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1 EINLEITUNG

Fir die Arbeit eines Pathologen ist das Lichtmikroskop unerlasslich. Erst Rudolph Vir-
chow und seine wissenschaftlichen Arbeiten trugen dazu bei, dass Arzte das Mikroskop
fur die alltagliche Arbeit nutzen konnten. Neben dem Lichtmikroskop gehdéren heute ein
Computer und ein Diktiergerat zum Arbeitsplatz eines Pathologen. (Saeger K 2006a).

Die nachfolgenden Ausfuhrungen zeigen, in welchen Bereichen der Pathologie das Mik-
roskop genutzt wird bzw. in welcher Art und Weise Neuerungen und Verbesserungen

dazu beitragen kénnen, die Arbeit eines Pathologen zu erleichtern.

1.1 Grenzen der Lichtmikroskopie

Die Pathologie ist ein visuelles Fach, somit ist die Qualitat der mikroskopischen Bilder
fur eine genaue Diagnosestellung von enormer Wichtigkeit (Riley RS 2004). Um diesem
Anspruch stets gerecht zu werden, unterliegt das Lichtmikroskop standigen Verande-
rungen, Verbesserungen und Weiterentwicklungen. Ein Beispiel daflr ist der zusatzli-
che Einsatz einer Video- bzw. Fotokamera fur eine bessere Bildaufnahme (Demichelis
F 2002a).

In Bezug auf die Funktionalitat weist die konventionelle Lichtmikroskopie aber nach wie

vor deutliche Einschrankungen auf:

* Es gibt immer nur ein histologisches Praparat, das nicht kopiert werden kann.
(Demichelis F 2002a, b, Leong FJ 2001)

* Da immer nur ein Ausschnitt auf dem Glasobjekttrager sichtbar ist, wird die Ori-
entierung erschwert. (Saeger K 2003)

* Die Glasobjekttrager sind unbestandig und kénnen leicht brechen. (Demichelis F
2002a, b, Fiscor L 2006, Leong FJ 2001)

* Die Farbungen der Praparate kdnnen mit der Zeit ausbleichen. (Demichelis F
2002b). Insbesondere Praparate mit Immunfarbungen sind nur innerhalb einer
sehr kurzen Zeitspanne diagnostizierbar. (Leong FJ 2001)

* Es sind nur ausgewahlte, linsenabhangige VergroRerungen moglich. (Saeger K
2003)



* Die unterschiedlichen Farbungen der Objekttrager kénnen nicht zeitgleich be-
trachtet werden. (Saeger K 2003)

* Die Anzahl der moglichen zeitgleichen Betrachter ist gering, zumal dann ein
Lichtmikroskop mit Betrachtungseinrichtung bendtigt wird. (Saeger K 2006a)

* Der Glasobjekttrager ist nicht beschreibbar, so dass keine Anmerkungen hinzu-
gefugt werden kdnnen. (Saeger K 2006a)

* Der Glasobjekttrager kann nicht in den digitalisierten Arbeitsablauf integriert wer-
den, so dass z.B. die Erstellung einer digitalen Patientenakte unmoglich wird.
(Saeger K 2003)

Diese Einschrankungen konnen nicht nur die Diagnosefindung erschweren (Leong FJ

2001), sondern auch verzogern.

1.2  Prinzip der virtuellen Mikroskopie

Die virtuelle Mikroskopie ist eine der jingsten Entwicklungen der Telepathologie (Glatz-
Krieger K 2005b). Der Begriff Telepathologie beschreibt die Diagnostik von makro- oder
mikroskopischem Bildmaterial Uber eine Distanz unter Nutzung von Telekommunikati-
onsnetzwerken (Costello SSP 2003). Dies bedeutet, dass die diagnostische Begutach-
tung von Fallen erfolgt, die sich physikalisch an einem anderen Ort befinden (z.B. histo-
logische Schnitte oder makroskopische Praparate).

Die Telepathologie wird in die dynamische und statische Telepathologie unterteilt:

* Der dynamische Ansatz beruht auf bewegungskontrollierten Robotermikrosko-
pen, inklusive einer Digitalkamera, mit denen Live- Bilder aufgenommen und
dann mittels Internet Ubertragen werden (Demichelis F 2002b, Lundin M 2004b,
Wolf 2001).

* Bei der statischen Form, zu der auch die virtuelle Mikroskopie zahlt (Cross SS
2003), wird ein automatisiertes Mikroskop und eine digitale Bildtechnologie dazu
genutzt, mikroskopische Bilder zu digitalisieren, zu speichern und anzusehen
(Steinberg DM 2001).



Durch die stetige Verbesserung der Computertechnologie besteht mittlerweile die Mog-
lichkeit, einen kompletten Objekttrager zu digitalisieren (Demichelis F 2002b), so dass
das Gewebe auf einem Computermonitor mit einer speziellen Software analog zu einem
echten Mikroskop dargestellt und untersucht werden kann. (Glatz- Krieger K 2005a, b,
Bloodgood RA 2005) Durch das Digitalisieren entsteht ein ,Whole Slide Image® (nach-
folgend WSI genannt), ein virtuelles Praparat, das per Client-Server Lésung virtuell mik-
roskopiert werden kann. (http/medical.nema.org/dicom)

Da es derzeit noch keine allgemeingultige Definition fur ,Virtuelle Mikroskopie® und ,vir-
tuelles Slide” gibt, werden in der Literatur verschiedene Ansichten zur Begriffsbestim-
mung vertreten. Kalinski T 2005 vertritt den Ansatz, dass allein schon der Begriff ,Virtu-
elle Mikroskopie® unglicklich gewahlt ist , da ,...es sich bei digitalisierten Praparaten
nicht um kunstlich erzeugte Objekte handelt, sondern um digitale Abbilder tatsachlicher
mikroskopischer Praparate...“. Auch Rojo MG 2006 vertritt diese Ansicht. Seiner Mei-
nung nach sind digitalisierte Praparate nicht weniger real als die Originalobjekttrager.
Daher fuhrt er den Begriff ,digitale Mikroskopie® ein. In der Vergangenheit sind all diese
Begriffe fur verschiedene Zwecke verwendet wurden.

Im Allgemeinen, so ist die Ansicht von Dee FR 2003 und Demichelis F 2002b, ist ein
virtuelles Slide als eine digitale Kopie eines mikroskopischen Gewebestlcks eines
Glasobjekttragers anzusehen. Bis vor kurzem war es unwichtig, ob es sich dabei um
ausgewahlte einzelne mikroskopische Bilder, die zu Konsultationszwecken als Anhang
in einer E-Mail an einen Kollegen gesendet wurden (Okada DH 1999, Singson RP
2000) oder um einen kompletten histologischen Schnitt handelte (Demichelis F 2002b,
Leong FJ 2001, Glatz- Krieger K 2005a). Auch fur grol3e einzelne Bilder oder Bilder-
sammlungen in Online-Atlanten wurde der Begriff ,virtuelles Slide® verwendet, die ein-
zelne Abschnitte eines Praparates in verschiedenen Vergrof3erungen zeigen (Glatz-
Krieger K 2005a).

Der Begriff ,virtuelles Slide“ bezog sich demnach haufig nur auf das Scannen eines
Praparates mit niedriger Aufldsung oder eines ausgewahlten Abschnittes mit hoher Auf-
|I6sung (Blake CA 2003, Costello SSP 2003, Leong FJ 2001).

Aber fur die Diagnostik von Erkrankungen ist das Scannen mit geringer Auflésung unzu-
reichend, besonders da die Bewertung einzelner Zellkulturen und eine Pilz- und Bakte-
rienidentifizierung fur den Diagnoseprozess wichtig sind (Leong FJ 2001).

Einige Forschungsgruppen sind Ubereinstimmend der Meinung, dass es sich bei einem

virtuellen Slide um einen komplett digitalisierten Objekttrager mit einer hohen Auflésung



von min. x20 handelt (Demichelis F 2002b, Glatz- Krieger K 2005b, Leong FJ 2001,
Lundin M 2004b, Weinstein RS 2004)

All diese verschiedenen Definitionen des virtuellen Slides wurden nun zu dem internati-
onal anerkannten Begriff ,Whole Slide Image“ (WSI) zusammengefasst.

(http/medical.nema.org/dicom)

1.3 Anwendungsgebiete der virtuellen Mikroskopie

Die virtuelle Mikroskopie zeigt aufgrund ihrer digitalen Natur ein hohes Potential fur
zahlreiche Anwendungsgebiete. WSI werden schon seit einigen Jahren hauptsachlich in
der Lehre, der Weiterbildung und der Diagnostik verwendet. Durch die standige Weiter-
entwicklung der Computertechnologie kdnnen sie nun auch in der Forschung und in

Qualitatskontrollprogrammen eingesetzt werden.

1.3.1 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Lehre

Die Verwendung der virtuellen Mikroskopie fur die Ausbildung von Medizinstudenten
war eines der ersten Anwendungsgebiete dieser neuen Technologie. WSI werden seit
einigen Jahren an verschiedenen Einrichtungen erfolgreich eingesetzt (Becker SH
2007, Blake CA 2003, Boutonnat J 2006, Fujita K 2003, Glatz- Krieger K 2003, Harris T
2003, Heidger PM 2002, Krippendorf BB 2005, Kumar RK 2004, Saeger K 2003, Zito
FA 2004).

An einigen Universitaten ist der digitale Histologiekurs schon in den Lehrplan integriert
worden, das bedeutet, konventionelle Objekttrager und Lichtmikroskope wurden durch
WSI und virtuelle Mikroskope vollkommen ersetzt. Dadurch wird das Unterrichten in
grolden Gruppen ( > 200 Teilnehmer) mdglich gemacht (Krippendorf BB 2005). Beispie-
le dafur sind die Universitat von lowa, USA (Harris T 2003, Heidger PM 2002 ), die Uni-
versitat von South Carolina, USA (Blake CA 2003), die Universitat von Wisconsin, USA
(Krippendorf BB 2005) und die Universitat von New South Wales, Australien (Kumar RK
2004).
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Abbildung 1: Digitaler Histologiekurs: Alle Studenten kénnen dasselbe Praparat untersuchen

An anderen Fakultaten wiederum gibt es fur die Medizinstudenten die Mdglichkeit, zu-
satzlich zum konventionellen Histologie- bzw. Pathologiekurs mit Hilfe von WSI ihr Wis-
sen zu vertiefen, zu festigen und zu uberprufen. Die virtuellen Praparate sind entweder
uber das Internet verfugbar oder werden auf einer CD- Rom bzw. DVD gespeichert, so
dass die Studenten zu jeder Zeit Zugang zu ihnen haben zu kdénnen. (Blake CA 2003,
Kayser K 2004).

Beispiele dafur sind die Universitat von Magdeburg, Deutschland (https:/ patho.med.uni-
magdeburg.de), die Universitaten von Grenoble und Lyon, Frankreich (Boutonnat J
2006), die Universitat von Udine, Italien (Demichelis F 2002b), die Universitat von Hel-
sinki, Finnland (Lundin M 2004b), die Universitat von Basel, Schweiz (Glatz- Krieger K
2003), die Universitat von Pittsburgh (Fujita K 2003), Los Angeles (Marchevsky AM
2003a) und Baltimore, USA und die Universitat von Adelaide, Australien (Lee SH 2005).
Die Charité, die medizinische Fakultat der Universitat zu Berlin entwickelte in Zusam-
menarbeit mit anderen Universitaten im Marz 2001 das Meducase- Projekt (Saeger K

2003), in dessen Rahmen Medizinstudenten im Selbststudium durch fallbasiertes Ler-
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nen und neue interaktive Lehrmethoden, wie die virtuelle Mikroskopie ihr Wissen vertie-
fen konnten (Hohne S 2004).

Seit dem Wintersemester 2006/07 wurde auch an der Charité ein digitaler Pathohistolo-
giekurs fur die Studenten eingerichtet, den sie zusatzlich zum konventionellen Histolo-
giekurs nutzen kénnen, um so leichter wichtige histologische Strukturen zu erkennen.
(vhce.charite.de/moodle)

Um zu ermitteln, ob diese neue Technologie Anklang bei den Studenten fand, wurden
Umfragen an verschiedenen Universitaten durchgefuhrt (Blake CA 2003, Boutonnat J
2006, Dee FR 2003, Glatz- Krieger K 2003b, Harris T 2003, Heidger 2003, Krippendorf
BB 2003, Kumar RK 2004, Weinstein RS 2005). Die Ergebnisse stimmten zum grof3en
Teil Uberein. Die Studenten empfanden die Arbeit mit den WSI als Anreiz, sich einge-
hender mit der Pathologie zu beschaftigen. Das Interesse an diesem Gebiet wurde ge-
weckt und aufrechterhalten. Die Mehrzahl der Studenten betrachtete die virtuellen Pra-
parate als sinnvolle Erganzung zu den konventionellen Objekttragern und sie konnten

diese neue Lehrmethode gut in ihren Studienalltag integrieren.

1.3.2 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Weiterbildung

Auch fur die Fort- und Weiterbildung von Pathologen kann die virtuelle Mikroskopie ge-
nutzt werden.

Ein Beispiel dafur sind Live- Prasentationen auf Pathologiekongressen. Anstatt auf kon-
ventionelle Fotografien zurtckgreifen zu mussen, kann der Redner wahrend seines Vor-
trages die WSI darstellen und live untersuchen, zu jeder Stelle auf dem Schnitt navigie-
ren oder die VergrolRerung wechseln. Er kann interessante Gebiete dem Publikum so-
fort zeigen. Der visuelle Eindruck ahnelt der Untersuchung eines Objekttragers durch
ein Multikopf- Mikroskop, wenn gleich die virtuelle Mikroskopie eine hohere Teilnehmer-
zahl ermdéglicht. (Lundin M 2004b, Romer DJ 2003)

Auch bei der Durchfuihrung von klinisch- pathologischen Fallkonferenzen ist die virtuelle
Mikroskopie von Nutzen. In solchen Konferenzen diskutieren Pathologen den histologi-
schen Befund zusammen mit Klinikern in Hinblick auf die anstehende Weiterbehand-
lung des Patienten. Auch hier liegt der Vorteil darin, dass mehrere Personen gleichzeitig
das Praparat ansehen kdnnen (Saeger K 2006a). Dies gilt ebenso fir Konsensuskonfe-

renzen internationaler Expertengruppen (Costello SS 2003).
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Weitere Beispiele sind

Schnittseminare, in denen WSI zusatzlich zu den konventionellen Objekttragern
angeboten werden (Glatz- Krieger K 2005b),

Workshops, in denen mit Hilfe der virtuellen Mikroskopie morphologische und kili-
nische Aspekte von Erkrankungen eingehender untersucht werden kénnen (Dee
FR 2003),

die Erstellung eines digitalen Atlanten der Mammahistopathologie, auf den die
Arzte via Internet zu jeder Zeit Zugang haben (Lundin M 2004a),

der Versand von Serien mit WSI zu Lehrzwecken Uber das Internet (Saeger K

2006b).

Die Charité bietet seit 2006 das sog. ,Berliner Histologische Kolloquium® an. Dort kon-

nen Arzte (ber das Internet histologische Falle diagnostizieren und mit anderen Arzten

diskutieren. (vhcc.charite.de/moodle)
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Abbildung 2: Fachartzliche Weiterbildung (Grafik mit freundlicher Genehmigung von Kai Sae-

ger, VMScope, Charité Berlin)



Umfragen unter den Pathologen ergaben, dass die Mehrzahl der Arzte zufrieden mit der
Nutzung des VM- Systems war. Wichtig fur sie waren folgende Faktoren (Saeger K
2003, Costello SSP 2003, Burthem J 2005, Glatz- Krieger K 2003):

* eine Bildvisualisierung in Echtzeit,

* ein Mikroskop, das in seiner Funktionalitdt dem Lichtmikroskop mindestens
gleichgestellt wenn nicht besser ist,

* eine beschleunigte Diagnosefindung,

* ein einfacher Systemgebrauch.

1.3.3 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Diagnostik

Die virtuelle Mikroskopie kann fur Onlinekonsultationen, also fur das Einholen einer
Zweitmeinung genutzt werden. Diese Methode wird schon seit einigen Jahren einge-
setzt. (Costello SS 2003, Okada DH 1999, Singson RP 2000)

Der anfragende Pathologe schickt die WSI mit den klinischen Informationen an den Kol-
legen, dieser untersucht und diagnostiziert sie erneut und schickt das Ergebnis per Mail
zurtck (Hufnagl P 2003). Dabei ist es unerheblich, ob beide Seiten, der anfragende so-
wie der beratende Pathologe, zur gleichen Zeit anwesend sind (Demichelis F 2002a).
Als Beispiele fur Webportale, die Konsultationen per Internet anbieten, seien das kos-
tenpflichtige Diagnosezentrum der AFIP (Williams 1998), der erst kurzlich gegriundete
ebenfalls kostenpflichtige webbasierte Pathologie- Diagnostik- Service der Baccus- La-
boratorien in den USA (Weinstein RS 2005), das kostenfreie Telepathologiezentrum
der UICC? (Hufnagl P 2003) und der Telepathologie- Konsultationsservice des Berufs-
verbandes Deutscher Pathologen (,T. Konsult Pathologie®) (Schrader T 2005, Schrader
T 2006a) genannt.

Die virtuelle Mikroskopie wird ebenfalls seit einigen Jahren in der diagnostischen Zyto-
pathologie eingesetzt. Ein Beispiel daflr ist der virtuelle PAP- Abstrich (Marchevsky AM
2003b, Taylor RN 1999).

' Armed Forces Institute of Pathology (USA)
* International Union against Cancer
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Im Rahmen des Mamma- Screening- Programms wird an der Charité, Berlin derzeit
eine Studie durchgefuhrt, in der die Einsatzmdglichkeiten der virtuellen Mikroskopie fur
die Telekonsultation genauer untersucht werden (Schrader T 2006a).

Eine weltweite Standardisierung zur Klassifikation bestimmter Krankheitsgruppen
(Gleason- Grading des Prostata- CA, PAP- Abstriche) wird durch die virtuelle Mikrosko-
pie ermdglicht (Lundin M 2004b, Marchevsky AM 2006).

Derzeit gibt es nur wenige Studien, wie die von Molnar B 2003, die sich eingehender mit
dem Einsatz von WSI in der Routinediagnostik beschaftigen. In der Molnar- Studie wur-
den WSI — aufgenommen von Biopsiepraparaten des Gl- Traktes — mit den entspre-
chenden konventionellen Objekttragern auf ihre diagnostische Konkordanz hin vergli-
chen.

Der Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Routinepathologie ist von zunehmender

Bedeutung. Im Abschnitt 5.2.3. wird darauf naher eingegangen.

1.3.4 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Forschung

Im Bereich der Forschung gibt es vielfaltige Einsatzmaoglichkeiten fur die virtuelle Mikro-
skopie.

Ein Beispiel ist die quantitative Pathologie. Hier werden Messungen von Mikro- Tissue-
Arrays (Mikrogewebereihen) durchgefiihrt, bei denen ein Raster von kleinen Gewebe-
spots einer Probe gleichzeitig bearbeitet wird (Saeger K 2006a), beispielsweise zur Be-
stimmung prognostisch wichtiger Tumormarkerproteine (Demichelis F 2002a, Gilthame
JM 2004) und zur Bestimmung von Angionesefaktoren (Demichelis F 2002b). Mit Hilfe
von WSI kann eine automatisierte Analyse von Gl- Trakt- Proben zur Klassifikation der
Magenmukosa (Fiscor L 2006, 2008) sowie eine Fluoreszenzbestimmung von markier-
ten Zellen eines Praparates (Fine JI 2008, Varga VS 2004) durchgefuhrt werden. Far
solche Bild- und morphometrische Analysen wird eine spezielle Software bendtigt (Kali-
niski T 2005, Saeger K 2006b).

WSI eignen sich fur die automatisierte Analyse von Gewebeproben (Gilthame JM
2004), da der Pathologe sie mit Bezugsproben vergleichen, Immunfarbungen auf ein
und denselben Praparat durchfihren sowie eine quantitative Einschatzung eines jeden
Markers durchfuhren kann (Demichelis F 2002a).
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WSI werden fur lllustrations- und Dokumentationszwecke in Publikationen eingesetzt
(Lundin M 20044, b, Riley RS 2004). Die Schnitte werden auf einer CD- Rom oder DVD
gespeichert und der Zeitschrift beigelegt (Demichelis F 2002a). Der Leser kann sofort
auf die histopathologischen Praparate zugreifen und sich die beschriebenen Lasionen
oder die seltenen Krankheitsbilder selbst ansehen. Dadurch wird die Transparenz im
wissenschaftlichen Bericht geférdert (Lundin M 2004b).

Auch bei der Durchfuhrung von klinischen Studien ist die virtuelle Mikroskopie von Nut-
zen. Die Einrichtungen, die an den Studien teilnehmen, gewahrleisten den Referenzpa-
thologen Zugang zu ihren elektronisch gespeicherten Praparaten. Die anschliel3ende
Durchsicht der histopathologischen Diagnosen kann dann in dem jeweiligen Referenz-
institut erfolgen. Damit ist eine Registrierung der Patienten in die fur ihn passende Stu-
die gesichert und im Falle einer Anderung der Studienbedingungen, kénnen die Arzte
schnell auf die Praparate zurlickgreifen und gegebenenfalls Patienten aus- bzw. ein-
schlieRen. Die Einfiihrung und Uberwachung einer Therapie wiirde erleichtert sein.
(Weinstein RS 2004)

1.3.5 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle ist ein Programm, dass der Aufrechterhaltung und Gewahrleis-
tung einer adaquaten diagnostischen Leistung in der Histo- und Zytopathologie dient.
Dafur wird der Sachkenntnisstand von Pathologen in so genannten Leistungstests
uberpruft. Dies ist eine Voraussetzung dafur, dass eine professionelle Qualifizierung der
einzelnen Teilnehmern erreicht wird und somit allgemein glltige Standards fir die pa-
thologische Diagnostik entwickelt werden kdnnen (Demichelis F 2002b).

Eine Vorbedingung fur die Durchfuhrung der Leistungstests ist, dass alle Pathologen
dasselbe bzw. aquivalentes Material untersuchen, um eine diagnostische Leistung zu
erbringen. Aufgrund der Eigenschaften konventioneller Objekttrager stellte diese Vor-
aussetzung die bisher groRte Einschrankung fur die Durchfihrung von Qualitatskon-
trollprogrammen dar. Die Teilnehmer hatten bisher nie identisches Ausgangsmaterial.
(Leong FJ 2001)

Dagegen kann die virtuelle Mikroskopie gut fur diese Form der Qualitatssicherung ge-
nutzt werden. Von einem konventionellen Objekttrager konnen mit Hilfe eines WSI un-

endlich viele Kopien erstellt werden, so dass alle Pathologen denselben Schnitt unter-

16



suchen und diagnostizieren kdnnen. Somit werden allgemein gultige Rahmenbedingun-
gen fur die Leistungstests entwickelt. (Demichelis F 2002a, Lee SH 2005, Lundin M
2004b) Ebenfalls konnen die Kenntnisse der einzelnen Teilnehmer besser miteinander
verglichen werden. (Demichelis F 2002b)

Beispiele fur Kontrollprogramme, die schon WSI nutzen, sind das NEQAS — Programm
fur die Hamatologie, fir die Mammapathologie und die Nephropathologie, GroRbritan-
nien (Burthem J 2005, Demichelis F 2002b, Furness P 2007, Leong FJ 2000), das
QUATE- Programm fur die Zervixpathologie, Grof3britannien (Demichelis F 2002b),
Qualitatskontrollprogramme fur die zytologische Pathologie in Maryland und Atlanta,
USA (Gagnon M 2004).

Bei der Durchfuhrung von Qualitatskontrollprogrammen kann die virtuelle Mikroskopie
als Alternative zu den konventionellen Objekttragern angesehen werden, da es durch
die WSI méglich wird, nationale und internationale Standards fir die Qualitatssicherung
zu entwickeln (Taylor RN 1999, Lundin M 2004b).

1.4 Aufbau eines Virtuellen- Mikroskop- Systems (VMS)

Far die Untersuchung von histologischen Fallen konnen die Schnitte mit Hilfe eines VM-
Systems digital dargestellt werden. Derzeit sind nur wenige hoch entwickelte Systeme
verfugbar, mit denen man einen kompletten Objekttrager digitalisieren kann (Fiscor L
2006, Glatz- Krieger K 2003). Daher schreitet die Entwicklung solcher Systeme durch
Universitaten (Afework 1998, Blake 2003, Catalyurek 2003, Costello 2003, Demichelis
2002, Harris 2001, Kumar 2004, Marchevsky 2003a, b, Okada 1999, Steinberg 2001,
Weinstein 2001) und kommerzielle Anbieter (Aperio technologies, Chromavision, Inters-
cope, Soft imaging systems, Trestle, Zeiss/ 3DHistech) rasch voran.

Einen ausfuhrlichen Vergleich von 31 VM- Systemen, deren Komponenten und techni-
schen Eigenschaften zeigt der Artikel von Rojo MG 2006.
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Ein VM- System besteht aus drei unabhangigen Komponenten (Glatz- Krieger K 2003,
Weinstein RS 2004):

* Slide Scanner — Akquisationssystem zum Erwerb und zur Bearbeitung der Bilder,

* Server und entsprechender Serversoftware, die die Bilder speichern und bereit-
stellen,

* virtuelles Mikroskop — Client- Rechner mit Anwendersoftware zum Betrachten

der Bilder
Y3 e
L AL
i T W
' "';I ; & Objelatrager Objekdtrager
Bic 0 . .
Schnittserien Slide Scanner Archiv

Virtuelier

Schnitt

Pathologin VM Software Server

3
J

'

Abbildung 3: Arbeitsablauf eines Virtuellen- Mikroskop- Systems (Grafik mit freundlicher Ge-
nehmigung von Kai Saeger, VMScope, Charité Berlin
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Die Anforderungen an ein leistungsfahiges VM- System sind hoch (Glatz- Krieger K
2003, Leong FJ 2001, Lee SH 2005):

* Die Digitalisierung eines Objekttragers sollte so einfach und so schnell wie mog-
lich ablaufen.

* Die Bildqualitat muss gleichwertig oder besser im Vergleich zum Originalpraparat
sein.

* Die Bildvisualisierungsgeschwindigkeit muss durch eine entsprechend schnelle
Netzverbindung/ Internetanbindung gesichert sein.

* Die Handhabung des Systems sollte fir den anwesenden Pathologen einfach

sein.

Diese Art von Bildaufbereitung und — speicherung ist nicht neu in der Medizin. Digitale
Techniken und Arbeitsplatze existieren bereits in der Radiologie (Molnar B 2003, Wein-
stein RS 2004). Hier werden die radiologischen Bilder in einem sog. PACS- System ge-
speichert. Solch ein System kann auch fur die Pathologie genutzt werden. Es ermog-
licht den Aufbau eines Informationssystems, dass von den Arzten aller Fachbereiche
gemeinsam genutzt werden kann. Voraussetzung dafur ist, dass die Dateien in einem
einheitlichen Dateiformat abgelegt werden (Kalinski T 2005). Ein Beispiel dafur ist das
DICOM- Format, ein weltweites Standardformat zur Verarbeitung und Verwaltung samt-
licher Bilddaten. (Kalinski T 2005, Saeger K 2006a, Zwoenitzer R 2007)

1.4.1 Slide Scanner

Die Entwicklung der Objekttragerscanner begann mit Robotermikroskopen. Diese be-
standen aus einem Mikroskop mit Kamera und einem steuerbaren Tisch, auf den das
Praparat gelegt wurde. Bei der Aufnahme des Bildes uUber die Kamera wurde jede Be-
wegung des Mikroskops von einem Computer kontrolliert. (Demichelis F 2002b, Kalinski
T 2005)

Im Gegensatz dazu ist der Slide Scanner in der Lage, nicht nur einzelne Abschnitte ei-
nes histologischen Schnittes aufzunehmen, sondern einen kompletten Objekttrager zu
digitalisieren. (Leong FJ 2001)

19



Bei den Objekttragerscannern kommt ebenfalls lichtmikroskopische Technik zum Ein-
satz. Daher wird die maximale Auflésung eines WSI wie beim konventionellen Mikro-
skop durch die Wellenlange des Lichts und die numerische Apertur des verwendeten
Objektivs bestimmt. (Kalinski T 2005)

Beim Scanvorgang wird der Objekttrager in vertikaler und horizontaler Richtung bewegt,
wobei die Mechanik, die Kamera und die Fokussierung des Praparates computerge-
steuert koordiniert werden. Fur die Digitalisierung eines Schnittes gibt es zwei Moglich-
keiten: die kontinuierliche Aufnahme von Bildstreifen (Line scanning) und die rasterfor-
mige Aufnahme von Einzelbildern (Image tiling). Die Einzelbilder werden als Field of
view (FOV) bezeichnet. Beim Image tiling entstehen im Gegensatz zum Line scanning
zusatzlich zu den horizontalen auch vertikale Schnittstellen zwischen den Einzelbildern.
Diese Einzelbilder werden mosaikartig zu einem Gesamtbild zusammengesetzt (,stit-
ching®). (Kalinski T 2005, Rojo MG 2006). Um Uberlappungen, Farb-, Helligkeits- und
Kontrastunterschiede der FOV auszugleichen, bendtigt man eine leistungsfahige Soft-
ware. Wird auf eine solche Korrektur verzichtet, kann der so genannte Kacheleffekt ent-
stehen, der bei der Diagnostik virtueller Praparate als storend empfunden werden kann
(Burthem J 2005, Kalinski T 2005, Ma B 2006).

Um Fehler in der spateren Zuordnung der Schnitte zu den einzelnen Fallen auszu-
schlie®en, werden diese mit Barcodes versehen und vor dem Scanvorgang ebenfalls
vom Scanner eingelesen (Kalinski T 2005).

FiUr eine mogliche Integration des Scanners in die Routinediagnostik ist es von Noéten,
dass eine grof3e Anzahl histologischer Praparate moglichst schnell digitalisiert werden
kann. Dafur eignet sich zum Beispiel der ,Mirax Scan® der Firma Carl Zeiss, AG. Dieser
Scanner ist mit einem Ladesystem ausgestattet, der es moglich macht, bis zu 300 Ob-
jekttrager automatisch nacheinander zu digitalisieren. (Saeger K 2006b)

Je nach GroRRe des Praparates nimmt ein Scanvorgang bis zu mehreren Minuten in An-
spruch. Weitere Entwicklungen, wie der ultraschnelle Slide Scanner, der auf sog.
Reihenmikroskopen mit Mikrolinsen basiert, ist bereits patentiert und wird in den nachs-
ten Jahren zum Einsatz kommen. (Weinstein RS 2004)
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1.4.2 Server

Der Speicherbedarf eines WSI ist abhangig von seiner Grof3e und seiner Aufldsung. Fur
einen Resektatschnitt mit einer Scanauflésung von 0,3 ym x 0,3 um, wird ein Speicher-
platz von 4 bis 20 GB bendtigt. (Saeger K 2003) Um diesen enormen Platzbedarf zu
minimieren, werden auf Wavelet basierte Komprimierungsformate wie JPEG 2000 ver-
wendet. (Leong FJ 2001) Damit lassen sich Kompressionsraten von 1: 20 ohne sichtba-
ren Qualitatsverlust der Bilder erreichen. Dennoch ist der Speicherbedarf nach der
Komprimierung immer noch enorm (Glatz- Krieger K 2003) - bei dem Resektatschnitt
kann er bis zu einem GB einnehmen.

Die Ubertragung einer solch groRen Datei auf den Anwenderrechner nach dem DICOM-
Standard ist nicht praktikabel. Die Lésung fur dieses Problem ist das sog. Image strea-
ming. Dabei werden nur die Informationen Uber das Netz gesendet, die der Pathologe in
diesem Moment bendtigt. Er kann dann entweder einen kleinen Bereich mit maximaler
Auflésung betrachten oder einen grélieren Bereich mit niedriger Auflosung. Die ande-
ren, nicht bendtigten Daten lagern auf einem externen Server, von dem sie bei Bedarf
angefordert werden kénnen (Saeger K 2002). Die Ubertragung der Daten iber eine In-
ternetverbindung von 100 MBIt/ s ist ausreichend fur eine Untersuchung des WSI ohne

erkennbare Verzdgerung. (Saeger K 2006b)

1.4.3 Virtuelles Mikroskop

Ein virtuelles Mikroskop ist ein Softwareprogramm fur den Anwenderrechner, den sog.
Client. Diese spezielle Mikroskopsimulation ist fur das Betrachten und Untersuchen der
WSI notwendig. (Afework A 1998, Saeger K 2006a).

Die virtuellen Praparate werden Uber eine benutzerfreundliche Oberflache dargestelit.
Die nachfolgende Abbildung zeigt ein Ubersichtsbild in kleiner VergréBerung und das
Hauptuntersuchungsbild in hoher Auflésung an. (Demichelis F et al. 2002a)
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Abbildung 4: Nierenzylinder in PAS- Farbung
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Damit sich das virtuelle Mikroskop in der Praxis bewahrt, muss es die gleichen Funktio-
nen wie ein konventionelles Lichtmikroskop haben (Burthem 2005, Demichelis F 2002b,
Romer DJ 2003, Dee FR 2003,Glatz- Krieger K 2005, Lundin M 2004b):

* einfache Handhabung des Programms,
» stufenlose VergroRerung des virtuellen Praparates und

* muheloses Scrollen und Navigieren innerhalb des Schnittes.

Eine zusatzliche Option fur den Nutzer ist das Einfligen von Anmerkungen und Grafiken
oder das Markieren von interessanten Gebieten. Diese Moglichkeit ist gerade fur Stu-
denten didaktisch hochwertig (Afework A 1998, Demichelis F 2002a, Fujita K 2003,
Lundin M 2004a).

Daruber hinaus gibt es noch weitere Funktionen, die bisher mit einem Lichtmikroskop

nicht realisierbar waren (Saeger K 2006a):

* Die Praparate kdnnen zur jeder Zeit und von jedem internetfahigen Computer
aus mikroskopiert werden.
* Es konnen Bildanalyse und Bildmessung durchgefuhrt werden.

* Die Schnittstufen und Farbungen kdénnen Uberlagert werden.

Mehrere WSI kdnnen zu einem virtuellen Fall zusammengefasst werden. Auf diesen
Schnitten werden alle relevanten klinischen und pathologischen Daten vermerkt und
eventuell noch mit Rontgenbildern und zusatzlichen Farbungen erweitert (Demichelis F
2002a, Marchevsky AM 2003a).

An die Qualitat eines WSI werden hohe Anforderungen gestellt (Glatz- Krieger K 2003):

* Das gesamte Praparat sollte verfugbar sein.

* Die Bildscharfe, die Farbung und die Kontraste des WSI durfen nicht schlechter
sein als die des Originalpraparates.

* Die Qualitat des Originalpraparates bestimmt die Qualitat des virtuellen Prapa-

rats.
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Ebenfalls fur eine gute Bildqualitat eines WSI ist eine gentigend hohe Auflésung des
Bildschirmmonitors von Noéten (Lundin M 2004b), diese wird derzeit nur von Monitoren
der aktuellen Generation geleistet (Kaliniski T 2005)

Wichtig bei der Betrachtung der WSI ist ein ausreichend grof3er Monitor, der mehr Bild-
informationen sichtbar macht, als dies bei einer Betrachtung durch ein Okular ermog-
licht wird (Kalinski T 2005).

Um die Untersuchung der WSI fur den Pathologen zu vereinfachen, wurde ein sog.
,<diagnostischer Pfad” entwickelt. Dieser zeichnet die Betrachtungsabfolge der einzelnen
Bilder auf (,Betrachtungspfad®) und speichert die klinischen Befunde des Pathologen zu
den Schnitten ab (,Diktatpfad®). (Schrader T 2006b)
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2 AUFGABENSTELLUNG

Im Vergleich zu anderen Bereichen bildet die Nephropathologie ein kleines Spezialge-
biet. FUr die Diagnostik von Nierenerkrankungen wird einerseits die Erfahrung des Pa-
thologen, andererseits ein hoher Zeitfaktor vorausgesetzt, da an die Schnittpraparate
sehr hohe Anspriche gestellt werden. Die Pathologen missen fur eine genaue Diagno-
se auch kleinste mikroskopische Strukturen, wie die Basalmembran und die Glomeruli
beurteilen. Aufgrund dessen wird der Bild- und Farbequalitat der einzelnen Schnitte in
der Nephropathologie eine besondere Bedeutung beigemessen.

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, den Prozess und die Validitat der Diagnostik von
konventioneller Mikroskopie mit der virtuellen Mikroskopie in der Nephropathologie zu

vergleichen und zu evaluieren.

Folgende Fragen stehen im Mittelpunkt der Arbeit:

1. Kann das virtuelle Mikroskop das konventionelle Lichtmikroskop in der
Nephropathologie ersetzen? Gibt es eine Ubereinstimmung von digital er-
stellten Diagnosen mit konventionell erstellten Diagnosen? Inwieweit
schranken fehlende Zusatzuntersuchungen wie Immunfluoreszenz und

Elektronenmikroskopie die Diagnosefindung ein?

Im Rahmen einer retrospektiven Studie werden die konventionell erstellten Diagnosen
mit den digital erstellten Diagnosen verglichen und so die diagnostische Konkordanz
bzw. die Diskordanz untersucht. Zusatzlich werden die Grinde fur die Diskordanz ermit-
telt.
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2. Welche Anforderungen sind an die Bildqualitat der WSI zu stellen, um eine
nephropathologische Diagnostik zu gewahrleisten? Ab wann wird die Di-
agnosefindung durch eine unzureichende Bildqualitat beeintrachtigt?

Hierzu wird eine Untersuchung zur Bildqualitdt der WSI durchgefuhrt. Im Einzelnen
werden Faktoren analysiert und bewertet, die auf die Qualitat von digitalen Bildern Ein-
fluss nehmen konnen. Dazu gehoren die Vollstandigkeit, die Bildscharfe und das Stit-

ching.

3. Kann das virtuelle Mikroskop in den Arbeitsablauf der nephropathologi-

schen Routinediagnostik integriert werden?

Um diese Frage zu klaren, wird eine eingehende Untersuchung der Digitalisierung von
WSI durchgeflhrt. Dazu werden technische Parameter (z.B. Anzahl der FOV, GroRe
der gescannten Flache, bendtigte Scanzeit, bendtigter Speicherbedarf) der virtuellen

Praparate ermittelt, analysiert und bewertet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Im Institut fur Pathologie der Charite, Campus Mitte werden pro Jahr etwa 900 Nieren-
biopsien untersucht. Innerhalb von 2 Monaten wurden aus der Routinediagnostik 97
Falle nach der konventionellen Diagnostik vollstandig digitalisiert und am Computer be-
ziuglich der diagnostischen Konkordanz nachuntersucht.

Die Falle umfassten das gesamte Diagnosenspektrum der Nierenerkrankungen.

Diagnosenspektrum

4% %

= Glomerulonephritis (7 Falle)
® Glomerulopathie (11 Falle)
5% Transplantatnieran (51 Falle)

® Tubulointerstitielle Nierenkrankhelten (3 Falle)

B Sonstige Nierenkrankheiten (5 Falle)

Unaufalliges Nierengewebe (16 Falle)

539 ® Kein reprasentatives Nierengewebe (4 Falle)

Abbildung 5: Diagnosenspektrum der Nierenerkrankungen

3.1 Bearbeitung der Nierenbiopsien

Von jedem Fall wurden nach Formalinfixierung und Paraffineinbettung standardmaRig
zunachst Schnitte mit Hamatoxylin- Eosin (HE) und PAS- Farbungen hergestellt. Einen
Tag spater erfolgten die Zusatzfarbungen Amyloid-, die Eldo-, die Movat- und die
SFOG- Farbung. In der Routineuntersuchung lagen weiterhin Immunfluoreszenz-
Farbungen fir die Immunglobuline IgG, IgA, IgM, die Komplementfaktoren C1q, C3, C4,
C4d und Fibrin vor. Die Immunfluoreszenzschnittpraparate konnten nicht digitalisiert

werden, weil daflr die technischen Voraussetzungen fehlten.
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Von jedem Fall lagen somit Stufenschnitte auf durchschnittlich 9 Glasobjekttragern (ma-
ximale Anzahl der Objekttrager: 11, minimale Anzahl der Objekttrager: 4) vor.
Insgesamt wurden innerhalb des genannten Zeitraums 908 Objekttrager (HE, PAS, EI-
do, Movat, SFOG) im Labor hergestellt und dann digitalisiert.

Die Erstdiagnostik erfolgte an einem konventionellen Lichtmikroskop vom Typ Leica
Leitz DMRB. Nach abgeschlossener Diagnose wurden die Objekttrager mittels eines
Slide Scanners (Zeiss Mirax Scan) digitalisiert und auf einem ,Digital Slide Server® ge-
speichert. Fur eine leichtere Identifizierung der WSI wurden die Schnitte mit fortlaufen-

den Barcodes versehen, die beim Scanvorgang vom Computer eingelesen wurden.

Paraffineinbettung

Entwasserung Schneiden

Farben

Biopsie o

iy

Digitalisierung
Kommunikation

Abbildung 6: Praparateherstellung im Labor (Grafik mit freundlicher Genehmigung von Zeiss
GmbH)
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3.2 Scanprozess des Zeiss Mirax Scan

Abbildung 7: Der Zeiss Mirax Scan (Grafik mit freundlicher Genehmigung von Zeiss GmbH)

Tabelle 1: Technische Daten des Zeiss Mirax Scan

Technische Daten des Zeiss Mirax Scan

Auflésung Pixelaufldésung 0.31um
Setup Keine Kalibrierung/ Konfiguration notwendig
Objektive Zeiss Plan-Apochromat 20x, NA 0.80
Kamera Sony DFW-X710, 1024x768 Pixel
Kameraadapter 1.0
PC XEON Dual 2.8 GHz; mind. 2048 MB RAM

Labelerkennung Barcodes (linear und Matrix) + Beschriftungen

Slidezufihrung scannt bis zu 300 Objekttrager automatisch oder manuell

Breite x Hohe x Tiefe | 74 cm x 45 cm x 53 cm

Gewicht 25 kg
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Beim Scanprozess des Mirax Scanners werden mosaikartig zeilenweise Einzelbilder
angefertigt und anschlieffend zu einem Gesamtbild zusammengesetzt. Ein Einzelbild
(= ein Kastchen) wird als Field of View (FOV) bezeichnet. Das Zusammenfigen der
FOV geschieht durch das sog. ,Image tiling“. Bei diesem speziellen Digitalisierungsver-
fahren bestehen neben den horizontalen Schnittstellen zusatzlich noch vertikale
Schnittstellen, so dass es zu einer rasterformigen Aufnahme der Einzelbilder kommt.
Bei den vorliegenden WSI wurde auf Grund des technischen Aufwandes auf ein soft-

wareoptimiertes Stichting verzichtet.
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Abbildung 8: Der Scan- Prozess: Image Tiling
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Nachdem die Objekttrager in das Magazin eingelegt wurden, wurde diese automatisch
positioniert, bis der erste Schnitt eingezogen wurde. Der Bereich, der gescannt werden
sollte, wurde automatisch festgelegt. Begrenzungen waren die obere rechte und die
untere linke Ecke des zu scannenden Gebietes. Das Autoscanning wurde gestartet,
nachdem die Buhne flr die Zero- Position eingestellt wurde.

Wahrend des Scanprozesses wurde der Autofokus durch Nutzung von Algorithmen
nach Brenner nur an jedem 3. bis 5. FOV durchgefuhrt (Molnar B 2003).

Alle Bilder wurden mit Hilfe des Wavelet- Verfahrens in das JPEG- Format (Verhaltnis
1: 20) komprimiert und als Dateien im Verzeichnissystem des Betriebssystems
abgelegt. Metainformationen Uber die Bilder wurden in einer SQL-Datenbank (Microsoft
SQL-Server) gespeichert.

Um eine spatere Zuordnung der einzelnen Schnitte zu den Fallen zu ermdglichen,
wurden die Objekttrager zuvor mit einem Barcode versehen. Diese Nummern wurden
vom Slide Scanner eingelesen und die Falle entsprechend der Barcodes als Datei auf

einem Bild- Server gelagert.

Tabelle 2: Eigenschaften des BildServers

Eigenschaften des BildServers

Computer IBM kompatibler Rechner: AMD Athlon ,XP“ 2400+; 256 MB
RAM; 558 GB HDD

Datenbank Microsoft SQL- Server

Betriebssystem Windows 2000

Netzwerkkarte 100 MBit/s
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3.3 Eigenschaften des VM- Programms - der Mirax-Viewer

Zur Befundung des digitalisierten Schnittpraparates wurde ein VM- Arbeitsplatz mit fol-

gender Spezifikation genutzt:

Tabelle 3: Spezifikation des VM- Arbeitsplatzes

Spezifikation des VM- Arbeitsplatzes

Computer IBM IntelliStation M Pro, Pentium 4, 3000 GHz, 1024 MB RAM,
32 GB HDD
Bildschirm LCD TFT Monitor IBM T221, sichtbare Diagonale 22,2*, maxi-

male Auflosung 3840 x 2400 Pixel

Betriebssystem Windows XP Professional

Betrachtungssoftware | MiraxView

Netzwerkkarte 100 MBit/s

Jedes WSI wurde Uber das Netzwerk vom Image-Server geladen.
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3.4 Untersuchung der WSI

Wenn der Pathologe einen Fall untersuchen wollte, suchte er sich auf dem Server die
entsprechenden Schnitte mit Hilfe der Barcodes aus.

Das WSI lasst sich mittels den Cursor-Tasten oder der Maus in alle Richtungen
verschieben.

Um die VergroBerung zu verandern, hat der Nutzer mehrere Optionen. Die
vorbereiteten VergrélRerungsschritte von x100 bis x200 Uber die Auswahl von Menu-
Buttons oder ,+“ und ,-“- Taste des Nummernfeldes der Tastatur kdnnen verwendet
werden. Weiterhin ist eine Auswahl durch Ziehen eines Cursor-Vierecks in der
UbersichtsvergréRerung moglich.
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Abbildung 9: Ubersichtsbild eines Nierenzylinders in HE- Farbung
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Abbildung 11: Nierenzylinder in PAS- Farbung

36



3.5 Datenanalyse

3.5.1 Technische Parameter

Zur Erfassung der Scannereigenschaften wurden zunachst von allen Schnittpraparaten

folgende technische Parameter beim Scanvorgang ermittelt:

die Anzahl der FOV fur den einzelnen Schnitt

die Anzahl der FOV pro Sekunde flir den einzelnen Schnitt
die gescannte Flache in mm? flr den einzelnen Schnitt

die bendtigte Scanzeit in min fur den einzelnen Schnitt

die bendtigte Scanzeit in min fur den kompletten Fall

das Datenvolumen in MB fur den einzelnen Schnitt

das Datenvolumen in MB fur den kompletten Fall

Die Beziehung zwischen der Scanzeit und der Gro3e der zu scannenden Flache wird

durch eine lineare Regression dargestellt.

3.5.2 Bildqualitat

Es wird zunachst von allen Schnittpraparaten die Bildqualitat nach folgenden Kriterien

untersucht und beurteilt:

Vollstandigkeit
Bildscharfe
Stitching
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* Vollstandigkeit — Ist das Gewebestuck vollstandig eingescannt worden?

Tabelle 4: Bewertung der Vollstandigkeit

Note Vollstandigkeit Bewertung
1 Vollstandig eingescannt Diagnostik nicht eingeschrankt
2 Unvollstandig eingescannt Diagnostik nicht eingeschrankt
(kleinere Mosaike im Randbereich fehlen)

3 Unvollstandig eingescannt Diagnostik nicht wesentlich eingeschrankt
(kleinere Mosaike in der Praparatmitte fehlen)

4 Unvollstandig eingescannt Diagnostik stark eingeschrankt
(nur noch einzelne Fragmente sind sichtbar)

5 Unvollstandig eingescannt Diagnostik nicht mdglich

Danach wurden die Grunde fur die Unvollstandigkeit ermittelt.
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* Bildscharfe — Beeintrachtigt die auftretende Bildunscharfe die Diagnostik?

Tabelle 5: Bewertung der Bildscharfe

Note Bildscharfe Bewertung
1 Keine Unscharfen vorhanden Diagnostik nicht eingeschrankt
2 Unscharfen in wenigen Segmenten ( < 10) Diagnostik nicht eingeschrankt
3 Unscharfen in mehreren Segmenten (< 15) Diagnostik nicht wesentlich eingeschrankt
4 Unscharfen in vielen Segmenten ( > 15) Diagnostik stark eingeschrankt
5 Grolde Teile des Schnittes sind unscharf (> 20% )

Diagnostik nicht moglich

Danach werden Faktoren ermittelt, die die Bildscharfe zusatzlich beeintrachtigen konnen.
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. Stitching — Tritt ein Kacheleffekt zwischen den einzelnen FOV auf und wird

dadurch die Diagnostik erschwert?

= Bewertung:
o Ja

o Nein

Auf eine Bewertung der Farbqualitat wurde verzichtet. Die Farbqualitdt am Monitor ist

von unterschiedlichen Faktoren abhangig:

* Farberische Qualitat des Originalschnittpraparates,
* Farbspektrum des Scanners,

* Farbspektrum des Monitors.

Die farberische Qualitat der Schnittpraparate fiel teilweise sehr unterschiedlich aus.
Daraus resultierte ein unterschiedlicher Farbeindruck am Monitor. Eine Kalibrierung des

Aufnahmegerates sowie des Monitors wurde wegen des hohen technischen Aufwandes
nicht durchgefluhrt.
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3.5.3 Diagnostische Konkordanz

Als eine randomisierte, geblindete, retrospektive Studie wurde eine Nachbefundung der
97 Falle durch zwei Pathologen durchgefiihrt. Beiden Arzten lagen nur die klinischen
Informationen vor, die auch die Pathologin erhielt, die die Falle konventionell untersuch-
te. Die Ergebnisse der Erstdiagnostik waren den Zweitbefundern unbekannt.

Die Ubereinstimmung der konventionell ersteliten Diagnose mit der virtuell erstellten
Diagnose wird als diagnostische Konkordanz bezeichnet und in sog. Level unterteilt
(Weinberg D 1997). Sind die beiden erstellten Diagnosen so verschieden, dass sich
eine unterschiedliche Therapieoption ergibt, so wird dies als klinisch wichtige
Diskordanz bezeichnet. Eine klinisch unwichtige Diskordanz tritt bei den Diagnosen auf,
die zwar nicht Ubereinstimmen, aber bei denen sich die gleiche Therapie anschliel3en

wurde.

* Level A: klinische Konkordanz
* Level B: klinisch wichtige Diskordanz

* Level C: klinisch unwichtige Diskordanz
Nach Abschluss der Befundung wurden die Erstdiagnosen mit den Zweitdiagnosen
verglichen und diskutiert. Bei einer Diskordanz wurden die Falle noch ein zweites Mal

von den Pathologen zusammen untersucht und diagnostiziert.

Grinde fur eine auftretende Diskordanz wurden wie folgt klassifiziert (Molnar B 2003):

* Klasse I: inadaquate Bildqualitat
* Kilasse Il: unterschiedliche Interpretation der Pathologen
* Kilasse lll: ungentgend klinische Information

3.5.4 Verwendete Statistikmethoden

Das Statistikprogramm ,SLab 0.5 wurde fur die statistische Auswertung und Berech-
nung der Daten wie Minimum, Median, Quartil, Maximum, Standardabweichung und far

die Darstellung der linearen Regression verwendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Auswertung der technischen Parameter

Die technischen Parameter beschreiben die systemabhangigen Faktoren beim Scan-

prozess. Bei der Digitalisierung des Objekttragers werden mosaikartig angeordnete

Einzelbilder angefertigt, die als Field of View (FOV) bezeichnet werden. In dieser Studie

setzte sich ein digitalisierter Schnitt aus durchschnittlich 1093 FOV zusammen (minima-
le Anzahl: 61 FOV, maximale Anzahl: 9782 FOV).

10000

9000 1

8000

70004

6000 -

5000

4000+

3000

2000

0-

Anzahl der Einzelbilder (FOV)

Mittelwert | Minimum | 1. Quartil Median 3. Quartil | Maximum Standardab
weichung
IAnzahI der FOV 1093 61 652 921.5 1303 9782 890

Abbildung 12: Anzahl der Einzelbilder (FOV), die vom Scanner erfasst wurden
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Von der Leistungsfahigkeit des Scanners hangt es ab, wie viele Einzelbilder (FOV) pro
Sekunde erzeugt und abgespeichert werden koénnen. Ein FOV reprasentiert eine
gescannte Flache auf dem Schnittpraparat, die sich aus der Kameraauflésung und der
Pixelauflésung berechnet. In dieser Studie betrug die Kameraaufldsung des Scanners
1024 x 768 Pixel und die Pixelaufldsung 0,31 um. Somit betrug die gescannte Flache
pro FOV 75576 um? = 0,08 mm?2.

Anzahl der Einzelbilder (FOV) pro Sekunde

) - . ) . ) Standardab
Mittelwert | Minimum | 1. Quartil Median 3. Quartil | Maximum weichung
IAnzahl der FOV/s| 3,842 1,78 3,65 3,85 404 5,69 0,3843503

Abbildung 13: Anzahl der FOV, die in einer Sekunde vom Scanner erfasst wurden

Pro Sekunde wurden vom Scanner durchschnittlich 3,8 FOV/ s (minimale Anzahl: 1,78
FOV/ s, maximale Anzahl: 5,69 FOV/ s) erfasst. Die Variabilitat der Anzahl der Einzel-
bilder pro Sekunde war von verschiedenen Faktoren abhangig:

e Der Scanprozess wurde mit einem Vorscannen (Pre- Scan) eingeleitet, mit dem
die Bildebenen fur den Autofokus berechnet werden. Beim Wechsel von einem
Einzelbild zum nachsten ergaben sich Nachstellzeiten, um die errechnete
Bildebene (Verschiebung in der z-Achse) zu erreichen.
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e Die Stanzzylinder lagen nicht als ein geschlossenes Gewebepraparat auf dem
Objekttrager, sondern einzeln. Wenn ein Einzelzylinder gescannt wurde, wurde
je nach Entfernung zwischen den Einzelzylindern eine Verschiebung des
Objektes in der x- und y-Achse notwendig.

Aus den Parametern der Einzelbildern lielRen sich dann weitere Werte flr den einzelnen

Schnitt und den gesamten Fall berechnen, die einen besseren Eindruck vermitteln, wie
viel Zeit fur die Digitalisierung benétigt wurde.

GroRe der gescannten Flache in mm2

500 -

400-

300 -

2001

1001

0

Standardab

Mittelwert | Minimum | 1. Quartil Median 3. Quartil | Maximum 3
weichung

|Fléche inmm2| 8279 461 49,28 69,64 98,44 739,3 67,27837

Abbildung 14: GroRe der gescannten Flache in mm?

Von einem einzelnen Schnitt wurde durchschnittlich 82,61 mm? Gewebe (minimale

Grolde: 4,61 mm?, maximale Grolle: 739,30 mm?) erfasst.
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Die Gesamtscanzeit eines Praparates ist abhangig von der Anzahl der FOV pro Sekun-
de und von der zu scannenden Bildflache. Die durchschnittlichen Scanzeiten pro
Schnitt und pro Fall verschaffen einen Uberblick tiber den zeitlichen Aufwand, der not-
wendig ist, um jeweils Schnitt und Fall vollstandig zu digitalisieren. ( Abbildung 15). Um
ein Praparat zu scannen, wurden durchschnittlich 4,6 Minuten (minimale Scanzeit: 1,2
min, maximale Scanzeit: 13,4 min) bendtigt.

Wird dies hochgerechnet, so wurde fur das Scannen eines kompletten Falls, der aus
durchschnittlich 9 Schnitten bestand, im Durchschnitt 44 Minuten bendtigt (minimale

Scanzeit: 10 min, maximale Scanzeit: 134 min). >

Scanzeit in min

[l Scanzeit in min flir den einzelnen Schnitt [ Scanzeit in min flr den kompletten Fall

140 —

120 +

100 —

60 —

4041
2041
0
Standard
Mittelwert |Minimum | 1. Quartil Median 3. Quartil [Maximum pRbweichu
ng
Scanzeit in min fur den einzelnen 4,646 1.2 35 4.2 54 134 2068145
Schnitt

Scanzeit in min fur den kompletten Fall 43,97 10,1 32,2 40,5 53 134 4 2234814

Abbildung 15: Scanzeit in min fur den einzelnen Schnitt und fir den kompletten Fall

3 Zum Zeitpunkt der Untersuchung konnten keine Immunfluoreszenz- Préparate gescannt werden.
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Den Zusammenhang zwischen der Scanzeit und der Grof3e der zu scannenden Flache zeigt die Abbildung 16, es besteht ein linea-
re Abhangigkeit zwischen diesen beiden Faktoren. Je groRer das Gewebsstuck ist, desto mehr Zeit wird bendtigt, um diese Flache

zu scannen. Bei Objekttagern mit kleineren Gewebeproben kam es zu einer gréferen Streuung bei den Scanzeiten.
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen Scanzeit und der GréRe der zu scannenden Flache
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Die Abbildung 17 zeigt das Datenvolumen der einzelnen Schnitte bzw. eines kom-

pletten Falles. Ein digitalisierter Schnitt hatte eine durchschnittliche DateigroRe von

215 MB (minimales Datenvolumen: 10 MB, maximales Datenvolumen: 2222 MB). Die

DateigroRe ist abhangig von der gescannten Flache, der Anzahl der Einzelbilder,

dem verwendeten Objektiv (hier wurde das 20x Objektiv verwendet) und dem Komp-

rimierungsfaktor, der in dieser Studie 1:20 betrug.

Pro Fall wurden durchschnittlich 2045 MB (minimales Datenvolumen: 297 MB, ma-

ximales Datenvolumen: 5440 MB; Standardabweichung 1070,1 MB) Speicherplatz

bendtigt.
DateigroRe in MB
@ Dateigrofie in MB fur den einzelnen Schnitt @ DateigrofRe in MB fur den kompletten Fall
6000 —
5000 —
4000
3000 —
20004
1000 1~
0
Standarda
Mittelwert | Minimum | 1. Quartil Median 3. Quartil  [Maximum [oweichun
g
Dateigrofie in MB fur den einzelnen 215 10 128 187 2553 2220 166.6869
Schnitt
Dateigrofie in MB fur den kompletten 2045 297 1406 1849 2378 5440 1070,125
Fall

Abbildung 17: DateigrofRe in MB flir den einzelnen Schnitt und den kompletten Fall
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4.2 Bewertung der Bildqualitat

4.2.1 Vollstindigkeit

Jeder Schnitt wurde auf seine Vollstandigkeit hin Gberprift und mit den Noten von 1- 5

bewertet.

Volistandigkeit

30%

@ Note 1 (531 Schnitte) @ Note 2 (270 Schnitte)
O Note 3 (74 Schnitte) Note 4 (16 Schnitte)

W Note 5 (17 Schnitte)

Abbildung 18: Benotung der einzelnen Schnitte bezliglich der Vollstandigkeit

Die nachfolgende Tabelle listet die Griinde fur eine eventuell auftretende Unvollstandig-
keit auf. Dabei musste zwischen Mangeln unterschieden werden, die einerseits techni-
schen Ursprungs waren (z.B. Praparat zu grol3, siehe Abbildung 20 oder Gewebe nicht
mittig platziert, siehe Abbildung 22) oder die andererseits im Praparat selbst zu finden

waren (z.B. zu helle Farbung des Gewebes, siehe Abbildung 21).
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Tabelle 6: Griinde fir die Unvollstandigkeit der einzelnen Schnitte

Benotung
Note 1 Note 2 Note 3 Note 4 Note 5
Anzahl der Schnitte 531 270 74 16 17
Griunde
Zu helle Farbung der Praparatrander - 164 4 - -
Zu helle Farbung einiger Praparatausschnitte - 48 9 -
Gewebe auf dem Objekttrager nicht mittig platziert - 105 17 3 -
Zu helle Farbung des kompletten Praparates - - - 4 17
Praparat war zu grof3 - 1 5 - -
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Die nachfolgenden Abbildungen 19 bis 21 zeigen Beispiele flr die Benotung beziglich der Vollstandigkeit der WSI.
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Abbildung 19: Nierenzylinder in HE- Farbung - Note 1
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Abbildung 20: Nierenzylinder in HE- Farbung - Note 2 (Praparat zu grof3)
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Abbildung 21: Nierenzylinder in Amyloidfarbung - Note 5 (zu helle Farbung des kompletten Praparates)
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Ein technischer Mangel des Zeiss MiraxScan war, dass beim Scanvorgang drei Millime-
ter der rechten Seitenkante des Objekttragers nicht erfasst wurden. Bei einer Seitenlan-
ge von 76 mm war ein Gebiet von 228 mm? betroffen. Lag der Stanzzylinder nun nicht
in der Mitte oder nahm er die gesamte Breite des Objekttragers ein, wurde dieses Areal
an der rechten Seitenkante nicht erfasst. Dadurch kam es zu unvollstandigen Prapara-

ten. Dieser technische Fehler tritt bei der aktuellen Generation des Mirax Scan nicht

f !

*i 76 mm
"

Abbildung 22: schematische Darstellung, bei dem der Nierenzylinder nicht mittig platziert ist

mehr auf.

3 mm
26 mm
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4.2.2 Bildscharfe

Die Bildscharfe wurde flir jeden Schnitt einzeln erfasst und mit den Noten von 1 bis 5

bewertet.

Bildscharfe

2% 1%

48%

m Note 1 (438 Schnitte) m Note 2 (360 Schnitte)

Note 3 (80 Schnitte) H Note 4 (18 Schnitte)

®Note 5 (11 Schnitte)

Abbildung 23: Benotung der Schnitte bezliglich der Bildscharfe

Dabei musste zwischen Mangeln unterschieden werden, die im Praparat selbst begrin-
det waren (z.B. starke Verschmutzung) und technischen Problemen (falsche Berech-
nung der Fokusebene durch den Scanner). Die Qualitat des Originalobjekttragers war
aber der wesentliche Faktor fur die Bildqualitat beim Scannen. Starker Schmutz oder
eine starke Hintergrundfarbung konnten zu Fehlern beim Autofokus flihren. Bei einigen
Bildern kam es vor, dass das Praparat ganz oder teilweise aul3erhalb der Fokusebene
lag (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Nierenzylinder in SFOG- Farbung - Note 5 (falsche Berechnung der Fokusebene)
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Die nachfolgende Tabelle listet die weiteren Grinde auf, die zur Beeintrachtigung der Bildscharfe fihrten.

Tabelle 7: Faktoren, die zu einer Beeintrachtigung der Bildscharfe fuhrten

Benotung
Note 1 Note 2 Note 3 Note 4 Note 5
Anzahl der Schnitte 439 360 80 18 11
Keine zusatzlichen Bemerkungen 439 358 71 16 10
Griinde

Fehler beim Bildzusammenbau - - - 2 -
Hintergrund zu stark verschmutzt - - 6 - -
Fleck - 2 2 - -

Haar - - 1 - -

Luftblase - - - - 1
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4.2.3 Stitching

Im Rahmen dieser Studie wurde keine zusatzliche Software installiert, um das spezifi-
sche Stitching durchzuflihren, das ein optimales Zusammenfligen der Einzelbilder in x-
und y- Achse gewahrleisten sollte. Es traten die technisch bedingten Uberlappungen
und erkennbaren Kachelungen auf, die an Farb- und Kontrastunterschieden erkennbar

waren.

Die nachfolgende Abbildung zeigt ein WSI in sehr hoher VergréRerung (x 200), bei dem
die Schnittstellen zwischen den Einzelbildern sichtbar wurden und zu Unscharfen fuhr-

ten:

Abbildung 25: WSI in hoher VergréRerung (x 200) mit Schnittstellen der Einzelbilder

Fir den diagnostischen Prozess waren diese Bildfehler vernachlassigbar. Sie wurden
von keinem der Pathologlnnen als problematisch in der Bildqualitat hervorgehoben und

stellten somit lediglich ein asthetisches Problem dar.
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4.3 Diagnostische Konkordanz

Insgesamt 97 Falle der Routinediagnostik wurden zunachst von einer Pathologin kon-

ventionell diagnostiziert und von zwei weiteren Arzten virtuell nachbefundet.

Klassifizierung der Falle

OLevel A (Konkordanz)

@ Level B (klinisch wichtige Diskordanz)

OLevel C (klinisch unwichtige Diskordanz)

Abbildung 26: Klassifizierung der Falle

Nach Auswertung der Ergebnisse zeigte sich bei 89 Fallen (= 92%) eine diagnostische
Ubereinstimmung, eine Konkordanz.

Bei den Ubrigen 8 Fallen (8%) stellten die Pathologen verschiedene Diagnosen, d.h. die
Ergebnisse waren diskordant. Die Diskordanz wird in 2 Stufen unterteilt. Man unter-
scheidet zwischen einer klinisch wichtigen oder einer klinisch unwichtigen Diskordanz.
Bei 2 Fallen (2%) wurde eine klinisch wichtige Diskordanz festgestellt, d.h. die Diagno-
sen waren so verschieden, dass sich nach Diagnosestellung eine jeweils andere The-
rapie anschlie®en wirde.

Bei 6 Fallen (6%) gab es ebenfalls nicht Ubereinstimmende Diagnosen, diese Unter-

schiede waren aber fur eine anschlieRende Therapie nicht von Bedeutung.
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Nach Molnar 2003 ist die unterschiedliche Interpretation eines Pathologen (Klasse II)
der Grund fir die auftretende Diskordanz in den 8 Fallen. Die Falle, bei denen es keine
diagnostische Ubereinstimmung gab, wurden nochmals von den drei Pathologen zu-

sammen untersucht und erneut diagnostiziert.
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5 DISKUSSION

5.1 Nephropathologische Diagnostik und virtuelle Mikroskopie

In der Pathologie nimmt die nephropathologische Diagnostik auf Grund des hohen
technischen Aufwandes fur die Bearbeitung eines Falles eine besondere Stellung ein.
Zunachst werden Stufenschnitte in der Standardfarbung HE und PAS angefertigt, dann
folgen die Spezialfarbungen SFOG, Amyloid und Movat. Im Anschluss folgt ein umfang-
reiches immunhistochemisches Programm. Dazu wird die Technik der Immunfluores-
zenz verwendet. Zur Diagnostik der primaren glomerularen Erkrankungen ist zudem die
Durchfuhrung einer elektronenmikroskopischen Untersuchung notwendig. Erst im Re-
sumee der histologischen, immunhistochemischen und elektronenmikrokopischen Be-
funde, sowie der klinischen Daten ist eine pathomorphologische Diagnose mdglich.

Die Anforderungen an die Qualitat des Schnittpraparates sind sehr hoch. Probleme in
der Fixierung des Materials oder beim Farbeprozess fuhren zu Artefakten und schran-
ken die diagnostischen Moglichkeiten stark ein. Beim Mikroskopieren ist es haufig not-
wendig, mit einer hohen VergrdoBerung (40x, 68x oder 100x Olimmersion) zu arbeiten,
um die glomerularen Veranderungen sicher zu differenzieren. Die aufgefuhrten Grinde
zeigen die hohen Anforderungen der nephropathologischen Diagnostik an die virtuelle

Mikroskopie.

Die Studie zeigt, dass die virtuelle Mikroskopie in der Nierenpathologie eingesetzt wer-
den kann. Es zeigt sich eine hohe diagnostische Konkordanz zwischen den konventio-
nell erstellten Diagnosen und den virtuell erstellten Diagnosen. Mit dem verwendeten
Objekttragerscanner kénnen WSI von guter Bildqualitat flir die nephropathologische
Diagnostik erstellt werden. Eingeschrankt wird der Einsatz der virtuellen Mikroskopie in
der Nephropathologie durch das Fehlen von speziellen Untersuchungsmethoden wie
die Elektronenmikroskopie, die Immunfluoreszenz und die Polarisation. Mit Objekttra-
gerscannern der neueren Generation (z.B. Mirax Midi, Zeiss) kdnnen Spezialuntersu-

chungen wie die Immunfluoreszenz nun durchgefuhrt werden.
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5.2 Integration der virtuellen Mikroskopie in die
nephropathologische Diagnostik

Die Routinediagnostik ist eines der wichtigsten Teilgebiete der Pathologie. In einem
Jahr werden an der Charite etwa 900 Nierenbiopsien durchgefihrt und begutachtet.
Die Untersuchungen sollten schnell und effizient durchgefuhrt werden konnen, daher
muss bei einem Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der nephropathologischen Routi-
nediagnostik hohe Anforderungen gestellt werden.

In dieser Studie wird besonders auf die Bildqualitat der WSI und die diagnostische Kon-
kordanz naher eingegangen. Zusatzlich werden zur Erfassung der Scannereigenschaf-
ten technische Parameter der WSI wie Scanzeit und Speicherbedarf untersucht.

5.2.1 Bildqualitat der WSI

Das WSl ist eine digitalisierte Kopie eines Glasobjekttragers und enthalt somit samtliche
Artefakte des Originalpraparates (Kalinski T 2005). Fur eine genaue Diagnosestellung
ist es daher wichtig, dass die Bildqualitat des Originalpraparates so hoch wie moglich
ist, denn sie bestimmt letztendlich die Qualitdt des WSI. (Demichelis F 2002b, Glatz-
Krieger K 2003). Der Schnitt sollte keine Risse, Falten oder Verunreinigungen aufwei-
sen und auch die Farbung sollte gut erkennbar sein.

Die Aufnahme des WSI kann auch durch spezielle Fotokameras mit CCD- oder CMOS-
Bildsensoren verbessert werden (Molnar B 2003, Riley R 2004).

In dieser Studie wurden drei wichtige Faktoren untersucht, die flr die Bildqualitat eines

WSI eine entscheidende Rolle spielen:

* die Vollstandigkeit
* die Bildscharfe
* das Stitching

Fir eine nephropathologische Diagnostik sind zum Teil spezielle Untersuchungsmetho-
den wie Elektronenmikroskopie, Immunfluoreszenz und Polarisation notwendig.

In dieser Studie konnten die zusatzlichen Untersuchungen nicht durchgefuhrt werden,
da der Objekttragerscanner nicht Uber eine Fluoreszenzoption verfugte. Die neueren
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Modelle des Mirax Scan ( z.B. Mirax Midi, Zeiss) verfligen Uber diese Option, die bei
Bedarf eingesetzt werden kann.

Die Polarisation ist eine spezielle Untersuchungsmethode, die nur bei bestimmten Fra-
gestellungen angewendet wird. Mit den verfugbaren Objekttragerscannern kann die Po-
larisation noch nicht durchgeflhrt werden. Einerseits fehlten daflr die technischen Vor-
aussetzungen, andererseits bedeutet diese Untersuchungsmethode einen zusatzlichen
Zeitaufwand und Speicherbedarf, da der Objekttrager nach Bedarf erneut gescannt wer-

den muss.

Vollstandigkeit

Von insgesamt 908 Glasobjekttragern wurden 531 (58%) Praparate vollstandig erfasst,
270 (30%) Schnitte erhielten die Note 2, 74 (8%) die Note 3 und jeweils 2% der Objekt-
trager wurden mit den Noten 4 (16 Schnitte) bzw. 5 (17 Schnitte) bewertet.

Die Hauptursache flr einen unvollstandigen Scanvorgang der Schnitte war eine zu helle
Farbung des Praparates bzw. Praparatanteile. Dies traf auf 246 (27%) WSI zu. Eben-
falls trugen die ungenaue Platzierung des Gewebes auf dem Objekttrager sowie die
GroRe des Gewebes zu unvollstindigen Scanergebnissen bei.* °

Obwohl 377 (42%) Schnitte nicht vollstandig erfasst wurden, wurde die Diagnostik erst
dann beeintrachtigt bzw. war eine Diagnostik nicht moglich, sobald grol3e Anteile des
Schnittes nicht erfasst wurden. Dies traf auf insgesamt 97 Praparate (12%) zu, die mit
der Note 3 oder schlechter bewertet wurden. Da von einer Nierenbiopsie immer durch-
schnittlich 2- 3 Stufenschnitte in der jeweiligen Farbung angefertigt wurden, standen
dem Pathologen dementsprechend auch 2- 3 WSI von einer Farbung zur Verfigung.
Damit konnte der Pathologe auch eine Diagnose stellen, wenn einer der Stufenschnitte
mit der Note 3 oder schlechter bewertet wurde.

* Gewebe war nicht in der Mitte des Objekttrégers platziert
> Gewebe war insgesamt so groR, dass der Scanner die Randabschnitte nicht genau erfassen konnte
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Bildscharfe

In dieser Studie erhielten von 908 WSI 439 (48%) die Note 1. Insgesamt wiesen 469
(52%) der Praparate Unscharfen auf, 360 (40%) davon wurden mit der Note 2 bewertet,
80 (9%) mit der Note 3 und 18 (2%) bzw. 11 (1%) erhielten die Noten 4 bzw. 5. Den-
noch war nur bei 29 WSI (3%) eine Diagnostik nur eingeschrankt bzw. unmaglich. Ur-
sachlich dafur war die Positionierung des Gewebes auf den Objekttragern auf3erhalb
der Fokusebene des Scanners. Bei 12 WSI (1,4%) war die Beschaffenheit des Original-
schnittes der Grund fir Unscharfen des virtuellen Praparates. Ein stark verschmutzter
Hintergrund, Flecken, ein Haar und eine Luftblase beeintrachtigten die Bildaufnahme
und verhinderten damit eine optimale Bildqualitat. Zusatzlich zeigten 2 WSI einen un-
vollstandigen Bildaufbau. Dieser Fehler konnte mit technischen Problemen begrindet
werden.

Die ubrigen Praparate zeigten nur bei hohen Vergrélierungen einzelne Unscharfen, die
eine Diagnostik nicht wesentlich beeintrachtigten.

Die handelsublichen Objekttragerscanner nehmen die Schnitte in nur einer Brennebene
(z- Ebene) auf. Daher fuhren Falten und eine zu hohe Schichtdicke des Praparates zu
einer Beeintrachtigung der Bildqualitat. (Costello SSP 2003, Kalinski T 2005, Steinberg
DM 2002). Fur eine genaue Diagnostik muss der Schnitt jedoch mehrere Brennebenen
aufweisen, damit der Pathologe auch kleinste Details wie virale Einschlusse erkennen
kann (Demichelis F 2002b).

Eine Verbesserung der Bildscharfe kdnnte durch das mehrdimensionale Scannen in
verschiedenen Fokusebenen erreicht werden (Lundin M 2004b). Um den Speicherbe-
darf aber nicht unnétig zu erhdhen, muss das mehrdimensionale Scannen nur auf die
betroffenen Gebiete beschrankt bleiben (Kalinski T 2005).

Stitching

Das fehlende softwareoptimierte Stitching, das Zusammenfugen von Einzelbildern zu
einem Gesamtbild, flihrte nicht zu einem Kacheleffekt, der durch Uberlappungen, Farb-
und Kontrastunterschiede der Einzelbilder entstehen kann. Bei sehr hohen Vergréfle-
rungen (> x200) zeigten sich auf den WSI einzelne Unscharfen, die aber flr eine ge-

naue Diagnosestellung ohne Bedeutung waren.
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Scanzeit

In der Nephropathologie werden taglich bis zu 60 Praparate mikroskopisch untersucht.
Deshalb ist es fur eine Integration in die Routinediagnostik noétig, dass die einzelnen
Schnitte in einer moglichst kurzen Zeit digitalisiert werden. Die Zeitdauer dafur ist ab-
hangig von der GrolRe des Praparates.

Der Zusammenhang zwischen der Scanzeit und der Gré3e der zu scannenden Flache
wird durch die Abbildung 15 dargestellt. Bei Objekttagern mit kleineren Gewebeproben
kam es zu einer grof3eren Streuung bei den Scanzeiten. Grinde dafur kdnnen sein,
dass die Berechnung der Scharfeebenen bei kleineren Proben komplizierter ist und/
oder dass sich der Abstand von einem Areal zum nachsten sich nachteilig auf die Ge-
samtzeit auswirkt.

In dieser Studie betrug die Grolie eines Schnittes im Durchschnitt 73,9 mm?. Somit er-
gibt sich fur den einzelnen Schnitt eine mittlere Scanzeit von 4,6 min. Nach Demichelis
F 2006 ist eine Scanzeit von mehreren Minuten fur einen Glasobjekttrager zu langsam
fur die Routinediagnostik.

Eine mogliche Losung ware die parallele Anschaffung von mehreren Objekttragerscan-
nern, soweit dies im Rahmen der finanziellen Mdglichkeiten liegt (Kalinski T 2005,
Glatz- Krieger K 2005b)

Der Objekttragerscanner, den wir verwendeten, basierte auf einem ,single- axis“- Sys-
tem, d.h. die Schnitte wurden mittels einer einzelnen Linse gescannt. Eine andere Mog-
lichkeit ware daher das miniaturisierte Reihenmikroskop, das auf sog. Linsenreihen ba-
siert, mit dem man einen kompletten Objekttrager in weniger als 1 Minute scannen kann
(Weinstein RS 2004).

Speicherbedarf

Der Speicherbedarf fur die Praparate, die taglich in der Routinepathologie untersucht
werden mussen, ist enorm. Durch eine Komprimierung mittels Wavelet- Verfahren kon-
nen die DateigrofRen bis max. auf 1/20 minimiert werden. (Leong FJ 2001)

In dieser Studie wurden 908 Schnitte von insgesamt 97 Fallen digitalisiert. Durchschnitt-

lich bendtigte jedes komprimierte Praparat 215 MB.
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Bei bis zu 60 Praparaten in der Nephropathologie taglich wirde dies auf einen Spei-
cherplatz von mehreren Gigabytes hinauslaufen. In einem ganzen Jahr wirden dann fur
die nephropathologischen Schnitte Speicherkapazitaten von mehreren hundert Teraby-
te bendtigt werden. Diese Speicherkapazitaten sind im Moment noch nicht vorhanden.
Aber die standige Weiterentwicklung der Computertechnologie wird auch dieses Prob-
lem in einigen Jahren I6sen kdnnen.

Eine weitere Moglichkeit ware eine hohere Komprimierungsrate fur die Dateien. Diese
mussen uber spezielle Algorithmen aber noch entwickelt werden (Kaliniski T 2005). Da-
bei ist zu beachten, dass die Diagnostik durch die héhere Komprimierung, wie 1: 25 und
1: 30 nicht beeintrachtigt wird. (Tuominen VJ 2008) Zum Beispiel konnten bestimmte
Strukturen wie extrazellulare Matrices ohne diagnostische Relevanz deutlich hoher
komprimiert werden. (Kaliniski T 2005, Lee SH 2005).

5.2.2 Diagnostische Konkordanz

In dieser Studie wurden insgesamt 97 nephropathologische Falle jeweils konventionell
bzw. virtuell diagnostiziert. Die Diagnosen der Pathologen stimmten in 92% der Falle
(89 Falle) Uberein. Eine Diskordanz wurde in 8% der Falle (8 Falle) gefunden, wobei die
Diagnosen von 6 Fallen in Hinblick auf die anstehende Therapie keine relevante Unter-
schiede aufwiesen. Bei 2 Fallen jedoch waren die Diagnosen jedoch so verschieden,
dass es sich hierbei um eine klinisch wichtige Diskordanz handelt.

Die Grunde fur eine auftretende Diskordanz werden in 3 Klassen eingeteilt. In dieser
Studie war eine unterschiedliche Interpretation der Pathologen (Klasse Il) ausschlagge-
bend fur die Diskordanz. Grund dafur war ein unterschiedlicher Ausbildungsstand in der
nephropathologischen Diagnostik der zwei Pathologen. Bei 2 Fallen war die Bildqualitat
sehr schlecht (Klasse 1), dennoch wurden in diesen beiden Fallen Ubereinstimmende
Diagnosen gestellt. Flr jeden Fall lagen den Pathologen dieselben klinischen Informati-
onen vor, so dass fehlende Angaben (Klasse Ill) in keinem der Falle ein Grund fur eine

Diskordanz war.
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5.2.3 Vorteile der virtuellen Mikroskopie fur die nephropathologische
Diagnostik

Die virtuelle Mikroskopie hat sich aufgrund der aufgezeigten technischen Einschran-
kungen noch nicht in der Routinediagnostik etabliert. Dennoch lassen sich jetzt schon

viele positive Effekte einer Umstellung erahnen: (Saeger K 2003, 2006)

* Um die Untersuchung der WSI fur den Pathologen zu vereinfachen, ware es
denkbar, dass in naher Zukunft, die Maus oder das Touchpad dahingehend ver-
andert werden, dass die Steuerung und die Position innerhalb des WSI mit Ein-
gabegeraten erfolgen, die mehr den Mikroskopbedienelementen dhneln (Kalinski
T 2005).

* Der Arbeitsablauf vereinfacht sich, da die WSI in eine elektronische Patientenak-
te integriert werden kénnen (Lee SH 2005, Kalinski T 2005).

* Arbeitsschritte werden eingespart, denn die Suche nach Vorbefunden und Pra-
paraten im Archiv entfallt. Bei der Fallvorstellung kdnnen nun alle Arzte gleichzei-
tig den Schnitt untersuchen, das ,Anstehen vor dem Mikroskop® entfallt (Saeger
K 2006a)

« Fir die Qualitatssicherung ist eine Uberprifung des Diagnoseprozesses durch
den Chefarzt wichtig. Dies kann er mittels der virtuellen Mikroskopie nun tun, oh-
ne anwesend sein zu mussen. Bei unklaren Diagnosen ist dem Pathologen die
Mdglichkeit einer standardisierten Praparatedurchsicht gegeben (Saeger K
2006a)

* Der Pathologe kann seine Arbeitszeit und seinen Arbeitsort flexibler gestalten, da
er nun orts- und zeitunabhangig auf jeden Schnitt Uber Netzwerke zugreifen kann
(Demichelis F 2002b). Die einzelnen Falle kdnnen nach fachlichen Schwerpunk-
ten unter den Pathologen aufgeteilt werden.

* Fdr den Pathologen ist die Betrachtung der WSI Uber einen Bildmonitor komfor-
tabler als der Blick durch das Okular eines Lichtmikroskops, da mehr Bildinfor-
mationen sichtbar sind. (Molnar B 2003, Lundin M 2004)

* Der Dialog zwischen den unabhangigen Pathologieinstituten einerseits und an-
dererseits auch innerhalb der einzelnen Fachdisziplinen wird vereinfacht und
verbessert. (Hufnagl P 2003, Glatz- Krieger K 2005b)
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5.3 Faktoren, die die Einfiihrung der virtuellen Mikroskopie
behindern

Faktoren unterschiedlichster Art behindern die breite Einflhrung der virtuellen Mikro-
skopie.

Die Ergebnisse einer Studie aus GroRbritannien zeigten, dass nur wenige Pathologen
Interesse hatten, diese neue interaktive Arbeitsweise kennen zu lernen, zu nutzen und
in ihren Alltag zu integrieren. Diese Arzte nahmen auch nicht an Umfragen teil, so dass
es den Initiatoren der Studie schwer fiel, deren Grinde fir ihr Desinteresse zu erfahren
und auf eventuelle Wiansche und Verbesserungsvorschlage bei der Weiterentwicklung
einzugehen. (Bamford WM et al. 2003)

Damit die virtuelle Mikroskopie von Pathologen akzeptiert werden kann, ist es fur sie
wichtig zu wissen, dass die Verwendung dieser interaktiven Arbeitsweise keine Konkur-
renzsituation fur diagnostisch tatige Pathologen darstellt (Mairinger T 2000), da derzeit
kein Uberangebot an Pathologen besteht (Kant JA 2004, Ruiter R 2004).
Umfrageergebnisse einer anderen Studie zeigten, dass zudem noch nicht alle Nutzer
Uber eine ausreichend schnelle Internetanbindung fir eine gute Bildvisualisierungsge-
schwindigkeit verfiigen. Uber kurz oder lang wird sich dieses Problem an Universitaten
und anderen grof3en Einrichtungen von selbst |6sen. (Glatz- Krieger K 2005a)
Desweiteren fiel es den Pathologen und Studenten mit unzureichender Computererfah-
rung schwer, an einem Monitor WSI zu untersuchen. (Glatz- Krieger K 2005b, Demiche-
lis F 2002, Leong FJ 2001, Lundin M 2004) Eine Lésung waren spezielle Lehrgange, in
denen die Pathologen und Studenten erlernen, wie man mit Hilfe eines virtuellen Mikro-
skops genaue Diagnosen stellt. (Glatz- Krieger K 2005b)

Ein weiterer nicht zu unterschatzender Faktor ist die intuitive Wahrnehmung eines Pa-
thologen, wenn er einen Schnitt unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Dieser unbe-
wusste Anteil kann in die Diagnosestellung miteinflieBen. Es bleibt abzuwarten, ob die-
se Wahrnehmung auch bei der Betrachtung von WSI an einem Computermonitor vor-
kommt. (Lundin M 2004).

67



5.4 Ausblick

Die virtuelle Mikroskopie kdnnte in der Zukunft noch in vielen weiteren Anwendungsbe-
reichen ihren Einsatz finden, sobald die technischen Voraussetzungen daflir gegeben

waren.

5.4.1 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Weiterbildung

Aufbau von Bilddatenbanken

Fir den Aufbau von o6ffentlich zuganglichen Bilddatenbanken kann die virtuelle Mikro-
skopie genutzt werden.

Durch die stetige Weiterentwicklung der Computertechnologie in den meisten Instituten
und durch den Ausbau des Internets haben immer mehr Studenten und Arzte die Mog-
lichkeit eine Bilddatenbank in Anspruch nehmen (Glatz- Krieger K 2003).

Gleichzeitig wiirde sich so die Ausbildung von Studenten und Arzten im Fachgebiet Pa-
thologie national und international verbessern und angleichen. (Ruiter DJ 2004, Van
den Tweel J 2002, Weinstein RS 2003)

Derzeit gibt es noch relativ wenige Datenbanken, die offentlich zuganglich sind. Eine
der ersten und grof3ten Sammlungen von WSI ist die ,Virtual Slide Box“ der Universitat
von lowa, USA (Harris T 2001). Weitere Beispiele fur die Bilddatenbanken mit virtuellen
Praparaten sind ,Interpath®, ein norwegisches Projekt (Glatz- Krieger K 2003), ,Eslide®,
ein Projekt der Universitat von Udine, Italien (Demichelis F 2002b), ,Virtual Pathology
Slide", ein Projekt der Universitat von Dublin, Irland (Costello SP 2002), ,Webmicrosco-
pe“, ein Projekt der Universitaten von Tampere und Helsinki, Finnland (Helin M 2005)
und ,vMic®, ein Projekt der Universitat von Basel, Schweiz (Glatz- Krieger K 2003).
Diese Sammlungen von WSI sind fur Studenten erstellt worden, Bilddatenbanken flr
ausgebildete Pathologen sind derzeit noch nicht verfugbar. Denkbar ware, dass interna-
tionale Einrichtungen wie das National Biospecimen Network WSI, die alle Gebiete der
Pathologie abdecken sowie seltene Befunde darstellen, sammeln und archivieren und
diese anderen Bilddatenbanken und damit auch anderen Pathologen zur Verfligung
stellen (Glatz- Krieger K 2005b, Weinstein RS 2004)
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5.4.2 Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Diagnostik

Die intraoperative Schnellschnittuntersuchung

Bei der Schnellschnittuntersuchung, einem Gebiet der pathologischen Diagnostik, ka-
men bisher motorisierte Robotermikroskope und deren Ubertragung von Live- Bildern
via Internet zum Einsatz (Saeger K 2006). Die Technik der virtuellen Mikroskopie ist flr
diese Art von Diagnostik nicht ausgereift, da der Scanvorgang eines Praparates derzeit
noch zuviel Zeit in Anspruch nimmt (Kalinski T 2005). Mit einem ultraschnellen Slide
Scanner kdnnte aber auch dieses Problem in den nachsten Jahren behoben werden
(Weinstein RS 2004).

Erstellung einer primaren digitalen Biopsie

Der Einsatz der virtuellen Mikroskopie in der Primardiagnostik ist denkbar, da digital
erstellte Diagnosen durchaus vergleichbar mit konventionell erstellten Diagnosen sind
(Kalinski T 2005, Gilbertson JR 2006).

Ein denkbar neuer Ansatz ware die Erzeugung einer sog. optischen Biopsie. Hierbei
wird, ohne dabei vom Patienten Gewebe entnehmen zu muissen, eine primare digitale
Probe erstellt (Gombas P 2004).

Fir einen Einsatz in der Primardiagnostik missen die Bildschirme und die Scanner zu-
nachst nach den technischen Richtlinien fur die In- vitro- Diagnostik standardisiert wer-
den und auch von der Gesetzgeberseite aus durfen keine Einschrankungen vorliegen
(Kalinski T 2005).
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5.4.3 Einsatz der virtuellen Mikroskopie im Krankenhaus- Management

Aufbau eines digitalen Archivs

Aufgrund der Gesetzgebung mussen histologische Praparate 10 Jahre lang aufbewahrt
werden. Das hat wiederum zur Folge, dass sich in einem pathologischen Archiv zehn-
tausende Objekttrager befinden, die auf Anfrage herausgesucht werden muissen (Sae-
ger K 2006).

An dieser Stelle werden die Vorteile des Einsatzes der virtuellen Mikroskopie beim Auf-
bau eines digitalen Archivs deutlich: WSI bendétigen kaum Platz und die Suche nach
einem bestimmten Praparat erfolgt effektiver als auf herkdbmmliche Weise (Kalinski T
2005).

Dennoch ist aus technischen Grinden der Aufbau eines digitalen Archivs derzeit noch
nicht moglich. Der Speicherbedarf fur die WSI ist enorm, aber dank der technischen
Weiterentwicklungen werden Speicherkapazitaten von mehreren Terabytes in nicht all-
zu weiter Ferne liegen (Glatz- Krieger K 2005b).

Ein weiteres Problem stellt die Archivierung im Allgemeinen dar, da bisher - trotz steti-
ger Weiterentwicklung der Computertechnologie - noch kein einheitliches und vor allem
bestandiges Dateiformat entwickelt werden konnte. Zudem mussen die Dateien sicher
gelagert werden und gleichzeitig immer zuganglich sein. Der noch nicht realisierbare,
dauerhafte Zugriff auf die virtuellen Praparate verhindert derzeit noch den Aufbau eines
digitalen Archivs.

Erstellung einer elektronischen Patientenakte

Fur die Erstellung einer elektronischen Patientenakte weisen die WSI gegenuber den
konventionellen Objekttragern deutliche Vorteile auf (Kalinski T 2005, Lee SH 2005).
Zum Einen lassen sie sich automatisch in den Arbeitsablauf (Workflow) integrieren (Ka-
linski T 2008, Saeger K 2006) und erlauben durch die digitale Erfassung samtlicher Ar-
beitsschritte eine lickenlose Qualitatskontrolle (Kalinski T 2005).

Des Weiteren konnen aktuelle, aber auch zurtckliegende histologische Befunde eines
Patienten deutlich schneller aufgerufen und miteinander verglichen werden. (Lundin M
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2004) Ferner kénnen virtuelle Praparate bei Beratungen und Konferenzen mit anderen
Fachdisziplinen eingesetzt und diskutiert werden (Riley RS 2004).

In der nephrologischen Klinik an der Charité zu Berlin wurde 2006 ein Modell gestartet,
in dem die histologischen Schnitte in eine elektronische Patientenakte (TBase) integriert

werden.
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Abbildung 27: Maske einer TBase- Patientenakte
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5.5 Fazit

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Studien zeigt diese Studie, dass die
virtuelle Mikroskopie in der Nephropathologie eingesetzt werden kann. Eingeschrankt
wird ihr Einsatz durch das Fehlen von speziellen Untersuchungsmethoden wie die Im-
munfluoreszenz und Elektronenmikroskopie. Mit den Objekttragerscanner der neueren
Generation sind diese Untersuchungsmethoden nun moglich.. Die Polarisation kann
derzeit mit der virtuellen Mikroskopie noch nicht ermdglicht werden. Mit einem virtuellen
Mikroskop und den WSI kénnen genaue Diagnosen erstellt werden. Auch die Bildquali-
tat der virtuellen Praparate entspricht der des Originalpraparates oder kann sie Ubertref-
fen. Sie stellt eine Alternative zur traditionellen Lichtmikroskopie dar. (Blake CA 2003,
Catalyurek U 2003, Costello SSP 2003, Cross SS 2003, Demichelis F 2002b, Leong FG
2000, Marchevsky RM 2003b, Molnar B 2003, Okada DH 1999, Saeger K 2003, Sing-
son RP 2000, Steinberg DM 2001, Taylor RN 1999, Weinstein RS 2001)

Fur eine muhelose Integration in die nephropathologische Routinediagnostik mussen an
ein VM- System hohe Anforderungen gestellt werden, die bisher nur zum Teil erflllt
werden konnen. Es gibt derzeit noch keine umsetzbaren Serverlésungen fur den enor-
men Speicherbedarf der Datenmengen hunderter Schnittpraparate. Der Digitalisie-
rungsvorgang fur einen Objekttrager darf nicht langer als eine Minute in Anspruch neh-
men. Diese Zeitvorgabe erfullt im Moment nur der ultraschnelle Slide Scanner, der auf
miniaturisierten Mikrolinsenreihen basiert. Dieser ist zwar bereits patentiert, aber sein

Einsatz in der Routinediagnostik wurde bisher nicht evaluiert.
Wenn die technischen Hurden Uberwunden werden, wird die Zukunft der Pathologie

durch Computerarbeitsplatze und virtuelle Mikroskopie bestimmt werden. (Demichelis F
2002b, Glatz- Krieger K 2005b, Saeger K 2003, Weinstein RS 2005)
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat sich die virtuelle Mikroskopie in vielen Bereichen der Patholo-
gie fest etabliert. WSI werden als Erganzung zu konventionellen Glasobjekttragern in
der Ausbildung von Studenten und der Weiterbildung von Arzten, in der Forschung, in
Qualitatskontrollprogrammen und zum Teil auch in der Diagnostik verwendet. Umfragen
der einzelnen Universitatsinstitute haben gezeigt, dass sowohl Studenten als auch Arz-
te diese neue Arbeitsweise befurworten und sie in ihren Arbeitsalltag integrieren kon-
nen.
Die Vorteile der virtuellen Mikroskopie sind vielfaltig:

* Unendlich viele Kopien eines Objekttragers sind maoglich.

* Mehrere Betrachter konnen zeitgleich und an jedem beliebigen Ort auf das Pra-

parat zugreifen.
* Dem WSI kédnnen Anmerkungen und klinische Informationen beigefugt werden.
* Die Untersuchung von histologischen Schnitten Uber einen Bildschirm ist fir den
Pathologen komfortabler als der Blick durch ein Okular.

In dieser Studie wurde die Nutzung der virtuellen Mikroskopie in der Nephropathologie
untersucht. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Bildqualitat der WSI und die
diagnostische Genauigkeit sowie die technischen Eigenschaften des Scanners gelegt.
Innerhalb von 2 Monaten wurden 97 Routinefalle der Nierenpathologie der Charité zu
Berlin zunachst von einer Pathologin konventionell mit dem Lichtmikroskop diagnosti-
ziert. Im Rahmen einer retrospektiv geblindeten Studie wurden alle 908 Schnitte kom-
plett mittels eines Objekttragerscanners, dem ,Mirax Scan“ (Zeiss GmbH) digitalisiert.
Zwei Pathologen untersuchten und bewerteten die WSI an einem speziellen Arbeits-
platz und stellten dann ihre Diagnosen ohne Kenntnis der konventionell erstellte Diag-
nose. Die dazu bendtigten WSI wurden auf einem Bildserver gelagert und konnten so-
mit bei Bedarf angefordert werden. Die Betrachtung der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines
yvirtuellen Mikroskops®, einer speziellen Betrachtungssoftware, die der Betrachtung
uber einem Lichtmikroskop ahnelt.
Fir eine Integration in die nephropathologische Routinediagnostik sind die Zeit, die fir
die Digitalisierung eines Objekttragers bendtigt wird und das Datenvolumen eines WS,
von grolRer Bedeutung. Beide Faktoren sind abhangig von der PraparatgroRe auf dem

Objekttrager.

73



In dieser Studie betrug die durchschnittliche Scanzeit eines WSI etwa 5 Minuten. In der
Routinediagnostik miussen viele Schnitte in einer mdglichst kurzen Zeit digitalisiert wer-
den, d.h. die Scanzeit fur ein Praparat sollte eine Minute nicht Uberschreiten.

Die durchschnittliche Dateigrof3e eines WSI betrug 215 MB. Bei mehreren hundert Pra-
paraten, die taglich flr die Routinediagnostik bendtigt werden, wirde dies auf einen
Speicherbedarf hinauslaufen, der im Moment noch nicht realisierbar ist.

FiUr eine genaue Diagnosestellung ist die Bildqualitat der WSI von besonderer Bedeu-
tung, die letztendlich von der Qualitat des Objekttragers abhangig ist. Die Schnitte soll-
ten moglichst vollstandig und ohne Unscharfen dem Pathologen zur Untersuchung vor-
liegen.

In dieser Studie waren von 908 Schnitten 12% so unvollstandig gescannt, dass eine
Diagnostik nur eingeschrankt bzw. nicht moglich war. Entscheidend dafur war die zu
helle Farbung des Originalpraparates.

Bildunscharfen wiesen 42% der WSI auf, doch nur bei 12% zeigten sich so starke Un-
scharfen, dass auch hier eine Diagnose nur eingeschrankt bzw. nicht moglich war.
Griunde dafur waren Verschmutzung des Bildhintergrunds auf dem Originalpraparat und
die falsche Berechnung der Fokusebene des Scanners.

Am Ende der Studie wurden die virtuell erstellten Diagnosen mit den konventionell er-
stellten Diagnosen verglichen. Bei 89 Fallen (91%) gab es Ubereinstimmende Diagno-
sen, sie waren konkordant. Bei den Ubrigen 8 Fallen stimmten die Diagnosen nicht
uberein, sie waren diskordant. Doch nur bei 2 Fallen (2%) gab es eine klinisch wichtige
Diskordanz, d.h. die Diagnosen waren so verschieden, dass sich jeweils eine andere

Therapie anschlie3en wirde.

Diese Studie zeigt, Ubereinstimmend mit den Ergebnissen vieler anderer Studien, dass
mit WSI von guter Bildqualitat eine hohe diagnostische Konkordanz erzielt werden kon-
nen.

FUr eine dauerhafte Etablierung der virtuellen Mikroskopie in die nephropathologische
Routinediagnostik mussen Zusatzuntersuchungen wie Immunfluorszenz, Elektronen-
mikroskopie und Polarisation ermoglicht werden. Doch mit der stetigen Weiterentwick-
lung der Computertechnologie wird die virtuelle Mikroskopie in den nachsten Jahren zu

einem festen Bestandteil der Routinepathologie werden.
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