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Opinnaytetyo tehtiin Helsingin Biopankin histologian laboratoriolle, jonne oli loppuvuodesta
2021 hankittu uusi Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri. Laitteen kayttdonotto oli vii-
vastynyt sen tuottaman kuvanlaadun ja kayttéliittyman laaja-alaisten ongelmien vuoksi.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli suorittaa mikroskooppilasiskannerin tekninen validointi ja
kayttdonotto. Validoinnin tavoitteena oli varmentaa uuden laitteen suorituskyky ja soveltu-
vuus kayttotarkoitukseensa. Tydhon kuului validoinnin suunnittelu ja validointiparametrien
valinta, validoinnin toteutus ja prosessin dokumentointi seka validointiraportin kirjoittaminen
toimeksiantajalle.

Mikroskooppilasiskanneria kaytetdaan ominaisuuksiltaan erilaisten histologisten kudoslasien
siirtdmiseen digitaaliseen muotoon. Laitteen tulisi kyeta tuottamaan laadukkaita kuvia,
jotka soveltuvat jatkoanalyyseihin ja julkaisuihin. Mikroskooppilasiskannerin tuottamissa
kuvissa ei saa olla epatarkkuusalueita, epajatkuvuuskohtia, varivirheita tai taustan epata-
saisuutta. Skannausohjelmiston on oltava kayttdkelpoinen, ja kuvankatseluohjelman on
mahdollistettava kuvien sujuva tarkastelu eri suurennoksin seka erilaisten digitaalisten
merkintdjen tekeminen laseille.

Opinnaytetydta varten kerattiin 130 kudoslasin naytepooli Helsingin ja Uudenmaan sai-
raanhoitopiirin laboratorion patologian arkistoista, joita Helsingin Biopankki hallinnoi. Mu-
kaan valittiin erityyppisia histologisia kudosnaytteita, erilaisia varjayksia ja eri valmistajien
objektilaseja. Validointiprosessin aikana laitteiston suorituskykya testattiin useilla eri skan-
nausmenetelmilla, mikroskooppilasiskannerin tuottamien kuvien teknista laatua tarkasteltiin
silmamaaraisesti ja ohjelmistojen kaytettavyytta arvioitiin sanallisesti.

Tyon lopputuloksena suoritetusta validoinnista kirjoitettiin validointiraportti, jossa testauk-
sessa saatuja tuloksia verrattiin asetettuihin tavoitteisiin. Toteutetun validoinnin perusteella
Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri paatettiin ottaa tuotantokayttéén Helsingin
Biopankissa.

mikroskooppilasiskanneri, validointi, digitaalinen patologia,
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The thesis was carried out for the histology laboratory of the Helsinki Biobank in Finland.
The Biobank had acquired a new Olympus VS200 microscope slide scanner in 2021. How-
ever, the commissioning of the device had been delayed due to extensive issues with the
user interface of the scanning software and the image quality it produced.

The aim of the thesis was to perform a technical validation and commissioning of the mi-
croscope slide scanner. The purpose of validation was to verify the performance of the
new device and confirm its suitability for the intended use. The process included planning
the validation with the selection of suitable validation parameters, implementation and the
documenting of it and the writing of a validation report.

Microscope slide scanners are used to transfer histological tissue slides into digital format.
The scanning device should be able to produce high-quality images that are suitable for
further analysis and publications. The images must not contain non-focused areas, discon-
tinuity errors, color distortions or unevenness of the background. The scanning software
must be effortless to use, and the image processing software must enable smooth viewing
of the images with panning and zooming as well as the creation of different markings on
the digital slides.

For the testing, a sample pool of 130 tissue slides was collected from the pathology ar-
chives managed by Helsinki Biobank. Different types of histological samples with various
stains and slides from multiple manufacturers were selected. The performance of the in-
strument, the technical quality of the images it produced and the practicability of the scan-
ning and viewing software were examined during the validation process.

As a result, a validation report was written, in which the results obtained in the testing were
compared with the goals set in the planning phase. Based on the performed validation, the
Olympus VS200 microscope slide scanner was approved for production use at Helsinki Bi-
obank.

microscope slide scanner, validation, digital pathology,
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Lyhenteet

BF: Brightfield. Kirkaskenttaskannaus

CE: Conformité Européenne. Merkinta osoittaa laitteen tayttavan direktiivien
mukaiset vaatimukset.

EFI: Extended Focus Imaging. Laajennettu tarkennus.

EMC: Electromagnetic Compability. Sahkolaitteiden sahkdmagneettinen yhteen-
sopivuus.

FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded. Parafiiniin valettu formaliinifiksoitu
[kudosnayte].

HE: Hematoxylin-Eosin. Hematoksyliini-eosiini, histologinen perusvarjays.

IHC: Immunohistochemistry. Immunohistokemiallinen menetelma.

MRXS: Mirax Virtual Slide Format. 3DHISTECH:n kayttdma kuvatiedostomuoto.

NA: Numerical Aperture. Numeerinen apertuuri.

ROI: Region of Interest. Erityisen kiinnostava alue kudosnaytteessa.

TMA: Tissue Microarray. Monikudosblokki.

VSI: Visual Studio Content Installer Format. Olympuksen kayttama kuvatiedos-
tomuoto.

WSI: Whole Slide Imaging. Koko naytelasin saattaminen digitaaliseen muo-

toon.



1 Johdanto

Helsingin Biopankkiin hankittiin vuonna 2021 uusi mikroskooppilasiskanneri, Olympus
VS200. Sen kayttéonotto kuitenkin viivastyi skannausohjelmiston laaja-alaisten ongel-
mien takia. Sittemmin laitteistoon on saatu paivityksia ja tarve laitteen suorituskyvyn

varmentamiselle osoittautui ajankohtaiseksi.

Mikroskooppilasiskanneria kaytetdan diagnostisten, tutkimusryhmien omien ja Biopan-
kissa valmistettujen kudosnaytelasien digitoimiseen (Niinimaki 2021: 1). Digitaalinen
patologia on nykyaikainen tapa tehda diagnostiikkaa ja tutkimusta kudosnaytteista. Hel-
singin Biopankki hallinnoi laajoja patologian arkistoja, jotka kasittavat alkuperaisia dia-
gnostisia kudosnaytteita yli miljoonasta suomalaispotilaasta. Kudoslasien digitointi on-
kin oleellinen osa biopankin palveluvalikoimaa. (Mirtti & Napankangas 2020: 1954; Pit-
kanen 2018.) Osa skannattavista naytelaseista saattaa olla yli 20 vuotta vanhoja ja eri-
laisia kuin nykyisin markkinoilla olevat lasit. Mikroskooppilasiskannerin tulisi tasta huoli-
matta kyeta systemaattisesti tuottamaan laadukkaita kuvia, jotka soveltuvat jatkoana-
lyyseihin ja julkaisuihin. Esimerkiksi tekoalyprojekteissa erityisen tarkeaa on toistettava
kuvanlaatu ja tarkkuus. Kuvissa ei saa olla epajatkuvuuskonhtia tai varivirheita ja myos
taustan tulisi olla varitykseltaan tasainen. Digitoitujen kuvien katseluun tarkoitetun oh-
jelmiston kaytettavyyden tulee olla hyva ja mahdollistettava esimerkiksi kudosalueiden
mittaaminen ja merkitseminen. (Bury & Griffin 2019: 479-486; Niinimaki 2021: 1.)

Opinnaytetyon tarkoituksena oli toteuttaa Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin
kayttoonotto ja tekninen validointi Helsingin Biopankissa. Kaikki uudet laboratoriolait-
teet kayvat kayttdonoton yhteydessa lapi validointiprosessin, joka raportoidaan kirjalli-
sesti. Skannerin ensimmaisen validoinnin yhteydessa puutteita havaittiin merkittavan
paljon, joten sita ei voitu hyvaksya Helsingin Biopankin tuotantokayttéon. (Niinimaki
2021:9.)

Opinnaytetyd sisalsi uuden validoinnin suunnittelun, toteutuksen ja validointiraportin kir-
joittamisen. Suunnitteluvaiheeseen kuului validointikriteerien ja mitattavien parametrien
maarittdminen osin aiemmin suoritettua validointia mukaillen. Validoinnin toteutusta
varten Biopankissa kerattiin kattava naytepooli erityyppisia histologisia kudoslaseja,

joilla testaukset suoritettiin.



2 Histopatologia

Histopatologialla tarkoitetaan kudosten mikroskooppisen tarkastelun erikoisalaa, jossa
tutkitaan elinten poikkeavia kudos- ja solumuutoksia. Siina yhdistyvat kudosten hieno-
rakenteiden tuntemus, kudosnaytteiden prosessointi laboratoriossa ja mikroskooppitut-
kimukset. Kliinisen histologian tutkimuksia kaytetaan erityisesti sydpasairauksien diag-

nostiikassa ja syopahoitojen seurannassa. (Geneticist 2018; Lyly 2011.)

2.1 Histologiset kudosnaytteet

Taudin syntya, etenemista ja lopputulosta seka hoidon vaikuttavuutta voidaan arvioida
tarkastelemalla muutoksia kudosnaytteessa (Geneticist 2018; Lyly 2011). Histologisia
naytteitd on mahdollista kayttaa taudinmaaritysten lisdksi myds esimerkiksi aivo-, kan-

tasolu- ja Iaaketutkimuksissa (Evident: 1).

Kudosta irrotetaan potilaasta yleensa leikkauksen, biopsian (koepalan) oton tai ruu-
miinavauksen yhteydessa. Taman jalkeen kudoskappaleet lahetetaan patologian labo-
ratorioon joko formaliiniliuoksessa tai tuoreena. Tuorekudoksesta voidaan valmistaa
mahdolliset, kiireellisena kasiteltavat jaaleikkeet laseille suoraan varjattaviksi, ja siita
my0s tarvittaessa pakastetaan kudospaloja molekyylipatologian tutkimuksia varten.
Formaliinifiksoitu nayte sen sijaan dissekoidaan eli siitd otetaan edustavat kappaleet
merkittyihin muovikasetteihin. (Lyly 2011; Suvarna 2019: 66.) Formaldehydi pysayttaa
solujen entsyymitoiminnan, estda mikrobien kasvua ja kovettaa kudosta, jolloin nayt-
teen morfologiset piirteet pysyvat mahdollisimman muuttumattomina myds sailytetta-
essa. Dissekoinnista naytteet siirretdan kudosprosessointiin, jossa kudoksen sisaltama
vesi korvataan valiaineella. Sen jalkeen kudospalat valetaan tukiparafiiniin varsinaisiksi
nayteblokeiksi. (Layton & Bancroft & Suvarna 2019: 40—41; Wolfe 2019: 74-77.)

Formaliinifiksoiduista parafiiniin valetuista (FFPE) kudosnayteblokeista leikataan mikro-
tomilla ohuita, yleensa noin kolmen-neljan mikrometrin paksuisia, valoa lapaisevia leik-
keitad, jotka ovat mikroskoopilla tarkasteltavissa. Kudosleikkeet poimitaan nimetyille ob-
jektilaseille, kiinnitetdan 1ammaon avulla ja varjataan analysointia varten. (Helsingin
Biopankki 2021a: 1; Spencer 84—88.) Useimmiten kudosnaytteille kaytetddn hema-
toksyliini-eosiini-perusvarjaysta (HE), jossa tumat varjaytyvat tummiksi ja muut raken-
teet pinkin ja punaisen eri savyin. llman minkaanlaista varjaysta kudosrakenteiden erot-

taminen on hankalaa. Kudoslaseille on mahdollista tarvittaessa suorittaa myos erikois-



varjayksia, esimerkiksi Van Gieson/Herovic-, alciansininen-perjodihappo-Schiff-yhdis-
telma (AB-PAS) tai Giemsa-varjays (kuva 1). (Bancroft & Layton 2019: 126—130; Hel-
singin Biopankki 2021a: 2.)

Kuva 1. Vasemmalla kudosleikkeen HE-varjays ja oikealla Giemsa-varjays pernan lymfooma-
naytteesta. Kudoslasit on skannattu Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerilla.

Lisaksi nayte voidaan varjatd immunohistokemiallisia (IHC) menetelmia kayttden. Ne
perustuvat kudoksessa esiintyvan antigeenin ja sille spesifisen vasta-aineen valiseen
reaktioon. (Sanderson & Wild & Cull & Marston & Zardin 2019: 339-341.) Objektilasin
valintaan vaikuttaa haluttu varjays, silla immunohistokemiallisissa varjayksissa kayte-
tdan positiivisen varauksen omaavia laseja, mutta HE-varjattaville leikkeille riittaa ta-

vanomainen objektilasi (Helsingin Biopankki 2021a: 2; Spencer 2019: 86).

Leikkaus- ja varjaysvaiheessa naytelaseihin voi syntya erilaisia artefaktoja, jotka vaikut-
tavat naytteen mydhempaan tarkasteluun ja mahdolliseen digitointiin. Naitad ovat mm.
kudoksen rakenteesta johtumattomat reiat, vaurioituneen teran repimat naarmut, rypyt
ja taitokset leikkeessa, kudosleikkeen irtoaminen objektilasilta seka leikkeen leviami-
nen ja hajoaminen. Lisaksi ilmakuplat leikkeen tai peitinlasin alla seka erilaiset roskat ja
tahrat saattavat aiheuttaa haasteita kudoslasin digitoinnissa. (Bury & Griffin 2019: 480—
481; Spencer 85-91.)



2.2 Digitaalinen patologia

Histopatologiassa digitalisaatio on tuonut useita etuja perinteiseen mikroskopointiin nah-
den. Lasit, joille ndytteet on leikattu, voivat rikkoutua tai jopa havitad tutkimusprosessin
aikana. Lisdksi ajan myo6ta arkistossa saildminen vahentaa niiden kayttdéarvoa varien
haalistuessa. Naytelasien digitointi helpottaa esimerkiksi useampien patologien konsul-
tointia kustannustehokkaalla tavalla ja edesauttaa diagnoosin saamista pienemmalla vii-
veella. Digitaalinen patologia myds mahdollistaa paikasta riippumattoman tydskentelyn,
kunhan kaytettavissa olevan internet-yhteyden tiedonsiirtonopeus on riittava. Suomen
kaltaisessa harvaanasutussa maassa, jossa terveydenhuollon resurssit ovat keskitty-
neet suurimpiin kaupunkeihin, tdma on erityisen hyodyllista varsinkin harvinaisempien
sairauksien diagnostiikassa, tutkimuksessa ja opetuskaytdssa. Vaikka digitaalisesta
naytearkistosta olisikin paljon etua, kalliit laitteet, tarvittavat uudet tietojarjestelmat ja
naytekuvien suuri tiedostokoko ovat rajoittaneet virtuaalimikroskopian yleistymista. (Bon-

sembiante ym. 2019: 1; Tolonen & Napankagas & Isola 2015.)

Digitaalisen patologian on todettu olevan verrattavissa konventionaaliseen mikroskopi-
aan tarkkuuden ja nopeuden suhteen. FFPE-kudosnaytteen valmisteluprosessi kudos-
lasiksi asti on kuitenkin molemmissa sama ja yhta aikaa vieva. (Mukhopadhyay ym.
2018; Snead ym. 2016.) Valomikroskopiassa kudosleike lapaistdan valonsateelld, joka
kulkee mikroskoopin linssien |&pi okulaariin kaytanndssa suurentaen nakyman koh-
teesta. Objektiivin valinnalla voidaan vaikuttaa suurennokseen. (Bancroft 2019a: 25.)
Kudosleikkeen digitoinnissa alkuperainen lasi kuvataan mikroskooppilasiskannerin ob-
jektiivin 1api nakdkentta kerrallaan ja lopuksi laitteisto muuntaa kuvaamansa alueet yh-
tendisen kuvan muotoon. Digitalisoidun kudosnaytteen tarkastelu tapahtuu siihen tarkoi-
tetulla katseluohjelmalla. (Bury & Griffin 2019: 476—479; Helsingin Biopankki 2021b: 1.)

Digitaalista patologiaa voidaan hyédyntaa esimerkiksi TMA:n (Tissue Microarray) eli
monikudosblokin rakentamisessa. TMA:n rakennusta varten patologi tai tutkija voi ku-
vankasittelyohjelmalla merkitd haluamansa, erityisen kiinnostavat kudosalueet (Region
of Interest, ROI) digitaalisiin leikekuviin annotaatioiksi. TMA-blokkiin valitut kudosalueet
irrotetaan annotaatioiden perusteella alkuperaisista, ns. luovuttajablokeista, ja siirre-
tdan tyhjaan vastaanottajablokkiin. Kudoslieriét kiinnitetdan blokkiin lammdn avulla,
minka jalkeen siitd voidaan leikata monikudosleikkeitad (kuva 2) erilaisia varjayksia var-
ten. (Bancroft 2019b: 505-508; Bury & Griffin 2019: 483—486.)
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Kuva 2. Koko lasin skannaus (Whole Slide Image, WSI) HE-varjatystd monikudosleikkeesta,
jossa on nakyvissa 50 erillistd kudosnaytetta. Alkuperaisistd FFPE-kudosblokeista irro-
tettujen lierididen halkaisija on 1 millimetri. Nakyma Olympus OlyVIA -katseluohjel-
masta.

Digitalisoinnin onnistumiseen liittyy useita tekijoitéd. Mikroskooppilasiskannerin ominai-
suuksien lisdksi myds lasityyppi, leikkeiden paksuuden vaihtelu ja kudosten ominaisuu-
det vaikuttavat kuvanlaatuun. Leikkausartefaktat, kaikenlaiset naarmut, sormenijaljet ja
poly laseilla (kuva 3) nakyvat kuvissa epatarkkoina alueina, mutta hyvilla esivalmiste-
luilla ndiden aiheuttamia hairidita pystytdan vahentdmaan. (Bury & Griffin 2019: 480;
Helsingin Biopankki 2021b: 2.)

Kuva 3. Pdlyhiukkanen fyysisen lasin pinnalla (ympyréity punaisella) nayttaytyy harmaana su-
meana kohtana digitoidulla kudoslasilla. Kuvassa HE-varjattya rinnan rasva- ja sideku-
dosta.



Puhdistuksen ja skanneriin asettamisen jalkeen naytelasin varsinainen digitointi alkaa
yleensa pienen, esimerkiksi 2x, suurennoksen esikatselukuvasta, josta laitteisto suorit-
taa automaattisen kudosalueen tunnistuksen. Kayttaja luo kuvatiedostolle sopivan tun-
nisteen, valitsee tallennussijainnin seka saataa asetukset skannausalueen tarkennusta
ja rajausta varten. Optimaalisesti rajattu nayte tuottaa pienemman kuvatiedoston kuin
koko lasin kattava skannaus. (Bury & Griffin 2019: 479; Helsingin Biopankki 2021b:
14.)

Uudemmat kudoslasit ovat yleensd paremmassa kunnossa ja puhtaampia kuin vanhat.
Huomioitavaa on myds, etta osa laseista on peitelty muovikalvolla, joka on aarimmai-
sen herkkd hankaukselle ja ndin ollen naarmuuntuu helposti. (Bury & Griffin 2019: 480;
Helsingin Biopankki 2021b: 2.) Lisdksi HUSLAB:n patologian laboratoriossa yleisesti
IHC-varjayksissa kaytettaville TOMO-laseille tyypillistd on taustan voimakas varjaytymi-
nen, joka usein aiheuttaa hairiditd mikroskooppilasiskannerin automaattiseen kudos-

tunnistukseen (Helsingin Biopankki 2021a: 2).

3 Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri

Olympus SLIDEVIEW VS200 -mikroskooppilasiskannerikokonaisuus koostuu fyysi-
sesta laitteistosta ja sahkdisesta ohjelmistosta. Mukana on myds toimitettu valmistajan
englanninkielinen manuaali seka digitaalisessa etta kirjallisessa muodossa. Validoinnin
referenssina Olympus VS200:lle kaytettiin Helsingin Biopankin 3DHISTECH Pan-
noramic 250 Flash Il -mikroskooppilasiskanneria, joka on hyvaksytty kaytettavaksi pri-

maaridiagnostiikassa (Garcia-Rojo ym. 2019).
3.1 Laitteisto

Skanneriyksikkd VS200 ja VS20-LOADER-lasienlatausyksikké muodostavat varsinai-
sen mikroskooppilasiskannerilaitteiston (kuva 4). Helsingin Biopankin VS200-skanne-
riyksikk6on kuuluu korkearesoluutioinen digitaalinen varikamera, Olympuksen mikro-
skooppi motorisoidulla, ohjelmiston kautta ohjattavalla objektiivikiekolla, objektiivit 2x,
20x ja 40x sekd moottoroitu ndytepodyta ja viivakoodinlukija. (Evident: 7.) Niiden lisaksi
kokonaisuuteen kuuluu tietokoneen keskusyksikkd, nayttd, hiiri, nAppaimisto ja nayte-

tarjottimia eri kokoisille laseille.



Kuva 4. Helsingin Biopankin Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri vasemmalla ja oikealla
VS20-latausyksikkd ovi auki, kaksi naytelasitarjotinta sisalla. (Niinimaki 2022.)

Latausyksikdssa on paikat 35 naytelasitarjottimelle. Tavallisia 76 x 25 millimetrin objek-
tilaseja mahtuu yhteen tarjottimeen kuusi kappaletta, mutta myds suurempia makrola-
seja varten on omat lataustarjottimensa. Maksimikapasiteetti Olympus VS200:lla ker-
ralla skannattavaksi on 210 standardikokoista kudoslasia. Laite tunnistaa automaatti-
sesti tarjotinpaikat, joihin lasit on asetettu. Laitteisto siirtda lasitarjottimia vaakatasossa
mikroskoopin naytepdydalle ja pois sieltd, joten yksittaisia naytelaseja ei erikseen liiku-
teta laitteen siséssa. (Evident: 3—4.)

Skannerilaitteisto vaatii tietynlaisen toimintaympariston. Valmistajan mukaan mikro-
skooppilasiskannerin toimintalampétila on 12—-28 °C ja optimaalinen ilmankosteus enin-
taan 80 %. (Evident: 7.) Mikroskooppilasiskannerit ovat myds herkkia tarinalle (Bury &
Griffin 2019: 480).

Olympus SLIDEVIEW VS200 -mikroskooppilasiskanneri eroaa teknisiltd ominaisuuksil-
taan jonkin verran referenssina kaytettavasta 3DHISTECH Pannoramic 250 Flash Ill -
skannerista. Laitteiden teknisia tietoja on esitetty taulukossa 1.



Taulukko 1. Laitevalmistajien ilmoittamia teknisia tietoja Olympus SLIDEVIEW
VS200 ja 3DHISTECH Pannoramic 250 -mikroskooppilasiskannereista (3DHISTECH
2019; Evident: 7).

Ominaisuus Olympus VS200 Pannoramic 250
Resoluutio 20x 0.274 um/pikseli 0.242 pym/pikseli
Numeerinen apertuuri 20x 0.80 0.80

Resoluutio 40x 0.137 um/pikseli 0.121 ym/pikseli
Numeerinen apertuuri 40x 0.95 0.95

Ajallinen kesto 15x15 mm 80 sekuntia 35 sekuntia

skannausalue BF 20x

Teknisista ominaisuuksista resoluutio mittaa pieninta valimatkaa, jolla kaksi pistetta voi-
daan tunnistaa omiksi kohteikseen. Resoluutioon vaikuttaa valon aallonpituus ja linssin
numeerinen apertuuri (NA). Numeerinen apertuuri kertoo objektiivin erotuskyvysta. II-
man immersiodljya 0.95 on suurin mahdollinen NA mikroskooppien objektiiveille.
(Bancroft 2019a: 30.) Olympus VS200 mahdollistaa myds 6ljyobjektiivien kayttamisen

kudoslasien digitoinnissa (Evident: 3).

Toiminta naissa mikroskooppilasiskannereissa perustuu laattaskannaukseen, jossa
skannerin kamera kuvaa kudosalueen mikroskoopin objektiivin I1api nakokentta kerral-
laan ja lopuksi ohjelmisto yhdistaa kuvatut ruudut yhdeksi saumattomaksi kuvatiedos-
toksi, WSl:ksi (Bury & Griffin 2019: 476—479). Helsingin Biopankissa on toistaiseksi
kaytdssa vain kirkaskenttdskannaus (Brightfield, BF), mutta molempiin skannereihin on
laajennettavissa fluoresenssiskannausominaisuudet. Kummallakin laitteella on myos
mahdollista kayttaa laajennettua fokusointia (Extended Focusing, EFI) seka suorittaa
monitasoskannauksia (Z-stacking). EFI-menetelmaa kaytettdessa laite tarkentaa skan-
nausalueen monelta tasolta, mutta koostaa lopulliseen kuvaan jokaisesta nakdkentasta
vain sen tason, jonka syvyysteravyys oli optimaalisin. (Evident: 7; Helsingin Biopankki
2021b: 1.)
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3.2 Ohjelmistot

Mikroskooppilasiskannerit tarvitsevat laitteiston lisaksi digitaalisen kayttdympariston ja
erillisen kuvankatseluohjelman. Olympus SLIDEVIEW VS200 tuottaa kuvat VSI-tiedos-
toina ja referenssiskanneri 3DHISTECH Pannoramic 250 MRXS-tiedostoina.

VS200-mikroskooppilasiskanneriin litetyn tietokoneen keskusyksikdssa on kaytdssa
Windows 10 -kayttojarjestelma, johon ohjelmistot on asennettu. Olympus VS200 ASW
3.3 -ohjelmisto muodostaa mikroskooppilasiskannerin varsinaisen kayttoympariston
(kuva 5). Kayttaja ohjaa kayttoliittymassa skannerin asetuksia hiirella ja nappaimistolla.
(Evident: 5.)

¥ OLYMPUS V5200 ASW

Single Scan Batch Scan

D Last Used

Last Scanned Images Recent Image Folders

&

Exchange Trays Select Slide for Calibration Clean Objectives

“

& =)

Kuva 5. Olympus VS200 ASW -skannausohjelmiston aloitusvalikko. Valittavissa on seka yksit-
taisten lasien ettd suurempien lasierien skannaus, kuvatiedostojen tarkastelu, ja toimin-
not tarjotinten vaihtoon, laitteiston kalibrointiin ja objektiivien puhdistukseen.

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin kayttdliittyma mahdollistaa seka yksittais-
ten lasien skannauksen (Single Scan) ettd suurempien lasierien massaskannaukset
(Batch Scan). Ohjelmiston on oletusarvoisesti tarkoitus optimoida skannausasetukset.
Asetuksia on kuitenkin mahdollista sdataa myds manuaalisesti lukuisin tavoin. Nayte-
ja lasityypeille spesifisten projektien luominen nopeuttaa tyéskentelya, kun seka tyypilli-
sille etta erityisen hankalille naytteille voidaan luoda soveltuvia skannausprofiileja. (Evi-
dent: 5.)
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Olympus OlyVIA 3.3 -katseluohjelmisto mahdollistaa digitoitujen lasien tarkastelun pe-
rinteisen mikroskopoinnin tapaan, mutta katselualueen syvyytta ei voi hallita samoin.
Suurennosta kuitenkin voi, ja lasilla siirtyminen on hiiren kanssa vaivatonta. Monita-
soskannattujen (Z-stack) kuvien kanssa likkuminen myoés syvyyssuunnassa on mah-
dollista, koska skanneri ottaa samasta kohdasta kuvat eri tasoilta. (Bury & Griffin 2019:
481-484.)

Kuvankatseluohjelmissa voidaan myds esimerkiksi tarkastella useita digitalisoituja nay-
telaseja rinnakkain, annotoida mielenkiintoisia kudosalueita (kuva 6) tai tehda nayttei-
siin muita digitaalisia merkintoja (Bury & Griffin 2019: 486). Olympus VS200 -mikro-

skooppilasiskannerilla tuotettujen kuvien katselu ja kasittely onnistuu milla tahansa

PC:llIa, johon on asennettu tarvittava kuvankatseluohjelmisto, OlyVIA.

elp
- HEER D5, &

1000 pn/'l//

b 2 @Oﬂg‘pm
/®
e e 1FJ_OG pm

Kuva 6. Annotaatioiden lisddminen erivarisind ympyréina OlyVIA:ssa. Esimerkissa valittuna pu-
naisella kaksi halkaisijaltaan 1 mm aluetta tuumoria, siniselld 1 mm reuna-alueelta ja
vihrealla 1 mm tervetta kudosta. Kudoslasilla on HE-varjatty rintakudosleike.

Digitalisoitujen kudoslasikuvien jakamista rajoittaa valtava tiedostokoko, ja useimmiten
kuvatiedostot tallennetaankin ulkoisille kovalevyille tai erityisiin pilvipalveluihin (Bury &
Griffin 2019: 480—483; Evident: 6). Suurten kuvatiedostojen tallennus Helsingin Biopan-
kissa tapahtuu talla hetkella verkkolevyille, jolloin niiden avaaminen on mahdollista
HUS:n sisalla muillakin tietokoneilla kuin skannerikokonaisuuden keskusyksikolla.
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4 Uuden laitteen kayttoonotto ja validointi

Validoinnilla eli varmentamisella tarkoitetaan selvitysta siitd, etta laitteelle asetetut kayt-
to6a koskevat vaatimukset tayttyvat. Validoinnissa varmistetaan perusteellisen testauk-
sen avulla laitteen soveltuvuus ja suorituskyky suunniteltuun kayttétarkoitukseen. (Hel-
singin Biopankki 2021c: 1; Hagg 2016: 7.)

Laitteelle hankinnan yhteydessa maaritellyt vaatimukset ohjaavat validoinnin menette-
lytapaa, ja ennalta suunniteltujen validointiparametrien tulee olla laitteen kayton kan-
nalta merkityksellisia. Parametrit voivat liittya esimerkiksi laitteen tekniseen suoritusky-
kyyn vastaanottotarkastuksen jalkeen, toistettavuuteen sarjan sisalla ja sarjojen valilla
seka uusittavuuteen pidemmalla aikavalilla. Valituilla parametreilla voidaan myos arvi-
oida hairiétekijoiden vaikutuksia, valmistajan ilmoittamien raja-arvojen toteutumista,
herkkyytta ja tietoliikenteen toimivuutta. (Astrix Inc. 2019; Helsingin Biopankki 2021c:
2.)

Validointiprosessi alkaa kirjallisen suunnitelman laatimisella. Validointisuunnitelmassa

tarkeinta on valita sopivat ja laitteen todellista kayttéa mallintavat parametrit, mutta sii-
hen tulee kirjata tarkasti myds tydssa kaytettavat resurssit ja validoinnin hyvaksymisen
kriteerit. Suunnitelmaa voidaan tarkentaa tai muuttaa, mikali tarve siihen ilmenee pro-

sessin aikana. Validoinnin toteutusvaiheessa kaikkien havaintojen huolellinen doku-

mentointi on myos erityisen oleellista loppuvaiheen raportointia ajatellen. (Hagg 2016.)

Toteutetusta validoinnista laaditaan yhteenvetoraportti, jossa testauksessa saatuja tu-
loksia verrataan asetettuihin tavoitteisiin. Raporttiin kirjataan johtopaatokset perustelui-
neen seka lyhyt yhteenveto siita, soveltuuko laite kayttotarkoitukseensa ja voidaanko
validointi hyvaksya. Laite voidaan ottaa kaytt6on vasta validoinnin tultua hyvaksytyksi.
(Hagg 2016: 15-16.)

5 Tyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoitus oli suorittaa Helsingin Biopankin Olympus VS200 -mikroskoop-
pilasiskannerin tekninen validointi ja kayttdonotto seka tuottaa validoinnista kattava kir-
jallinen raportti ja suomenkielinen kayttdohjeistus laitteelle. Validoinnin tavoitteena oli to-
dentaa, ettd uusi laite tayttaa toimeksiantajan vaatimukset ja soveltuu tuotantokayttoon.
Opinnaytetydssa tavoitteena oli myds syventaa tietoutta validoinnista prosessina ja pe-

rehtyd mikroskooppilasiskannerien toimintaan yleisella tasolla.
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Opinnaytety6ta ohjasivat kysymykset:
1. Tayttddko Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri Helsingin Biopankin sille aset-

tamat vaatimukset ja ovatko seka sen kaytettavyys etta suorituskyky hyvia?

2. Ovatko Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin tuottamat kuvat laadukkaita ja
soveltuvatko ne tutkimuskayttdon ja tekoalyanalyyseihin?

3. Voidaanko mikroskooppilasiskanneri hyvaksya suoritetun teknisen validoinnin perus-
teella tuotantokayttdon Helsingin Biopankissa?

Tybohjeen laatimisen mikroskooppilasiskannerille todettiin jo hyvin alkuvaiheessa ole-
van opinnaytetyon laajuuden kannalta lilan suuri kokonaisuus, joten se tullaan toteutta-
maan Helsingin Biopankissa erikseen tyon valmistuttua. Validoinnin aikana tuotettuja
huomioita tullaan kuitenkin hydédyntdmaan suunniteltaessa tydohjetta histologian labo-
ratorion henkilokunnan perehdytykseen ja tyoskentelyyn mikroskooppilasiskannerilla.
Lisaksi laitteen testauksen ja kayttoonoton yhteydessa skannausohjelmaan luotiin val-

miita profiileja erityyppisten kudoslasien digitointia varten.

6 Opinnaytetyon toteuttaminen

6.1 Menetelmat ja aineistonkeruu

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerille oli suoritettu Helsingin Biopankissa jo
aiemmin tekninen validointi, jonka lopputuloksena laitetta ei hyvaksytty tuotantokayt-
téon. Aiemmasta validoinnista kirjoitettua raporttia hyddynnettiin uusintavalidoinnin to-
teutuksen suunnittelussa ja dokumentoinnissa. Liséksi laitevalmistajan edustaja oli hy-
vin tavoitettavissa ja vastaamassa osaltaan validoinnin aikana ilmenneisiin kysymyk-

siin.

Opinnaytety6ta Helsingin Biopankissa ohjasivat kehittamispaallikko ja histopatologian
laboratorion prosessivastaava. Tydskentely tapahtui seka itsendisesti ettd Biopankin
toimitiloissa. Opinnaytetydprosessiin liittyi myos opettajan ohjauskertoja ja tyopajoihin
osallistumista. Prosessi sisalsi myos opinnaytetydseminaareja seka muiden opiskelijoi-

den opponointia.

Taustatietoa opinnaytetyohon kerattiin alan kirjallisuudesta ja tietokannoista kayttaen
soveltuvia hakusanoja, kuten esimerkiksi: validation, WSI, digital pathology, histology,
virtual microscopy. Tyohon valittiin ajantasaista tietoa, kelpoisuusehtona oli alle 10
vuotta julkaisusta ja saatavuus koulun lisensseilla. Relevantteja, englannin- ja suomen-

kielisia lahdeartikkeleita valikoitiin hakukoneista PubMed, Google Scholar ja Medic.
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Mikroskooppilasiskannerin validointiin on yleisesti suositeltu kaytettdvan vahintdan 60
naytteen poolia (Evans ym. 2022). Olympus VS200:n teknista validointia varten Helsin-
gin Biopankissa koottiin naytepooli erityyppisista kudoslaseista, jotta validoinnilla saatai-
siin mahdollisimman kattava kuva laitteen suorituskyvysta ja kaytettavyydesta. Valitut
lasit olivat HUSLAB:n patologian naytearkistosta kerattyja, diagnostiikkaa varten valmis-
tettuja kudoslaseja vuosilta 1997-2022. Mukaan valittiin erilaisia kudoksia, naytetyyp-
peja (esim. biopsiat ja TMA:t), eri valmistajien objektilaseja seka perus-, erikois- ja IHC-
varjayksia. Tydssa validointiin kaytettavien naytelasien maaraksi muodostui 130. Taulu-

kossa 2 on esitetty validoinnissa kaytettyjen kudoslasien ominaisuuksia.

Taulukko 2. Validoinnissa kaytetyn naytepoolin koostumus.

Ominaisuudet, varjaykset

Imusolmuke runsassoluinen kudos, lasit tuoreita (<1 v), HE 10
Rintasyopa rasvainen, HE + erilaiset varjaytymisen voimakkuu- 50
den asteet: ER, PR, MIB-1 (Ki-67), c-erbB2 (HER-2)
Prostatabiopsia pitkdnomaiset neulabiopsiat, horisontaaliset, HE o4
Keuhkosyopa pienet naytteet, HE + PD-L1 10
Lymfooma lasit vanhoja (>20 v), HE, Giemsa, Reticulin, PAS, 21
IHC
Monikudosleike (TMA) n. 50-130 erillistd naytespottia lasilla, HE + IHC 5
Eri objektilasityypit Klinipath, SuperFrost Plus, TOMO 9
Makrolasi 76 x 51 mm, HE 1
yht. 130

Validointipoolin kaikista naytteista oli vahintaan HE-varjatyt lasit. Rintanaytteista valittiin
lisaksi yleisimmin syopadiagnostiikassa kaytettyja immunohistokemiallisia varjayksia;
estrogeenireseptori (ER), progesteronireseptori (PR), MIB-1/Ki-67 proliferaatioindeksi
ja HER-2-onkogeeni (Wan ym. 2018). Keuhkonaytteistd mukaan valikoitui perusvar-
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jayksen lisaksi PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), joka kertoo keuhkosydvan tyy-
pista (Saif ym. 2020). Lymfoomanaytteista otettiin pooliin mukaan tyypillisimpia erikois-

ja IHC-varjayksia.

6.2 Validointiprosessi

Mikroskooppilasiskannerin validointiin valittavilla parametreilla arvioidaan seka kuvan-
laatua etta laitteen kaytettavyytta ja suorituskykya (Niinimaki 2021: 2—7). Joitain naista
ominaisuuksista on hankalahko mitata, mutta ne ovat kyseessa olevan laitteen tapauk-
sessa kvantitatiivisia maareita olennaisempia. Sopivia parametreja validoinnissa kaytet-

tavaksi ovat esimerkiksi:

e Toistettavuus

e Kudosalueiden automaattisen tunnistuksen toimivuus

o Epatarkkuusalueiden maara ja koko

o Epjjatkuvuusalueiden maara ja koko

¢ Ohjelmiston tydkalujen kaytettavyys (esim. kudoksen rajaaminen)
o Peruskaytantéjen sujuvuus (esim. tiedostojen nimeaminen)

e Lasien lataamisen ja purkamisen kesto/vaivattomuus

e Kuvien teknisen laadun tarkastamiseen kuluva aika

e Tekstin ja muiden digitaalisten merkintjen lisdys kuvaan

¢ Digitoinnin kesto ajallisesti ja suhteessa laitevalmistajan ohjeaikoihin
e Varien toistuminen

¢ Histologisten yksityiskohtien erottuvuus suhteessa referenssikuviin

e Taustan varityksen tasaisuus.

Helsingin Biopankissa laaduntarkkailuun kuuluu, ettd skannausten valmistuttua jokai-
nen kuva tarkastetaan silmamaaraisesti. Teknista laatua arvioitaessa havainnoidaan
erityisesti ndytteen reuna-alueiden yhdenmukaisuutta, mahdollisia epatarkkuusalueita
ja skannausartefaktaa. Digitalisoidun kudoslasin tarkastelu tapahtuu siirtymalla esikat-
selundkymasta aina niin pitkalle, ettd kudosmorfologia erottuu (kuva 7). (Cox & Colgan

2019: 3; Leica Biosystems.)
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Kuva 7. 20-kertaisella suurennoksella digitalisoidun naytteen tekninen tarkastelu esikatseluku-
vasta histologisiin yksityiskohtiin. Kudoslasilla HE-varjatty leike kilpirauhastuumorista.

Kudoslasin skannauksen onnistumista arvioitaessa huomiota ei kiinniteta siihen mita
lasilla on, vaan siihen kuinka sen siirtdminen digitaaliseen muotoon on onnistunut.
Tama voidaan tehda suurentamalla kuvaa niin, ettd kudoksen histologiset yksityiskoh-
dat erottuvat, jolloin kuvan tarkkuus ja rajauksen riittdvyys ovat silmamaaraisesti arvioi-

tavissa. (Leica Biosystems.)

6.2.1 Lahtdtilanne

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri oli asennettu kayttdkuntoon valmistajan
edustajan toimesta, kun se luovutettiin Helsingin Biopankille vuonna 2021. Taman jal-
keen laitteelle oli hyvaksytysti suoritettu vastaanottotarkastus HUS Laakintatekniikan
toimesta. Tekninen asiantuntija on vahvistanut laitteiston olevan asianmukaisesti CE-
merkitty ja tayttdvan EMC-direktiivin vaatimukset. (Bury & Griffin 2019: 488; Villman
2021.)

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerille oli tehty testauksia Helsingin Biopankissa
aiemman validoinnin yhteydessa, mutta ongelmat kayttoliittyman ja laitteen tuottaman
kuvanlaadun kanssa eivat sallineet aloitusta tuotantokaytdssa. Automaattinen kudos-
tunnistus oli jattanyt suuren osan kudoksen reuna-alueista tunnistamatta, jolloin tarken-
nus ei toiminut. Varsinkin erittdin vaaleiden varjayksien tunnistamisessa esiintyi huo-
mattavia ongelmia. Skannausalueen rajaaminen kasin oli vaikeaa, joten tarkennusta ei

saatu kuntoon manuaalisestikaan. (Niinimaki 2021: 3-5).
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Validoinnissa havaittiin, ettd 40x-suurennoksella pienetkin vaihtelut peitinlasien paksuu-
dessa aiheuttivat kuviin runsaasti epatarkkuusalueita. Hairidita esiintyi myds skannattu-
jen kuvalaattojen yhteen liittmisessa (kuva 8). Laadukkaiden kuvien tuottaminen vaati

todella paljon kasity6ta. (Niinimaki 2021: 3-6.)
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Kuva 8. Digitalisoiduissa naytteissa esiintyy toisinaan poikkeamia kuvanlaadussa. Kuvissa epa-
jatkuvuusalueet (merkitty punaisella/keltaisella), joita syntyy, kun kuvalaattojen yhteen
littdminen ei ole taysin onnistunut.
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Epajatkuvuusalueella tarkoitetaan skannerin kuvaamien nakodkenttien yhteen liittami-
sessa tapahtunutta virhetta. Skannerin kamera kuvaa koko kudosalueen laattoina,
jotka ohjelmiston tulisi liittdd saumattomasti yhteen. Erityisesti suuremmilla suurennok-
silla (40x) tai laajennetulla tarkennuksella (EFI) laseja digitoitaessa téhan tulee helposti

hairioita, jotka nakyvat skannatuissa kuvissa saumoina. (Niinimaki 2021: 5-6.)

Ohjelmistojen kaytettavyydessa oli runsaasti muitakin puutteita kuvanlaadun heikkou-
den lisdksi. Skannausohjelman kaatuminen satunnaisesti teki laitteen kaytosta epa-
luotettavaa ja aikaa vievaa. Kudostunnistuksen sisaltava nakyma jai nakyviin digitalisoi-
tuihin naytelaseihin. Valmistajan ilmoittamat referenssiajat skannausten ajallisesta kes-
tosta eivat pitdneet paikkaansa. Lisdksi kuvankatseluohjelmassa annotointien merkitse-
minen oli kdmpelda ja hidasta. (Niinimaki 2021: 2-7.)
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6.2.2 Validointisuunnitelma

Validoinnin toteutus eteni suunnitelman mukaan, joka tehtiin Helsingin Biopankin vali-
dointi/verifiointisuunnitelma- ja raporttipohjaa hydédyntaen. Suunnitelmaan kirjattiin pro-
sessin vastuuhenkilét ja suorittajat, kaytettavat aineistot ja laitteisto, aikataulu, maaritel-
tiin tarkoitus ja tavoitteet seka asetettiin hyvaksymiskriteerit. (Helsingin Biopankki 2021d:

1-2.) Kuviossa 1 esitetadn mikroskooppilasiskannerin validointiprosessi.

(g suorittaja ) esivalmistelu -E vertailu

E tarkastaja _E nimeaminen 6 arviointi

TJ aineistot 3 tallennus O taulukointi

2 |aitteet -— testit 20x (O tulokset

C ohjelmistot |— testit 40x nd johtopaatokset

> aikataulu viivakoodinluku riskinarviointi

(/:) tarkoitus EFI, Z-stack ym. kasittely
tavoitteet profiilit validoinnin
hyvaksymiskriteerit referenssikuvat hyvaksynta

Kuvio 1. Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin validointiprosessi.

Validoitavan laitteen suunniteltu kayttétarkoitus ja kayttdéa koskevat vaatimukset maari-

teltiin seuraavasti:

. Mikroskooppilasiskanneria kaytetddn ominaisuuksiltaan erilaisten histolo-
gisten naytelasien siirtdmiseen digitaaliseen muotoon.

. Validoinnin tarkoituksena on varmentaa laitteen suorituskyky ja soveltu-
vuus tuotantokayttddn. Validoinnissa tarkastellaan laitteiston kayton suju-
vuutta, sen tuottamien kuvien teknistad laatua ja ohjelmistojen kaytetta-
vyytta.

. Mikroskooppilasiskannerin tuottamissa kuvissa ei saa olla toistuvasti epa-
tarkkuusalueita, epdjatkuvuuskohtia, varivirheitd tai taustan epatasai-
suutta.

. Skannausohjelmiston on oltava kayttokelpoinen ja kuvankatseluohjelman
on mahdollistettava kuvien sujuva tarkastelu eri suurennoksin seka erilais-
ten digitaalisten merkintdjen tekeminen laseille.

Hyvaksymiskriteereihin kirjattiin taulukossa 3 mainittuja asioita. Heikkolaatuisen leik-
keen tai vahingoittuneen objektilasin aiheuttamia hairiita skannauksessa ei tulkittu vir-
heeksi kudoslasien digitalisoinnissa.
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Taulukko 3. Asetetut hyvaksymiskriteerit Helsingin Biopankin Olympus VS200 -
mikroskooppilasiskannerin validoinnille.

Arvioitava ominaisuus Hyvaksymisen kriteerit

Kuvanlaatu 20x Vain satunnaisia epatarkkuusalueita tai epajatkuvuus-
kohtia. Ei varivirheita, taustan varitys tasainen.

Kuvanlaatu 40x Muutamat epajatkuvuuskohdat sallittu. Vain satunnaisia
epatarkkuusalueita. Ei varivirheita, taustan varitys tasai-
nen.

Toistettavuus ja Kuvanlaadun oltava toistettavissa sarjan sisalla ja sarjo-

uusittavuus jen valilla. Kuvanlaadun oltava uusittavissa pidemmalla
aikavalilla.

Suorituskyky Kudosalueen automaattinen tunnistaminen toimii / alue

rajattavissa myos manuaalisesti.

Kaytettavyys Laitteen ja sen ohjelmiston kayttd on sujuvaa, mahdolli-
simman vahan manuaalista tyota.

Skannausajat Alle 240 sekuntia 15x15 mm alueella 20x tai toteutuvat
valmistajan antamien ohjeellisten aikojen mukaisesti.

Annotoiminen / Onnistuu kuvankatseluohjelmassa vaivattomasti, ja
annotaatiot skaalautuvat ndkymaa pienennettdessa /

merkintéjen tekeminen
suurennettaessa.

Laitteiston ja ohjelmistojen kaytettavyytta arvioitiin validoinnin aikana sanallisesti va-
paamuotoisena tekstina ja konkreettisia toimintoja kaytettiin mittareina. Kuvanlaatua
tarkasteltiin silmamaaraisesti, havainnot kirjattiin selkeasti ja mahdollisimman tarkkaan.

Loydoksia havainnollistettiin tallentamalla kuvakaappauksia.

6.2.3 Validoinnin toteuttaminen

Kaikki naytepooliin valitut kudoslasit skannattiin useampaan kertaan, jotta saatiin tes-
tattua kuvanlaadun toistettavuutta. Testauksia tehtiin molemmilla objektiiveilla (20x ja
40x) ja eri skannausmenetelmilla (single layer, EFI, Z-stack). Liséksi Helsingin Biopan-
kin toisella mikroskooppilasiskannerilla Pannoramic 250:lla otettiin tyypillisellda 20x-suu-
rennoksella ja Calibrated linear -varimallilla referenssikuvat, jotta Olympus VS200 -mik-
roskooppilasiskannerin tuottamia kuvia voitiin silmémaaraisesti verrata (kuva 9) sen
tuottamaan, sertifioituun laatuun (Hagg 2016: 34). Naita kuvapareja on esitetty laajem-

min liitteessa 1.



Kuva 9. Yksityiskohta saman kudoslasin 20x-skannauksesta. Vasemmalla Olympus VS200:lla
ja oikealla Pannoramic 250 -mikroskooppilasiskannerilla tuotettu kuva ilman kuvanka-
sittelyd. Kuvassa HE-varjatty kudoslasi rintasyépanaytteesta.

Eri skannereilla tuotettujen kuvien vertailu ei suoraan onnistu samalla katseluohjelmalla
eri tiedostotyyppien takia. Niitd on kuitenkin mahdollista tarkastella rinnakkain jaetulla
naytolla. Kuvien muuntaminen samaan muotoon on hidasta, joten opinnaytetydn kan-

nalta sita ei katsottu tarpeelliseksi.

Tuloksia kasiteltiin Excel-taulukkolaskentaohjelmassa. Taulukoihin kirjattiin vapaamuo-
toisia huomioita prosessin aikana kaikista osa-alueista, koottiin poikkeamia, listattiin tie-
dostokokoja ja otettiin aikoja eri vaiheiden kestosta. Kuvista arvioitiin esimerkiksi histo-
logisten yksityiskohtien erottumista ja laskettiin laatuvirheiden maaria. Naiden lisaksi
kuvankatseluohjelmassa arvioitiin sen kaytettavyytta seka yleisesti etta kuvien tarkasta-

misessa ja testattiin kuvien merkitsemiseen tarkoitettuja tydkaluja.

6.2.4 Raportointi

Toteutetusta validoinnista koostettiin validointiraportti, joka on toimeksiantajan virallinen
dokumentti. Raporttiin kirjattiin suunnitelmassa maariteltyjen tietojen lisaksi validoinnin
toteutuksen ajankohta, tulokset ja johtopaatokset. Validointiraportti kasitelldan Helsingin
Biopankin yksikkokokouksessa. (Helsingin Biopankki 2021d: 1-2.)

Helsingin Biopankin validointiohjeissa oli mukana my®ds riskinarviointi, joka on osa lo-
pullista validointiraporttia. Riskinarviointiosuudessa arvioitiin validoidun asiakokonai-
suuden vaikutusta biopankkinaytteiden turvallisuuden nakékulmasta. Mikroskooppi-
lasiskannerin riskitekijoiksi kirjattiin tiedostojen tietoturvalliseen sailytykseen liittyvat ky-

symykset ja yleisimmat inhimilliset virheet, esim. poikkeama lasitunnisteessa virheelli-
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sen nimeamisen takia (Cox & Colgan 5-7). Riskienhallintaan kuuluu laboratoriohenkil®-
kunnan perehdyttdminen turhien laiterikkojen ym. valttamiseksi, tydohjeiden laatiminen
ja paivitys seka laitteen maaraaikaishuolloista huolehtiminen. Olympus VS200 lataa

naytteet skannattavaksi tarjottimella vaakatasossa, joten todennakoisyys lasien vaurioi-

tumiselle toimintahairionkaan yhteydessa on suhteellisen pieni.

7 Tulokset ja tulosten tarkastelu

7.1 Tulosten arviointi

Kaikkien validoinnin aikana skannattujen naytelasien tiedoissa nakyy mm. skannauk-
sen ajankohta, valittu profiili, skannausmenetelma ja kaytetty objektiivi. 20x on standar-
disuurennos Helsingin Biopankin digitoimissa kudoslaseissa, joten tulosten arvioinnissa

painotetaan havaintoja silla tehdyista testauksista.

Mikali Olympus VS200:lla skannatussa kuvassa havaittiin paljon epatarkkuusalueita, se
uusittiin. Skannauksia jouduttiin uusimaan noin 15 prosentissa naytteista. Taulukossa 4

eritellaan tarkat maarat uusinnoista.

Taulukko 4. Validoinnin aikana uusittujen 20x-skannausten maarat.

skannattu uusittu uusimispro-

kpl kpl sentti
Imusolmuke 10 0 0 %
Rintasyopa 50 9 18 %
Prostatabiopsia 24 0 0 %
Keuhkosyopa 10 2 20 %
Lymfooma 21 0 0 %
Monikudosleike (TMA) 5 0 0 %
Eri objektilasityypit 9 0 0 %
Makrolasi 1 0 0 %

yht. 130 11 15.38 %
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Validoinnin aikana huomattiin, ettd Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri suoriu-
tuu heikoiten hyvin rasvaisista ja vaaleista IHC-varjatyista naytteista. Tama nahtiin rin-
tanaytteistd, joissa uusintaprosentti oli 18 % ja keuhkonaytteista, joissa se oli 20 %.
Maarallisesti uusittavaa eniten oli rintasydpanaytteissa, joissa varjaysasteet vaihtelivat
paljon (kuva 10). Useimmiten uusinnat liittyivat kasvainta ymparoéivan rasvakudoksen

rajautumiseen skannausalueen ulkopuolelle.

Kuva 10. Samasta rintakudosnaytteestd vasemmalla MIB-1- ja ER-varjays oikealla. Molemmat
kudoslasit on digitoitu Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerilla.

Kymmenesta keuhkosyodpanaytteesta uusittiin kaksi, molemmat olivat PD-L1-varjattyja
(kuva 11). Samoista naytteista HE-varjattyjen kudoslasien kohdalla ongelmia ei havaittu,

vaikka kudosalueet olivat yhta pienia.

= o~ ,.‘, > e
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Kuva 11. Vasemmalla PD-L1-varjatyn keuhkonaytteen epaonnistunut 20x-skannaus Olympus
VS200 -mikroskooppilasiskannerilla, oikealla referenssikuva Pannoramic 250:lla. Olym-
puksen tarkennus on kohdistunut lasin pinnan artefaktaan kudoksen sijaan.

Oletusasetuksilla saatiin hyvia tuloksia, kun kudosnayte oli voimakkaasti varjaytynyt
(kuva 12). Validoinnin aikana laitteelle luotiin eri ndytetyypeille soveltuvia profiileja hel-

pottamaan kudosalueen tunnistusta myds vaaleiden varjaysten kohdalla.
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Kuva 12. HE-véarjatty imusolmukenayte skannattuna Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin
oletusasetuksilla 20x-suurennoksella.

40x-skannauksissa uusintoja tehtiin useita peitinlasien huonon kunnon vuoksi. Muovikal-
vot olivat naarmuuntuneita vanhemmissa naytteissa, mika vaikutti negatiivisesti herkan
40x-objektiivin toimintaan. Objektiivikohtaista peitinlasin paksuusarvoa ei muutettu, vaan

kaikki skannaukset suoritettiin 0.17 millimetrin oletusarvolla.

7.2 Laitteen tekninen suorituskyky

Laitteen teknista suorituskykya arvioitiin validointiprosessin aikana monin tavoin. Taulu-

kossa 5 on esitetty testattuja toimintoja ja arvioituja parametreja.
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Taulukko 5. Testit, tulokset ja huomiot Olympus VS200:n suoriutumisesta erilai-
sissa skannaustilanteissa. Vihreallda merkityt tulokset ovat sellaisenaan hyvaksyttavia, si-
niselld merkityt vaativat lisdnayttoja.

Testi

Tulos Huomioita

Kudosalueen auto-
maattinen tunnistus

Kudosalueen rajaa-
minen manuaalisesti

Toistettavuus

Uusittavuus

Reunasta reunaan
(WSI)

Eri objektilasityypit
(SuperFrost Plus,
Klinipath, TOMO)

Tussimerkinnan
(markkeri) tunnistus
ja poisto

EFIl, Z-stack

Makrolasi
(76 x 51 mm)

Sarkynyt lasi

@

Alhaisen varjaysasteen IHC-naytteissa haasteita,
varsinkin rasvakudoksen kohdalla. Peitinlasien
reunat mukana autom. poistosta huolimatta.

Automaattisen tunnistuksen virheitd voidaan pai-
kata rajaamalla kudosalue manuaalisesti.

Sarjan sisalla kuvanlaadussa ei vaihtelua, sarjo-
jen valilla satunnaisesti.

Pitkalla aikavalilla ei merkittavaa vaihtelua kuvan-
laadussa.

Skannauspinta-ala saadaan kattamaan lasi reu-
nasta reunaan, kun peitinlasin poisto -toiminto
otetaan pois paalta.

TOMO-laseissa taustan varjaytyminen nakyy va-
haisind ylimaaraisina alueina kudoksen automaat-
tisen tunnistamisen yhteydessa.

Automaatti tunnistaa toisinaan virheellisesti HE-
varjattya kudosta punaiseksi tussiksi. Markkerin
vari voidaan maarittaa kuvasta.

High contrast (HC50) -asetus on hyva valita kayt-
toon.

Lasien tunnisteet nakyvat kuvissa huonosti, eten-
kin jos tunnistetarra on asetettu vinoon tai
hiospaa on lapinakyva.

Esikatselukuvaan ei tarkennusta.

Kudosalueiden automaattinen tunnistus toimii optimaalisesti (kuva 13), kun skannaus-

profiili on naytteelle sopiva. Skannausprofiilin valintaan vaikuttavat esimerkiksi kudos-

naytteen koko, varjayksen voimakkuus ja haluttu skannausmenetelma.



25

OLYMPUS V5200 ASW
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Kuva 13. Kudosalueiden automaattinen tunnistus (ympyroity keltaisella) nakyy vihreana esikat-
selukuvissa. Ohjelmisto on tunnistanut laseilta oikein pitkdnomaiset, ohuet prostata-
biopsianaytteet.

Esimerkiksi ohuiden biopsianaytteiden kohdalla kudostunnistus toimi parhaiten, kun ku-
dostunnistuksen painoarvoksi asetettiin 0. Vaaleissa rintanaytteissa sen sijaan par-
haimmat asetukset esikatselukuvassa olivat HC50 (high contrast) ja kudostunnistuksen
painoarvo 80 %. Mitd suurempi arvo on, sitd enemman kudostunnistuksen ohjelma an-
taa painoarvoa naytteen rakenteelle suhteessa sen variin. HE-varjattyjen ja voimak-
kaasti varjaytyneiden naytteiden kohdalla ohjelmisto tunnistaa paaosin koko kudosalu-
een hyvin. Peitinlasin poisto -toiminnosta huolimatta mukaan tulee usein myds peitin-
lasin raja-alueita, joissa liimajaljet ja ilmataskut peitinlasin alla muodostavat riittavan

suuren kontrastieron (kuva 14).

¥ OLYMPUS V5200 ASW
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3. RINTASYOPA

Kuva 14. Kudosalueen automaattinen tunnistus on tunnistanut kudosalueen (rajattu keltaisella)
oikein, mutta merkitsee myds peitinlasin alla olevat liimajaljet ja ilmakuplat skannatta-
vaksi ndytealueeksi, joka nakyy kuvassa vihreana.
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Validoinnin aikana havaittiin, etta kaikkien naytteiden kohdalla kannattaa ottaa kayttéén
esikatselukuvan esitarkennus ja tarkentaa myds tausta-alueisiin. Tama hidastaa skan-
nausprosessia joitain sekunteja, mutta parantaa automaattisen kudostunnistuksen tu-
loksia noin 80 prosentissa tapauksista. Tausta-alueet voi jattaa pois lopullisesta skan-
nauksesta, jolloin tiedostokoko pysyy hallitumpana. Myds kudosalueen ns. reikien
taytto -toiminto kannattaa aktivoida, jolloin kudostunnistuskartan aukkopaikat taytetaan

ja skannausalueesta tulee yhtenainen.

Kudosalueen rajaaminen onnistuu suorakulmiona, ympyrana tai vapaasti kadella piir-
taen. Viimeinen on erityisen kateva ominaisuus epasaanndllisen muotoisten naytteiden
kanssa (kuva 15), joiden reuna-alueita automaattitunnistus ei ole havainnut. Mahdolli-

simman tarkka rajaus pienentaa tiedostokokoa ja nopeuttaa skannausta.

OLYMPUS V5200 ASW
ElE

3. RINTASYOPA
HE

3. RINTASYOPA 3. RINTASYOPA 2. RINTASYOPA 4 RINTAS YRy
PR Mgt HE

SuperFrost - - Superk ros

Scanning...

Kuva 15. Naytetarjottimen ensimmaisella ja viimeisella lasilla olevat kudosnaytteet on rajattu suo-
rakulmiona (vihrealla), muut manuaalisesti rajaamalla.

Myds markkerin (tussin) poisto -toiminto vaikuttaa tiedostokokoon ja skannausnopeu-
teen myonteisesti. Vaikka skannausalueeksi olisi valittu laaja alue taustoineen, tussi-
jalki nadkyy vain naytelasin esikatselukuvassa, koska siihen ei tarkenneta enaa lopulli-
sessa skannauksessa. OlyVIA-kuvankatseluohjelma nayttaa koko lasin esikatseluku-
van varsinaisen digitalisoidun kudosnaytteen "paalld” omana kerroksenaan, jolloin

markkerikohta on erotettavissa (kuva 16).
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Kuva 16. Ylimpana kudoslasin skannauksen 2x-esikatselukuva, jossa ndhdaan kudosalueen li-
saksi lasin tunniste hiospaassa, peitinlasin reunat seka punainen markkeri, joka erottaa
kontrollindytteen. Keskella varsinainen 40x-skannaus kudoksesta ja alimpana lopullinen
WSI, jossa ndma on yhdistetty. Kuvissa Olympus VS200:lla digitalisoitu MIB-1-varjatty

rintasyOpanayte.

Prosessin aikana testattiin myds mikroskooppilasiskannerin laajennettu tarkennus- ja
monitasoskannaus-toiminnot (kuva 17). Molemmat toimivat odotetusti ja kuvanlaatu ol
hyva seka 20x- ettad 40x-objektiiveilla. High contrast (HC50) -asetus kuitenkin todettiin
lahes valttamattomaksi varsinkin EFI-menetelmaa kaytettaessa. Asetus sulkee mikro-
skoopin kondensorin apertuurihnimmentimen oletusarvosta (75 %) 50 prosenttiin, jolloin

optiikan syvyystarkka alue kasvaa, mutta resoluutio hieman heikkenee.
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Kuva 17. Vasemmalla yksityiskohta HE-varjatyn prostatabiopsian 40x-suurennoksesta EFIl-me-
netelmaa kayttaen, oikealla sama nayte ilman laajennettua tarkennusta. Molemmat ku-
vat on tuotettu Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin 40x-objektiivilla.

Standardikokoa suuremman makrolasin skannaus testattiin 20x-objektiivilla. Kuvan-
laatu oli erinomainen, mutta esikatselun kuva kudoslasin hiospaasta oli osin rajautunut
ja vinoon asetetusta naytteen tunnisteesta oli hankalahko saada selvaa. Naytelasien

hiospaiden tarroitus tai muu merkitseminen tulisikin aina tehda suoraan.

7.3 Kuvanlaatu

Validoinnin aikana Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerin tuottamien digitalisoin-
tien kuvantarkkuus oli paasaantoisesti hyva, mutta toisinaan kuvissa ilmeni selittamat-

témia epatarkkoja alueita.

Prosessin aikana huomattiin, etta tarkennuspisteiden maaraa nostamalla skannauk-
seen saadaan mukaan irrallisia naytekappaleita (esim. TMA-spotti tai pieni keuhko-
nayte), joiden tarkentaminen muuten saattaisi jadda vajaaksi. Tama hidastaa digitali-
sointia jonkin verran, mutta on joidenkin naytteiden kohdalla tarkoituksenmukaista. Pis-
teitd voi myds manuaalisesti siirtdd kudostunnistuskartalla osumaan paremmin haluttui-

hin naytealueisiin (kuva 18).
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Kuva 18. TMA-spottien tarkennuspisteet vihrealld skannauksen ollessa kesken. Kuvassa
SSTR2-varjays.

Naytteiden ja peitinlasin paksuuden vaihtelu myds selvasti hairitsee mikroskooppi-
lasiskannerin tekemaa tarkennusta. Prosessin aikana tehtiin hyodyllinen havainto lait-
teen toiminnallisuudesta tallaisissa tapauksissa — jatkuva tarkennus (continuous fo-
cusing) esitarkennuksen sijaan auttaa huomattavasti, vaikkakin hidastaa skannauspro-

sessia jonkin verran.

Kuvattujen laattojen yhteen liittdmisen kanssa oli ensimmaisen validoinnin aikana ha-
vaittu ongelmia, erityisesti 40x-suurennoksella ja varsinkin laajennetun tarkennuksen
kanssa. Uusintavalidoinnin aikana mikroskooppilasiskannerin 20x-objektiivilla tuote-
tuissa kuvissa havaittavia epdjatkuvuuskonhtia ei ilmennyt milldédn skannausmenetel-
malla. 40x-kuvissa niitd sen sijaan oli sen verran paljon, etta niita tarkasteltiin erikseen

15 x 15 millimetrin testialueelta (kuva 19).
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Kuva 19. 40x-suurennoksella kuviin tulee huomattavan paljon epajatkuvuuskohtia. Pintapuoli-
sella vilkaisulla niitd ei edes huomaa, mutta Iahempi tarkastelu paljastaa toistuvat sau-
mat (punaisella).

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskannerilla digitalisoiduissa naytekuvissa varien tois-
tuminen on konventionaalisen mikroskoopin tasoa. Kuitenkin referenssiskannerin Pan-
noramic 250 tuottamiin kuviin verrattuna nahtavissa on selvia savyeroja (kuva 20). Olym-
puksen tuottamissa kuvissa kontrasti nayttdd heikommalta ja varikyllaisyys vaimeam-

malta.

Kuva 20. Vasemmalla Olympus VS200:lla tuotettu yksityiskohta L26-varjatysta lymfoomanayt-
teestd ja oikealla Pannoramic 250 -mikroskooppilasiskannerin versio samasta nayt-
teestd. Kuvissa voidaan ndhda selva savy- ja kontrastiero.
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Olympus VS200 tuottaa kaytdnndssa kasittelematontd kuvadataa, mutta Helsingin
Biopankissa tallennusmuodon oletusvalintana on haviétén JPEG2000-pakkausfor-
maatti. OlyVIA-ohjelmassa VSI-tiedostoista voidaan kuitenkin kopioida my6s pakkaa-
mattomat raakakuvat Olympus Imaging Format (raw) -muodossa (OIR-tiedosto). Refe-
renssiskanneri Pannoramic 250 kayttaa haviollista JPEG-pakkausta, jolloin mm. valko-
tasapaino saadetdan automaattisesti ennen kuvatiedoston varsinaista tallentumista.
Olympuksen OlyVIA-kuvankatseluohjelmassa sen sijaan voi tiedostokohtaisesti hallita
kuvanakyman kirkkautta ja kontrastia, jolloin kudoksen morfologisten yksityiskohtien
erottuminen varsinkin vaaleiden IHC-varjattyjen naytteiden kohdalla paranee huomatta-

vasti, kuten nahdaan kuvassa 21.

Kuva 21. 20x-suurennos kuvan 20 lymfoomanaytteesta. Vasemman kuvan kirkkautta ja kontras-
tia on skannauksen jalkeen lisatty OlyVIA-ohjelmassa. Oikealla Pannoramic 250:n au-
tomaattiasetuksilla tuotettu versio.

Varsinaisia varivirheitd Olympus VS200:n tuottamissa kuvissa ei validoinnin aikana il-
mennyt ollenkaan. Kuvissa myds taustan varitys oli sdédannénmukaisesti tasainen, vaikka

toisinaan todellinen skannausalue erottui esikatselukuvia vasten harmaampana.

7.4 Kaytettavyys

Valmistaja on ilmoittanut Olympus VS200:n ohjeelliseksi skannausajaksi 15x15 milli-
metrin alueelle 80 sekuntia 20x-objektiivilla kirkaskenttaskannausta (BF) kaytettadessa.
Testaus kuitenkin osoitti, etta todellinen skannausaika oli noin 140 sekuntia alueen ol-
lessa lahes pelkkaa skannattavaa kudosta (kuva 22). Kuvatiedoston koko 20x-suuren-
noksella oli noin 1.5 Gt. Vastaavasti 40x-suurennoksella kesto oli noin 390 sekuntia ja
tiedoston koko noin 4.65 Gt.



32

Estimated time
remaining: 4 min

Processed frames: 221 of 2828

Kuva 22. Naytelasilta on rajattu vihrealla tussilla 15x15 millimetrin alue, jonka skannauksista eri
menetelmilla otettiin aikaa. Ohjelma arvioi skannaukseen jaljella olevan ajan (keltainen
nuoli) melko tarkkaan.

Skannausohjelmisto VS200 ASW antaa aika-arvion skannauksen kestosta, mutta ei
ota huomioon esimerkiksi tallennukseen vaadittavaa aikaa. Varsinaiseen skannauk-
seen kuluvan ajan lisdksi myds tarkennukseen kului testauksissa noin 20-25 sekuntia,
joka ei sekaan sisally valmistajan ilmoittamaan skannauksen kestoon. Myds OlyVIA-
ohjelmassa kuvan tiedoista ndhdaan skannausaika ilman tata tarkennusaikaa. Ajan-
oton perusteella tuo aika kuitenkin on muuten tarkka. Myds referenssiskanneri Pan-

noramic 250:n ohjeaika on laskettu ilman tarkennus- ja tallennusvaiheita.

Seka skannausohjelmiston ettd kuvankatseluohjelman ominaisuuksia testattiin laajalti.
Haluttujen toimintojen kaytettavyydessa esiintyi joitain hankaluuksia, joita on avattu tar-
kemmin taulukossa 6.
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Taulukko 6. Testit, tulokset ja huomiot Olympus VS200:n ohjelmistojen kaytet-
tavyydesta. Vihrealld merkityt tulokset ovat sellaisenaan hyvaksyttavia, siniselld merkityt
vaativat lisdnayttoja.

Testi Tulos Huomioita

CSV-tiedoston kayttami- Juokseva numerointi alkaa automaattisesti,
nen kuvatiedostojen tun- mikali tallennuskansiossa on samannimisia
nisteiden luomisessa kuvatiedostoja.

(VS200 ASW)

Viivakoodin luku ja kayt- Lineaarinen viivakoodi, QR, Micro QR ja Data

taminen kuvatiedostojen Matrix toimivat, mikali lasin hiospaa on hy-
tunnisteena (VS200 @ vassa kunnossa ja kooditarra asetettu suo-

ASW) raan. EAN-koodin kanssa nimen alkuun tal-
lentui funktiokoodi FNC1_.
Annotaation ja muiden Vaatii perehtymista. Annotaatioita voi tehda

lisaaminen kuvankasitte- maarittdminen esim. tasan 1 millimetriksi on
lyohjelmassa (OlyVIA) hankalaa 3-pisteen ympyrana. Annotaatiot
skaalautuvat, mutta eivat ole kopioitavissa.

digitaalisten merkintéjen @ usealla (8/16) eri varilla. Annotaation koon

Nakyman kontrastin, Voi tallentaa erikseen, muuten saadot havia-
kirkkauden ym. saatoé @ vat suljettaessa kuva. Saatdjen tallennus
kuvankasittelyohjel- saattaa kestaa useamman minuutin. Varien
massa (OlyVIA) kyllaisyytta tai lampdtilaa ei voi muuttaa.

Annotointi kuvankasittelyohjelma OlyVIA:ssa on toteutettu 3-pisteen ympyrailla, joiden
kayttd on hankalaa, koska siina ympyran kokoa muutetaan vetamalla kolmesta eri pis-
teestd sen kehalla. VS200 ASW -skannausohjelmassa tahan voidaan kayttdd myos 2-
pisteen ympyraa, ja kuvankasittelymahdollisuuksia muutenkin on enemman. 2-pistei-
sessa toiminnossa ympyran halkaisijaa yksinkertaisesti kasvatetaan ensimmaisesta
maaritetysta pisteesta toisen pisteen valintaan asti. Skannausohjelmassa lasien digi-
taalisia merkintdja voi myos siirtda ja kopioida. ASW kuitenkin on kaytettavissa ainoas-

taan mikroskooppilasiskanneriin litetyssa tietokoneessa.

Validointiprosessin aikana lasiskannerin kayttéliittyma VS200 ASW kaatui kaksi kertaa.
Molemmilla kerroilla keskeytynytta lasieran skannausta voitiin jatkaa Resume Batch
Scan -toiminnolla. Ohjelmiston yllattava sulkeutuminen vastaa kdytannossa sahkokat-
koa, jonka mahdollisista seurauksista oltiin aiemmin konsultoitu laitevalmistajan edus-
tajaa. VS200 ASW -ohjelmisto muistaa viimeisimman skannaustydn asetuksineen,
mutta kdynnistyessaan uudestaan se palauttaa mikroskoopin naytepoydalla olleen la-
sitarjottimen ensimmaiselle vapaalle tarjotinpaikalle, jolloin kyseinen naytetarjotin voi

puuttua kokonaan maaritellysta lasierasta. Nain ei kdynyt kummankaan vikatilanteen
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yhteydessa, koska laite oli jo paassyt naytepoydalla olleen tarjottimen viimeiseen ku-
doslasiin ja se paasi suoraan jatkamaan seuraavan naytetarjottimen ensimmaiselta la-

sipaikalta.

8 Pohdinta

Digitaalista patologiaa hydédynnetaan yha enenevassa maarin niin kliinisessa diagnos-
tiilkassa kuin tutkimustoiminnassakin. Mikroskooppilasiskannereita on kehitetty vastaa-
maan erilaisten laboratorioiden alati muuttuviin tarpeisiin. Tekniikan kehittyessa perin-
teisistd mikroskoopeista ei olla enda yhta riippuvaisia. Liséksi digitaalista kuvamateri-
aalia hyddyntavat tekoalysovellukset vapauttavat patologeja manuaalisista rutiinitdista
vaativampien tehtavien pariin. (Mirtti & Napankangas 2020: 1949-1950.)

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri on vield varsin uusi laite markkinoilla. Tans-
kassa oli hiljattain tehty tutkimus, jossa todettiin sen olevan potentiaalinen kaytettavaksi
myds kliinisen patologian diagnostisessa laboratoriossa. (Williams & Noack & Zeuthen
& Necip & Qvist 2023.) Lisaksi laitteella tuotettuja kuvia on jo hyddynnetty tutkimuskay-
tossa ja tekodlyanalyyseissa (Oliveira & Kadam & Salim & Bonthu & Singhal 2022;
Tahti 2022).

Validointiprosessin aikana mikroskooppilasiskannerin toimintaa tarkasteltiin sen tekni-
sen suorituskyvyn, kuvanlaadun ja kayttékokemuksen nakdkulmista. Suoritetun vali-
doinnin perusteella voidaan katsoa, ettda Olympus VS200 tayttaa Helsingin Biopankin
sille asettamat vaatimukset. Laitteen kaytettavyys on hyva, suorituskyky erinomainen ja
sen tuottamien kuvien laatu on riittdva tutkimuskayttéon. Heikot tulokset mikroskooppi-
lasiskannerin ensimmaisesta validoinnista olivat uusinnassa parantuneet ohjelmistopai-
vitysten myo6ta huomattavasti, mutta joitain samankaltaisia haasteita laitteen kaytossa

kuitenkin edelleen on.

8.1 Johtopaatokset

Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanneri on kayttdkelpoinen, mutta laitteisto vaatii
kohdennetun tydohjeen ja kayttdjakohtaisen perehdytyksen. Ohjelmistot mahdollistavat
vaaditut toiminnot riittdvassa laajuudessa. Laitteen teknisessa suorituskyvyssa ei il-
mennyt merkittavia ongelmia, vaikka parannettavaa viela on etenkin 40x-objektiivin

tuottamaan kuvanlaatuun liittyen.
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Olympuksen tuottamissa kuvissa varsinaisia varivirheita ei ilmene, vaikka varisavyn ha-
vaittiin eroavan referenssiskannerina kaytetyn Pannoramic 250:n kuvista. Ty6ssa kon-
sultoitiin Helsingin Biopankin erikoissuunnittelijaa, patologian erikoisladkaria ja hanen
silmaansa P250:n sinisavyisempi kuva vastaa hieman paremmin todellista kudoslasia.
Han kuitenkin lisasi Olympuksen tuottavan kuviin enemman histologisesti merkitykselli-

sia yksityiskohtia kuin verrokkinsa.

Kuvalaattojen saumaton yhteen liittdminen onnistuu 20x-suurennoksella ja kuvien tark-
kuus on paasaantdisesti erittain hyva. 40x-suurennoksella epajatkuvuuskohtia kuvissa
on, mutta ne eivat aiheuta merkittavaa haittaa tarkasteluun. Kuvanlaatu on molemmilla
objektiiveilla toistettavaa. Valmistajan ilmoittama ohjeaika skannaukseen kuluvasta
ajasta ei pitanyt paikkaansa, mutta taytti kuitenkin Biopankin vaatimuksen alle 240 se-
kunnin kestosta 20x-objektiivilla. Skannausaikaan voivat vaikuttaa mm. tarkennuspis-

teiden maara ja lasiskanneriin liitetyn tietokoneen kapasiteetti.

Laitteen ja skannausohjelman kaytté on sujuvaa, kun voidaan hyddyntaa naytteille so-
veltuvaa profiilia. Kudosalueen automaattinen tunnistus toimii HE-naytteissa hyvin,
mutta vaaleammat IHC-varjatyt naytteet tuottavat viela hankaluuksia. Samoja haasteita
iimenee kuitenkin my6ds muilla mikroskooppilasiskannereilla. Skannausalue on rajatta-
vissa manuaalisesti, mika helpottaa vaaleidenkin naytteiden digitointia. Digitaalisten
merkintdjen tekeminen kuvankatseluohjelmassa toimii keskinkertaisesti, mutta kuvien

tarkastelu on vaivatonta.

Validointiraporttiin kirjattujen tietojen ja tulosten perusteella paatettiin, etta validoitu
mikroskooppilasiskanneri Olympus VS200 voidaan hyvaksya tuotantokayttddn Helsin-
gin Biopankissa. Raportti hyvaksyttiin ja tullaan tallentamaan osaksi Biopankin toimin-
tajarjestelmaa. Validoinnin jalkeen mikroskooppilasiskannerin suorituskyvyn seuraa-
mista kaytdn aikana jatketaan, iimenevat poikkeamat kirjataan laatujarjestelmaan ja
mahdollisiin korjaaviin toimenpiteisiin ryhdytaan tarvittaessa. (Helsingin Biopankki
2021c: 2-3.)

8.2 Luotettavuus

Vaikka naytepooli koostettiin mahdollisimman laajaksi, oli kyseessa siltikin harkinnan-
varainen aineisto. Virhemarginaalia olisi kaventanut laajempi otanta, jolloin naytekan-
nan edustavuus olisi parempi. Poolissa kuitenkin oli tyypillisimpid Helsingin Biopan-

kissa kasiteltavia kudoslaseja. Lahes kaikki naytteet saatiin skannattua myds referens-
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siskannerilla (tulosprosentti 98,46 %), yhta rikkoutunutta ja yhta standardikokoa suu-
rempaa lasia lukuun ottamatta. Tyon aikana kohdattiin myés muutama satunnaisvirhe
ohjelmiston kaatuessa, jolloin skannaus keskeytyi. Kaikki prosessin aikana tuotetut ku-

vat saastettiin, mukaan lukien ne, jotka vaativat uusintaa.

Validoinnin epavarmuustekijdéihin huomioitiin mm. testausymparistdsta johtuva tarina,
silla laitteiston sijoittelu on tapahtunut Helsingin Biopankin histologian laboratorion tilan-
puutteen vuoksi toimistosiiven kaytavalle. Laheisten ovien sulkeminen kovakouraisesti
tarahdyttaa poytaa, jolloin varsinkin 40x-objektiivi hairiintyy. Mikroskooppilasiskannerin
sijoituspaikalla tulisi olla tasainen ja vakaa poyta seka riittavasti lasku- ja tyoskentelyti-
laa (Bury & Griffin 2019: 482). My&s naytteiden laatu oli laskettava epavarmuusteki-
jaksi, koska jo aiemmin oltiin huomattu esimerkiksi muovikalvolla peittelyn vaikuttaneen

kuvanlaatuun erityisen paljon 40x-suurennoksella (Niinimaki 2021: 5).

Tulosten tulkinta mikroskooppilasiskannerin validoinnissa perustui siimamaaraisyyteen,
joka on aina subjektiivista. Tassa tydssa tehtiin laajempi otanta siten, etta opiskelijan
lisdksi histopatologian prosessivastaava toimi kuvien vertaisarvioijana, jolloin tuloksista
saatiin luotettavampia. (Bonsembiante ym. 2019: 4.) Digitalisoitujen kudoslasikuvien ta-
pauksessa arvioitavat kohteet kuitenkin olivat paaosin yksiselitteisia; esimerkiksi epa-
jatkuvuuskohtia kuvassa joko oli tai ei ollut. Tydssa arvioitiin myos kayttokokemuksen
mielekkyyttd perehtyvan tyontekijan nakokulmasta ja konkreettisten toimintojen kaytto-

kelpoisuutta.

Opinnaytety6ta tehtiin Helsingin Biopankin edustajien ja opettajan ohjauksessa, jolloin
oli mahdollista saada apua aina haasteiden ilmetessa. Palautetta annettiin pitkin pro-
sessia, joten tydssa saatiin huomioitua myds sellaisia nakokulmia, joita opiskelijana ei
olisi tullut edes ajatelleeksi. Ensimmaisissa testiajoissa oli paljon epavarmuutta asetus-
ten sdatamisessa, mutta toisin oli prosessin lopulla viimeisia testeja suoritettaessa.
Luoduilla naytetyyppikohtaisilla profiileilla oli huomattava vaikutus varsinkin tyéskente-
lyn nopeuteen. Mikroskooppilasiskannerin sujuvan kayton omaksuminen voi mahdolli-
sesti vaaristaa tuloksia alkuvaiheen testikuvien asetusten ollessa vahemman ihanteelli-

sesti saadetty.

Opinnaytetydprosessin aikana yksi pooliin valituista kudoslaseista paasi putoamaan
lattialle ja rikkoutui. Sirpaleet voitiin teipata yhteen, joten lasia ei ollut tarvetta havittaa.

Tapahtuman yhteydessa todennettiin, ettd Olympus VS200 -mikroskooppilasiskanne-
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rilla voidaan skannata myos rikkoutuneita kudoslaseja kohtuullisen laadukkaasti. Ver-
tailuskannerina kaytetylla Pannoramic 250 -laitteella haljenneita ja teipattuja laseja ei

ole mahdollista digitoida sen vertikaalisen lasinsyo6ttétekniikan takia.

8.3 Eettisyys

Hyva tieteellinen kaytantd edustaa luotettavaa, vastuullista ja avointa tydskentelyotetta
tutkimustydssa. Tutkimusetiikalla tarkoitetaan mm. sita, etta tydssa ei esiinny vilppia,
vaaristeltyja tuloksia ja tekijanoikeutta kunnioitetaan. Opiskelija oli tutustunut TENK:n
ohjeisiin hyvasta tieteellisesta kdytannosta ja on sitoutunut noudattamaan niita (Tutki-
museettinen neuvottelukunta 2012). Opinnaytetydn raportti kédvi myds lapi plagioinnin-
tarkastuksen. Kaikki opinnaytetydssa kaytetty kuvamateriaali on opiskelijan tuottamaa
tai sen kayttdon on pyydetty lupa ja tekijaan on viitattu I1ahteena. Kuvia ei ole kasitelty

jalkikateen, ellei sita ole erikseen mainittu.

Tyosta laadittiin sopimus Metropolia Ammattikorkeakoulun ja Helsingin Biopankin
kanssa. Lisaksi tyolle haettiin Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin opinnaytetyon
tutkimuslupa. Opiskelija oli my&s allekirjoittanut Helsingin Biopankissa kaytdssa olevan

HUS:n salassapito- ja tietoturvasitoumuksen.

Tietosuojakysymykset otettiin huomioon jo suunnitelmavaiheessa ja kaikessa tydsken-
telyssa noudatettiin HUS:n tietoturvaohjeistuksia. Kudoslaseissa olevat naytenumerot
lasketaan henkildtunnisteiksi, joten kaikkien kuvatiedostojen nimeaminen suoritettiin
vain kudostyypin, varjayksen, skannausmenetelman ja suurennoksen perusteella. Nor-
maalitilassa mikroskooppilasiskanneri ottaa kuvan myds naytelasin tunnisteesta lasin
hiospaassa, mutta sen anonymisointi voidaan tehda erikseen skannausohjelmassa.
Testaukseen valittujen ndytelasien hiospaat kuitenkin peitettiin tydssa tarralla jo ennen
laitteeseen lataamista, jolloin mahdollisuutta ylimaaraisen arkaluontoisen metadatan
syntymiseen ei ollut ja siten testauksessa kaytettyja naytteita ei voida yhdistaa yksittai-

siin potilaisiin.

Lopputuloksena syntyneitd dokumentteja ei tulla sellaisenaan julkaisemaan tyon liit-
teina, mutta ne toimivat pohjana opinnaytetyon kirjalliselle osuudelle. Validointiraportti

on toimeksiantajan kaytdssa ja kasitelldadn Helsingin Biopankin sisaisesti.
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8.4 Ammatillinen kasvu

Ty oli erittdin mielenkiintoinen ja opiskelijan kannalta erinomainen tilaisuus oppia lisaa
histopatologiasta. Opiskelijan omiin oppimistavoitteisiin kuului digitaalisen patologian

merkityksen ymmartaminen, mikroskooppilasiskannerin kayton oppiminen ja hyvan tut-
kimustyotavan omaksuminen. Seka validointiraportin etta opinnaytetyoraportin laatimi-

nen vaativat myos uusia taitoja asiatekstien tuottamisen osalta.

Opinnaytetydssa suurimmat ongelmat liittyivat ajankayttéon ja tydn rajaamiseen.
Tyo6sta olisi saanut todella laajan, mikali olisi I1ahdetty teknisen validoinnin liséksi teke-
maan tyoohjetta mikroskooppilasiskannerilla tydskentelyyn. Ongelmanratkaisukyky kui-
tenkin kehittyi tyota tehdessa ja oleellisten asioiden arvioiminen helpottui ajan kanssa.
Kiinnostavia yksityiskohtia oli riittamiin, vaikka alun perin tehtavananto vaikutti hyvin ta-
vanomaiselta. Kuvatiedostojen suuresta koosta ja maarasta johtuen analysoitavaa ma-

teriaalia syntyi lahes yhden teratavun (950 Gt) verran!

Opinnaytetydn tekeminen Helsingin Biopankille oli ainutlaatuinen ja opettavainen koke-
mus. Tyoyhteisdssa oltiin erittdin kannustavia ja oli hienoa tunnistaa oman ammattitai-

don kehitys prosessin aikana.

8.5 Kehittamisehdotukset

Validoinnin hyvaksymisen jalkeen Helsingin Biopankille tarvitaan mikroskooppilasiskan-
neria varten kohdennettu suomenkielinen tyéohje seka kayttajaystavallinen pikaohje.
Eri naytetyypeille soveltuvia profiileja kannattaa myds luoda lisda aina uudenlaisen

skannaustilanteen osuessa kohdalle.

Toistamalla testauksen laajemmalla naytepoolilla tuloksia voisi yleistaa. Mikali Helsin-
gin Biopankissa paadytaan hankkimaan mikroskooppilasiskannerille lisdominaisuuksia
tai uusia objektiiveja, olisi syyta toteuttaa myds naiden osavalidointi. Lisaksi laitteen
kayttoliittymaan voi tulla mittaviakin muutoksia valmistajan julkaistessa uusia versioita
skannausohjelmasta. Helsingin Biopankin VS200 ASW -ohjelmisto ollaan paivitta-
massa alkukesan 2023 aikana. Varsinkin automaattisessa kudostunnistuksessa olisi
viela parantamisen varaa, ja myos vahaisemmat ohjelmointivirheet toisinaan hankaloit-
tavat laitteella tyoskentelya, joten kaikki paivitykset tulisikin ottaa kayttoon ajantasai-

sesti.
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Lisaksi validointiraportin yhteydessa toteutettu biopankkinaytteiden riskinarviointiosuus
antoi ajateltavaa riskitekijoiden tunnistamiseksi. |deaalitilanteessa mikroskooppi-
lasiskannerin sijoituspaikka Helsingin Biopankissa olisi erilainen, silla nyt ahdas tila ai-
heuttaa turhia tarahdyksia ja vaarana on jopa naytelasien vaurioituminen, mikali niita
paasee tydskentelytasolta putoamaan. Varautuminen ennakoimattomiin tapahtumiin on
oleellinen osa laboratorion riskienhallintaa, myds esimerkiksi sdhkokatkon tai laiterikon
yhteydessa. Tulevaisuudessa olisi hyva selvittaa erilaisia vaihtoehtoja sille, kuinka tie-
dostojenhallinnan varmuuskopiointi onnistuisi verkkolevyjen lisdksi myos erilliseen jar-

jestelmaan.
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