teriileten alkalmazhatéak a rutin patoldgiai
munkdban. Immunhisztokémiai mintdk értékelése esetében pedig a teljes digitalis
atallas mindségi feltételei megvaldsulnak.

Minden patoldgiai osztalynak, a digitdlis mikroszkdpia rutin diagnosztikaba torténd
bevezetése eldtt maganak kell felmérnie a rendszer elfogadottsdgat a diagnosztizald
patologusok kozott és értékelni a diagnosztikus biztonsdgot, eltéréseket.

A digitdlis metszet mindsége, bar fontos tényezd a lehetd legjobb diagnosztikai
pontossag elérésében, de a szkennelés hibai nem tehetdek felelossé rossz
diagnoézisok feldllitasaban, mivel ezek a képi hibdk felismerhetdek. Hasonléan az
optikai mikroszképos munkafolyamathoz, amikor rossz mindséggel festett vagy
gylir6dott metszetet kapunk és 1) metszet készitését kérjiikk az asszisztens
kollégdktol.

Vizsgdlatunkban a diagnosztikus pontossidgot leginkdbb befolydsold tényezdnek a

patologusok egyes teriileteken mutatott tapasztalatattalaltuk.
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6.3. Harom-dimenzios szoveti rekonstrukcié kronikus allograft
vasculopathia vizsgalatara

e Sikeresen alkalmaztunk digitdlis metszeteket egy specidlis probléma, az egér
korondria rendszer elviltozdsainak 3D-ban val6 megjelenitésére CAV soran.

¢ Bemutattuk, hogy milyen héatrdnyai vannak az eddig hasznalt méréseknek a CAV
megitélésére hasznalt neointimalis index szamitdsanal és egy modszert dolgoztunk
ki, az emlitett pontatlansdgok kikiiszobolésére.

o leirtuk a neointimalis volumen index fogalmiat és moddszeriinket az érték
szamitasara.

e Kihasznalva a kollagén rostok legtobbszor zavar6 és nemkivdnatos
autofluorescencidjat, fluorescens scennelés sordn képesek voltunk az érrendszer
kiemelésére, egyszerii, HE festett és festetlen metszeteken is. Ezzel a médszerrel a
jovoben képesek lehetiink kivdlasztani a sorozatmetszetek koziil azokat, amik a
vizsgalat szdmdra értékesebb teriileteket hordoznak és megOrizni Oket specidlis

festési eljarasok vagy immunfluorescencids preparatumok készitésére.
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7. Osszefoglalas

A digitalis mikroszkopia a természettudomdnyok egyik Uj alkalmazasa. Egyesiti a
modern szamitdstechnika adta eldnyoket a hagyomanyos mikroszképos vizsgalati
technikdkkal és uj funkcidkat is teremt. Dolgozatomban a digitdlis mikroszkopia
kialakuldsdnak és alkalmazdsi lehetdségeinek attekintése mellett, Osszefoglaltam
munkacsoportunk e teriileten 2004 és 2014 kozott elért eredményeit. Fenti idoszakban, az
egyetemi harmassagot szem elo6tt tartva, a digitalis mikroszképidnak mind az oktatdsban,
mind a kutatdsban, mind a betegellatds, rutin patologiai diagnosztikai munkdban betoltott
szerepét vizsgaltuk. Bevezettiik az orvosegyetemi patoldgiai és a szakorvosi tovabbképzési
rendszerbe a digitdlis metszetek haszndlatit Magyarorszagon. Digitdlis metszetek
alkalmazasaval 3 dimenzidban rekonstrudltukszivtranszplantélt egerekben a beiiltetett sziv
krénikus rejectio okozta strukturdlis eltéréseit. Munkank része volt tovabbd, a digitalis
metszetek rutin patolégiai munkafolyamatba valdé illesztehdségének vizsgdlata.
Eredményeink a digitdlis metszetek sokrétli alkalmazdsanak lehet0ségét bizonyitjdk. Az
oktatds teriiletén a hallgatok kérdoéives kikérdezésének szubjektiv és a kiépitett digitalis
oktatdsi egység szamitdstechnikai statisztikai adatainak objektiv elemzése a rendszer
nagyfoku elfogaddsat mutatjdk. 3 dimenzids vizsgélataink utmutatét jelenthetnekaz
érstruktardk rekonstrukcidjdhoz digitdlis metszetek alkalmazasdval, mellyel a neointimélis
volumen index is meghatarozhat6. Diagnosztikai validacids vizsgdlatainkban feltartuk
azokat a tulajdonsdgokat, amik hatraltatjdk a digitdlis mikroszképia rutin patoldgiai
munkdban valé széleskorlielterjedését. Elkészitettiink egy olyan modellt, amit mas
patolégiai intézmények is haszndlhatnak validacios vizsgdlatok elvégzésére digitdlis
mikroszkép diagnosztikiba torténd bevezetése elott. Eredményeink alapjan az
immunhisztokémiai  reakciok  értékeléséhez  digitdlis metszetek  biztonsdggal
alkalmazhat6ak.A dolgozat a digitdlis metszetek képalkotdsdnak folyamatat részletesen
targyalja, mivel ugy tapasztaljuk, hogy ebben a kérdésben taldlkozunk a legtobb
félreértéssel. Az értekezésben helyet kaptak a patoldgiai informatika szerepének
felértékelodését eldrevetitdé gondolatok is, melyek a digitdlis mikroszkopia széleskori

elterjedését is meghatarozzak.
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8. Synopsis

Digital microscopy combines the benefits of traditional optical microscopy and the
advantages of computer sciences.

The dissertation summarises the evolution and adaptation of digital microscopy in
pathology and details our results in this field between 2004. and 2014.

We successfully introduced digital slides in histopathology training in Hungary. A
survey was conducted to determine the acceptance of digital slides among students and
tutors and download statistics of the servers storing the digital slides used in the curricula
were performed. The questionnaires revealed high satisfaction with digital slides and
emphasized the importance of the tutors’ attitude towards digital microscopy as a factor
influencing the students’ satisfaction. The constantly growing number of page downloads
from the external server confirms this satisfaction and the acceptance of digital slides.

To evaluate digital slide based diagnostic accuracy we have designed a
retrospective, comparative study. Our results revealed that: 1) digital slide based
histopathological diagnoses can be highly coherent with those using optical microscopy; 2)
the competency of pathologists is a factor more important than the quality of digital slides;
3) poor digital image quality do not endanger patient safety as these errors are recognizable
by the pathologist and further actions for correction could be taken.

Using digital whole slides we reconstructed the coronary vasculature of mouse
hearts in 3D and demonstrated the applicability of this method to the research of allograft
vasculopathy during chronic rejection. We showed that virtual image rotation can obtain
true vascular cross-sections, reducing artifacts encountered during conventional 2-
dimensional image assessments to measure the neointimal index and integrating it along
the whole length of the wessels we described the “neointimal volume index” and defined it
as neointimal volume divided by neointimal volume plus luminal volume multiplied by
100.

Besides presenting our results and giving a historical background the dissertation
explains the technical aspects of whole slide imaging and particularly details the question
of image acquisiton, resolution and display as these issues are still the source of

misunderstandings between pathologists utilizing digital slides.
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