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Forord

Dette bachelorprojekt er udarbejdet i efteraret 2022 pa Patologi, Aarhus Universitetshospital af
bioanalytikerstuderende Ida Skov Sekkelund, Maja Hunt og Rikke Hansen. Projektet er skrevet til

personer, der enten arbejder med eller har interesse for digital patologi.

Vi vil gerne takke forskningsbioanalytiker Kristina Lystlund Lauridsen for hendes store ekspertise og
vejledning samt interesse i projektet. Kristina har, med sit store netveerk inden for digital patologi,
hjulpet os med at komme i kontakt med afdelinger og virksomheder, der var i besiddelse af

skannere.

Derudover vil vi gerne sige tak til Oliver Benting fra Axlab, Gizem Coban fra Leica Biosystems og
Maria Kristensen fra Agilent, som har stillet deres skannere til radighed og hjulpet os med at

digitalisere vores objektglas.

Der skal ogsa lyde stor tak til vores bachelorvejledere Marianne Schou Martiny
(uddannelsesansvarlig bioanalytiker) og Anne Sofie Landbo (lektor ved VIA University College) for

deres kompetente og =rlige vejledning. Det har vaeret meget veerdsat.

Figur 1 (forside): Illustration af udvalgt HER2-core digitaliseret pa fire forskellige skannere



Abstract

Baggrund: Inden for det patologiske speciale er der fokus pa digitalisering, hvilket blandt andet
omfatter digitaliseringen af vaevssnit ved brug af skannere. Globalt er der fa patologiafdelinger, der
er fuldt digitaliserede i det histologiske rutinearbejde. Der er ingen nationale retningslinjer for, hvilke
skannere der skal anvendes, og de enkelte afdelinger kan derfor have skannere fra forskellige
producenter. Det er derfor relevant at undersgge, om der er variation i billedkvalitet ved anvendelse
af forskellige skannere, og om eventuel variation i billedkvalitet kan fa betydning for

mammacancerpatienters diagnose, prognose og behandling.

Formal: Formalet med projektet er at undersgge, hvorvidt der er variation i billedkvaliteten,
illustreret ved pixelvaerdier, nar der anvendes skannere fra forskellige producenter og modeller fra

samme producent.

Metode: | projektet blev der inkluderet 11 forskellige skannere. Pa hver skanner blev der
digitaliseret 20 Cell Micro Arrays, hvoraf 10 var immunhistokemisk farvet for Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2 (HER2) og 10 for Ki67. For HER2 blev der udvalgt cores kategoriseret som
2+ og 3+, og for Ki67 blev der udvalgt cores med proliferationsindekser pa 15% og 100%. |
Visiopharm Integrator System blev der defineret Region of Interest samt udarbejdet to digital
billedanalyse protokoller (DIA) til identifikation og kvantificering af henholdsvis HER2 og Ki67. Ved
brug af DIA-protokollerne blev der beregnet arealer af DAB i udvalgte cores. Disse arealer blev

anvendt til at udarbejde sgjle- og punktdiagrammer.

Resultater: Det fremgar, at der er variation mellem de inkluderede skannerne. Variationen er, i de
fleste tilfeelde, mindre mellem skannere fra samme producent og ligeledes inden for samme
skannermodel end mellem skannere fra forskellige producenter. For HER2 gzelder det at cores,
kategoriseret som 2+, har en stgrre procentvis afvigelse fra referenceskanneren end cores, der er
kategoriseret som 3+. For Ki67 varierer det, om den procentvise afvigelse er stgrst for cores med et

proliferationsindeks pa 15% eller 100%. Der ses desuden en visuel variation i de digitale billedfiler.

Konklusion: Anvendelsen af forskellige skannere har betydning for billedkvaliteten, da der ses
variation i billedkvaliteten mellem de 11 skannere. Variationen pavirker bade detektionen af HER2
og Ki67. Tages der ikke hgjde for denne variation i billedkvalitet mellem skannere, kan det formodes

at fa en konsekvens for mammacancerdiagnostik.



Forkortelsesliste

WSI-skanner: Whole slide imaging skanner (omtales fremadrettet skanner)
DIPA: Digital patologi

DM: Digital mikroskopi

DIA: Digital billedanalyse

IHC: Immunhistokemi

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
CMA: Cell Micro Array

ROI: Region of interest

Pixels: Picture elements

VIS: Visiopharm Integrator System

Al: Artificial intelligence

ML: Machine learning

DL: Deep learning

PAI: Patologi

AUH: Aarhus Universitetshospital
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1 Introduktion

1.1 Baggrund

Internationalt er der fokus pa digitalisering af sundhedsvaesenet for blandt andet at imgdekomme en
gget sygdomskompleksitet og et behov om effektivisering (1). Dette ggr sig ogsa geeldende i
Danmark, hvor der, inden for det patologiske speciale, seerligt er interesse for digital patologi (DIPA)
(2). DIPA er et bredt begreb, der blandt andet omfatter digitaliseringen af veevssnit ved brug af
skannere, digital mikroskopi (DM) og digital billedanalyse (DIA) (3). En digitalisering af det
patologiske speciale giver blandt andet mulighed for deling af digitale billedfiler pa tvaers af regioner
og landegraenser, hvilket i sidste ende kan fgre til hurtigere og mere specialiseret udredning af
patienter (4). En anden fordel er, at DIA kan vaere medvirkende til at standardisere samt gge
reproducerbarheden sammenlignet med konventionel vurdering, der bygger pa den enkelte
patologs semikvantitative vurdering (5). DIA kan derved medfgre gget reliabilitet under
forudsezetning af, at kvaliteten af de digitaliserede vaevssnit er tilfredsstillende og konsekvente.
Digitaliseringen af vaevssnit forventes at blive en bioanalytikerfaglig arbejdsopgave, og da
kvalitetsbevidsthed er en af bioanalytikernes kernekompetencer (6), er det nzerliggende, at
skannerne og billedkvaliteten kvalitetssikres af bioanalytikere.

Globalt er der fa patologiafdelinger, der er fuldt digitaliserede i det histologiske rutinearbejde (7).
Der er ingen nationale retningslinjer for, hvilke skannere der skal anvendes pa de enkelte
patologiafdelinger, og af den grund star afdelingerne over for et valg om, hvilke skannere der skal
anvendes i forbindelse med implementeringen af DIPA (8). Bade nationalt og internationalt er
stgrstedelen af arbejdet med DIPA stadig pa forskningsbasis, hvilket fremgar af den videnskabelige
litteratur. Der er blandt andet publiceret metodesammenligninger, hvor DM og DIA sammenholdes
med konventionel manuel mikroskopering og vurdering (9)(10). Der er ogsa enkelte studier, der
sammenligner skannere. Et &ldre studie fra 2006 undersgger skannere fra forskellige producenter
med henblik pa at specificere og vurdere skannernes tekniske funktioner (11). Der er dog mangel pa
studier, der undersgger, hvorvidt der er variation i billedkvalitet, nar der anvendes skannere fra
forskellige producenter, og om det har en betydning for den enkelte patient. Det er derfor vigtigt at
klarlzegge, om en variation i billedkvalitet kan vaere udslagsgivende for DIA-protokollers vurdering af
immunhistokemiske (IHC) farvninger og dermed for diagnostik, prognose og behandling.

| dette projekt har vi valgt at undersgge, om der ses variation i billedkvaliteten af IHC-farvede,
digitaliserede Cell Micro Arrays (CMA’er), nar der anvendes forskellige skannere, og om det har en
betydning for mammacancerdiagnostik. Mammacancer er en af de hyppigste kraeftformer i Danmark

(12) og dermed et hgjaktuelt organomrade inden for det patologiske speciale. Desuden er det en



velundersggt cancertype inden for DIPA (13). | projektet er der udvalgt to IHC-markgrer, Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) og Ki67, som er relevante for mammacancerdiagnostik.
Projektet forventes at bidrage med ny viden om skanneres billedkvalitet illustreret ved pixelveerdier,

samt om valget af skanner har betydning for DIA-protokollers aflaesning af IHC-farvninger.

1.2 Formal

Formalet med projektet er at undersgge, hvorvidt der er variation i billedkvaliteten, illustreret ved
pixelvaerdier, nar der anvendes skannere fra forskellige producenter og skannermodeller fra samme

producent.

1.3 Problemformulering

Hvilken betydning har anvendelsen af forskellige skannere for billedkvaliteten og derved for den
efterfglgende detektion af Ki67 og HER2, samt hvilken betydning kan det have for

mammacancerdiagnostik?

1.4 Malformuleringer

For at besvare problemformuleringen vil vi:

Digitalisere 20 CMA’er (10 HER2 og 10 Ki67) ved at anvende seks eksterne og fem interne

skannere (Patologi, Aarhus Universitetshospital), hvoraf én er reference.

- Definere aflaesningsomradet og adskille de enkelte cores ved at definere en Region Of
Interest (ROI).

- Beregne arealer for henholdsvis HER2 og Ki67 ved at udarbejde DIA-protokoller baseret pa
pixelvaerdier fra referenceskannerens digitaliserede billedfiler.

- lllustrere arealerne fra DIA-protokollerne ved at udarbejde sgjlediagrammer.

- Beregne og illustrere den procentvise afvigelse fra referenceskanneren ved at udarbejde
punktdiagrammer.

- Vurdere om der er visuel variation ved at sammenholde digitale billedfiler fra de inkluderede
skannere.

- Vurdere betydningen af skannernes billedkvalitet i relation til mammacancerdiagnostik ved

at inddrage resultaterne fra sgjlediagrammerne, punktdiagrammerne samt den visuelle

vurdering.



2 Teori

2.1 Mammacancer

| perioden 2016-2020 var incidensen af mammacancer i Danmark 4870 pr. ar, hvilket svarer til ca.
23% af alle nye kreefttilfeelde i samme periode. Mammacancer optraeder hyppigst hos
postmenopausale kvinder (14). Mammacancer inddeles overordnet i de histopatologiske subtyper
duktale og lobulzere karcinomer, hvor de duktale karcinomer udggr omkring 80%, mens de lobulzere
udger omkring 10%. De sidste 10% fordeler sig pa andre subtyper (15). Karcinomerne inddeles
desuden i molekylaere subtyper, der har betydning for patientens prognose og er vejledende i
forhold til valg af behandling. Som et led i at fastleegge den molekylzere subtype, udarbejdes der en
IHC-profil, som blandt andet er baseret pa markgrerne HER2 og Ki67. Pa baggrund af IHC-profilen

inddeles karcinomerne i fire subtyper. Disse er illustreret i tabel 1 (16).

Molekylzer @strogen-  Progesteron- HER2 Ki67 Prognose
subtype receptor receptor (proliferations-
indeks)

Luminal A + + - Lavt Fremragende
Luminal B HER2- + + - Lavt til hgjt Intermedizer

negativ

HER2- + + + Lavt til hgjt

positiv

HER2 - - + Ofte hgjt Darlig

enriched
Basal-like - - - Ofte hgjt Darlig

Tabel 1: Immunhistokemisk profil for de molekylzere subtyper af mammakarcinomer samt prognose (16).

2.2 HER2

HER2 (ERBB2-genet) er en praediktiv markgr, der anvendes til at afggre, hvorvidt en
mammacancerpatient er egnet til at modtage targeteret anti-HER2 behandling. HER2 er en tyrosin-
kinase-receptor lokaliseret i cellemembranen, der, ved binding af en vaekstfaktor, stimulerer til
kontrolleret celledeling. Omkring 15% af mammacancerpatienter har overekspression af HER2 i

cellemembranen, hvilket resulterer i, at tumorcellerne deler sig ukontrolleret.



Bestemmelse af HER2-status ud fra IHC-farvning bygger pa en semikvantitativ vurdering, hvor
patologen vurderer maengden af tumorceller med membranreaktion. Vurderingen tager
udgangspunkt i bade intensiteten og kompletheden af membranreaktionerne, og baseret pa dette

inddeles HER2-status i enten 0, 1+, 2+ eller 3+ (se figur 2) (10).

Figur 2: Eksempler pa de fire kategorier (17) til aflaesning af HER2-status pd invasive mammakarcinomer ud fra geeldende

retningslinjer.

A. 0: Ingen reaktion eller svag inkomplet membranreaktion i <10% af tumorcellerne.

B. 1+: Svag til moderat inkomplet membranfarvning i >10% af tumorcellerne.

C. 2+: Svag til moderat komplet membranfarvning i >10% af tumorcellerne, eller komplet og kraftig membranfarvning i
<10% af tumorcellerne.

D. 3+: Kraftig komplet membranfarvning i >10% af tumorcellerne (15).

Hvis HER2-status vurderes til O eller 1+, kategoriseres dette som negativ for HER2. Aflaeses HER2-
status til 3+, betyder det, at patienten har overekspression af HER2. Dette kategoriseres som HER2-
positiv, og patienten kan dermed modtage targeteret anti-HER2-behandling (15). Targeteret
behandling ved HER2-positivitet virker ved brug af antistoffer, der blokerer HER2-receptorerne i

cellemembranen. Dette resulterer i, at kraeftcellernes ukontrollerede deling haeammes (18). Vurderes

10



HER2-status til 2+, udfgres der In Situ Hybridisering (ISH) pa IHC-farvningen for at fastlaegge

genstatus og dermed be- eller afkraefte ERBB2-genamplifikation hos patienten (15).

2.3 Kie7

Ki67 (MKI67-genet) er et kerneprotein, der udtrykkes i celler, der er i deling. Ki67 udtrykkes derved i
alle faser af cellecyklus bortset fra GO-fasen, og niveauet af Ki67 gges gradvist frem mod selve
celledelingen. Farveintensiteten vil derved variere, alt efter hvilken fase af cellecyklus, som cellen

befinder sig i (19). Derfor vurderes positivitet blot ud fra tilstedevaerelsen af kernereaktion (15).

| forbindelse med invasiv mammacancer kan proliferationsmarkgren Ki67 anvendes til at fortezlle,
hvor aggressiv tumoren er, og Ki67 har derved betydning for patientens prognose (19).
Proliferationsindekset vurderes semikvantitativt som antal positive tumorceller i procent. Jo flere
Ki67-positive celler desto hgjere proliferationsindeks (se figur 3). Der findes ikke en standardiseret
cut-off veerdi mellem hgjt og lavt proliferationsindeks, men graensen for vaerdierne saettes mellem

10-20% Ki67-positive tumorceller (15).
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Figur 3: Eksempler pa hgjt og lavt Ki67-proliferationsindeks ved invasive mammakarcinomer.

A: >80% af tumorcellerne er Ki67-positive. Der ses ingen baggrundsfarvning.
B: 5-10% af tumorcellerne er Ki67-positive. Der ses ingen baggrundsfarvning (20).

2.4 Digital patologi

2.4.1 Skannere
DIPA indebaerer blandt andet omdannelsen af fysiske vaevssnit til digitale billedfiler ved anvendelse
af en skanner. En skanner er grundlaeggende opbygget af objektiver, en lyskilde, et eller flere

kameraer og en robotarm til at transportere objektglassene. Disse elementer kan variere og have

11



forskellige egenskaber alt efter type af skanner samt producent. Til skanneren er der tilkoblet en
computer og en high resolution computerskaerm, hvorfra skanneren betjenes. Fgrst identificerer
skanneren vaevet ved at tage et oversigtsbilledet af veevssnittet. Herefter udveaelges
skanningsomrade samt fokuspunkter enten automatisk, semiautomatisk eller manuelt. Herudover
kan der veelges forskellige indstillinger sasom forstgrrelse, fokuserings- og skanningsmetoder, der
kan variere alt efter formal. Kameraet tager sma billeder af det udvalgte omrade af vaevssnittet. Der
skannes med et lille overlap mellem billederne, sa disse til sidst kan sammensaettes til én stor digital

billedfil (11).

2.4.2 Billeders opbygning

Et digitalt billede er opbygget af Picture Elements (pixels), hvor hver pixel er karakteriseret ved en
X,Y-position og en farveveerdi. Farvevaerdien er baseret pa RGB-farverummet, der er en kombination
af veerdier for rgd (R), grén (G) og bla (B). Farveveerdierne spaender fra 0-255, hvor mgrke pixels har

lave vaerdier, og lyse pixels har hgje veerdier (21). Dette illustreres i figur 4.

(33: 6; 15)

"

/

(191; 188; 199)

Figur 4: Core fra en Cell Micro Array farvet for HER2 (3+) vist i den kommercielt tilgaengelige software Visiopharm Integrator
System (22). Farveveerdierne sammensat af rad (R), gran (G), bld (B) er oplyst for to forskellige omrdder. Her ses det, at en
mgrk pixel har lave farveveaerdier, mens en lys pixel har hgje farveveerdier (21).

| projektet arbejdes der i den kommercielle software, Visiopharm Integrator System (VIS), hvor
firmaet har konstrueret farvevaerdier, ogsa kaldet features, der er optimale til anvendelse af IHC-

farvninger. Disse features er konstrueret i et andet farverum, som giver én farveveerdi i stedet for
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tre. Farvevaerdien ligger dog i den samme range, som spaender fra 0-255 (22). Et eksempel pa dette

erillustreret i figur 5.

(15,2272)

Figur 5: Core fra en Cell Micro Array farvet for HER2 (3+) vist i den kommercielt tilgaengelige software Visiopharm Integrator
System. Pa billedet er der anvendt den konstruerede HDAB-DAB-feature, der resulterer i én farveveerdi. Det ses, at en mgrk

pixel har en lav farveveerdi, mens en lys pixel har en hgj farveveerdi (22).

2.4.3 Artificial Intelligence og digital billedanalyse

Pixelveerdierne i et billede kan anvendes i udarbejdelsen af DIA-protokoller. Arbejdet med DIA-
protokoller tager ofte udgangspunkt i Artificial Intelligence (Al), som er en metode, hvor
computerteknologi forsgger at efterligne menneskelig intelligens. Der findes forskellige mader at
anvende Al p3; enten ved brug af Machine Learning (ML) eller Deep Learning (DL). Figur 6 illustrerer

de forskellige niveauer af Al (3).
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Artificial intelligence (Al)

Computeren tolker information og treeffer
beslutninger pa en made, som minder om
menneskelig intelligens.

Machine learning (ML)

Computeren traener og opstiller algoritmer
ud fra de karakteristika, som brugeren
definerer samt ved brug af statistiske

metoder.

Deep learning (DL)

Computeren traener og opstiller
algoritmer ud fra neurale netveerk.
Brugeren behgver ikke at definere

samme grad af karakteristika.

Figur 6: lllustration af underkategorier til Artificial Intelligence (Al); Machine Learning (ML) og Deep Learning (DL) (3).

ML og DL kan anvendes forskelligt alt efter formalet med DIA-protokollen. Ved ML udveelger
brugeren fgrst de karakteristika, som skal defineres i billedet. Ved IHC-farvede vaevssnit kan disse
karakteristika eksempelvis veere 3,3'-diaminobenzidin (DAB) og Aluminium-Haematein
(haematoxylin). Herefter vaelges den bedst egnede metode til at segmentere, dvs. opdele, de
udvalgte strukturer i billedet. En metode til segmentering er Threshold, hvor brugeren definerer
nedre og @vre cut-off-vaerdier for pixelvaerdierne. Herved fas pixelveerdiintervaller, som opdeler
billedets karakteristika i klasser. Ved DL er det ikke ngdvendigt at definere karakteristika i samme
omfang som ved ML, da softwaren opstiller en algoritme til at segmentere billedets elementer ved
brug af sakaldte neurale netvaerk. Via de neurale netveerk kan en DL-protokol adskille komplicerede
og varierende strukturer i billedet sammenlignet med ML, som er mest egnet til at segmentere

simple og klart definerede karakteristika (3).

14



3 Metode

3.1 Valg af prgvemateriale

Til projektet blev der udvalgt 20 formalin-fikseret paraffinindstgbte (FFPE) CMA’er, hvoraf 10 var
IHC-farvet for HER2 og 10 for Ki67. En CMA er et standardiseret kontrolmateriale baseret pa dyrkede
celler, der er specifikt designet til at udtrykke forskellige niveauer af en biomarkgr (23). De
inkluderede CMA’er havde vaeret anvendt i et tidligere projektsamarbejde mellem Patologi (PAl),
Aarhus Universitetshospital (AUH) og Visiopharm (se bilag 1). CMA’erne blev udvalgt pa baggrund af
varierende farveintensiteter i IHC-farvningen. Alle patologinumre pa objektglassene blev blindet, og

objektglassene blev navngivet HER2 1-10 og Ki67 1-10.

3.1.1 HER2 Cell Micro Arrays fra HistoCyte Laboratories

De 10 inkluderede HER2-CMA’er (HistoCyte Laboratories, Newcastle, United Kingdom) indeholdt
hver fire cores, der repraesenterede HER2-kategorierne. CMA’erne bestod af tumorceller fra
henholdsvis mamma og ventrikel adenokarcinomer (se tabel 2) (24). For at reducere mangden af
data blev der, i det videre arbejde, kun inkluderet to ud af fire HER2-cores. Der blev udvalgt cores
med hgj ekspression og cores med ekspression i et omrade, der kan have diagnostisk betydning. For

HER2 blev der taget udgangspunkt i cores i HER2-kategorierne 2+ og 3+ (se figur 7).

Core HER2-score Adenokarcinom Figur 7: lllustration af

A inkluderede HER2-cores

A 0 Mamma markeret med rade cirkler.

@verst: HER2 2+ (C)

B 1+ Mamma B Nederst: HER2 3+ (D)

C 2+ Ventrikel
©

D 3+ Mamma

D %
?
Tabel 2: Cores der udggr én HER2 Cell Micro Array (HistoCyte ‘

Laboratories, Newcastle, United Kingdom) med tilhgrende HER2-
score samt vaevstype (24).
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3.1.2 Ki67 Cell Micro Arrays fra ArrayScience

De 10 inkluderede Ki67-CMA’er (ArrayScience, Sausalito, California) indeholdt 12 cores fra to
forskellige cellelinjer. Der blev taget udgangspunkt i den ene cellelinje med seks cores, som ogsa blev
brugt i projektsamarbejdet mellem PAI, AUH og Visiopharm. Disse cores bestod af celler fra udvalgte
tumorer, der repraesenterede forskellige Ki67-proliferationsindekser (kilde: bilag 2). Dette er
illustreret i tabel 3. For at reducere maengden af data blev der, i det videre arbejde, kun inkluderet to
ud af seks Ki67-cores fra hver CMA. Der blev udvalgt cores med hgj ekspression og cores med
ekspression i et omrade, der kan have diagnostisk betydning. For Ki67-cores blev der taget

udgangspunkt i cores med en proliferationsindeks pa 15% og 100% (se figur 8).

Core Ki67-proliferationsindeks Figur 8: lllustration af de
e A inkluderede Ki67-cores
i% - markeret med rgde cirkler.
@verst: Ki67 15 % (D)
A 0% Nederst: ki67 100 % (F)
B
B 5%
C
C 10%
.,'-:..i‘ D
D 15% A
E 30% &0 y E

%
A,
Y

F 100% i

Tabel 3: Cores der udggr én Ki67 Cell Micro Array (ArrayScience,
Sausalito, California) med tilhgrende proliferationsindekser
(kilde: bilag 2).

16



3.1.3 Anvendte Cell Micro Arrays til databehandling

Efter digitalisering blev alle billedfilerne kontrolleret. Hvis det relevante vaev var ude af fokus, blev

disse kategoriseret som uegnede, og CMA’erne blev ekskluderet (se figur 9).

Figur 9: Udsnit af en uegnet CMA (HER2 4, 3+).

Ud fra de resterende CMA’er blev der udvalgt henholdsvis tre HER2 CMA’er og tre Ki67 CMA’er.
Disse CMA’er var reprasentative for dataszettet, idet de visuelt reprasenterede svage,

intermedizere og kraftige IHC-farveintensiteter samt cellerige og cellefattige cores (se figur 10 og 11).

.

Figur 10: De tre udvalgte HER2-cores (3+).

HER2 1 (venstre): Kraftig IHC-farveintensitet.
HER2 5 (midten): Intermediaer IHC-farveintensitet.
HER2 6 (hgjre): Svag IHC-farveintensitet.
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Figur 11: De tre udvalgte Ki67 cores (100%).
Ki67 5 (venstre): Kraftig IHC-farveintensitet.
Ki67 7 (midten): Cellerig.

Ki67 8 (hgjre): Cellefattig.

3.2 Skannere og digitaliseringskriterier

3.2.1 Valg af skannere
Pa baggrund af projektets formal blev der inkluderet sa mange forskellige skannere som muligt.
Der blev inkluderet forskellige skannermodeller fra samme producent og skannere fra forskellige

producenter. | tabel 4 ses en oversigt over de inkluderede skannere.

Skanner Producent Kaldenavn Placering

Interne skannere

NanoZoomer S360 1 Hamamatsu $360 1 og S360 2 PAI, AUH

(reference) og 2

NanoZoomer S60 Hamamatsu Se0 PAI, AUH
NanoZoomer 2.0-HT 1 | Hamamatsu HT 1 og HT 2 PAI, AUH
og 2

Eksterne skannere

NanoZoomer S210 Hamamatsu S210 PAIl, Regionshospitalet
Viborg
SLIDEVIEW VS200 Olympus VS200 Institut for

Retsmedicin, Aarhus

Universitet
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Aperio GT450 DX

PANNORAMIC 1000

PANNORAMIC 250
FLASH 11l DX
IntelliSite Ultra Fast

Scanner

Leica GT450
3DHistech P1000
3DHistech P250
Phillips UFS

Tabel 4: Oversigt over inkluderede interne og eksterne skannere.

Leica Biosystems,

Amsterdam, Holland

PAl, Herlev Hospital

Axlab, Vedbaek

Agilent Technologies,

Glostrup

| tabel 5 ses en oversigt over, hvilke lyskilder og kameraer, der anvendes i de inkluderede skannere.

Kaldenavn

Lyskilde

Kamera

S360 1 og S360 2

S60

HT 1 og HT 2
210

VS200

GT450

P1000
P250

UFS

LED (25)

LED (26)

Halogen (27)
LED (28)

True color LED (29)

Hvid LED (30)

Xenon Flash lllumination (31)

Xenon Flash lllumination (31)

Hvid LED (32)

Tabel 5: Udvalgte egenskaber for de inkluderede skannere.

Color CMOS Sensor Type 1/2.3
(se bilag 3)

Color CMOS Sensor Type 2/3
(se bilag 3)

3-chip TDI-kamera (27)

Color CMOS Sensor Type 1/2.3
(28)

Integrated 2/3 inch CMOS-
camera (29)

4k Trilineaert kamera (30)

12-MP CMOS-kamera (31)
12-MP CMOS-kamera (31)

CCD kamera (32)
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3.2.2 Digitaliseringskriterier

| forbindelse med digitaliseringen af CMA’erne pa de inkluderede skannere blev der opstillet
digitasieringskriterier. Disse kriterier var geeldende bade ved intern og ekstern skanning.
Digitaliseringskriterierne samt skema med basal information vedrgrende de enkelte skannere ses i

bilag 4.

3.3 Visiopharm Integrator System

Softwaren VIS blev bade anvendt til at definere ROI og til udarbejdelse af DIA-protokoller.

3.3.1 Region Of Interest

I VIS blev der for hver core defineret en ROI. ROI blev anvendt til at definere afleesningsomradet
samt til at adskille de enkelte cores til den senere kvantificering. For at sikre ensartethed i stgrrelsen
af ROI pa alle inkluderede cores, blev der fastsat en diameter pa henholdsvis 1800 um for HER2-
cores og 1000 um for Ki67-cores. HER2-cores kategoriseret som 2+ og Ki67-cores med et
proliferationsindeks pa 15% blev tildelt en gul ROI. HER2-cores kategoriseret som 3+ og Ki67-cores
med et proliferarationsindeks pa 100% blev tildelt en grgn ROI (se tabel 6). Ved at adskille cores ved

hjeelp af ROl i forskellige farver, var det muligt at kvantificere de gule og gregnne ROI separat.

ICH-markgr Ekspression Farve pa ROI
2+ Gul
HER2
3+ Gron
15% Gul
KI67
100% Gron

Tabel 6: Oversigt over gule og granne Region Of Interest for henholdsvis HER2- og Ki67-cores med forskellige ekspressioner.

Der blev foretaget en visuel vurdering af placeringen af ROI for at sikre, at ROl var placeret ens pa
identiske cores. Dette blev gjort ved at identificere pejlemaerker pa de identiske cores og placere ROI

herefter. To personer identificerede og korrigerede placeringen af ROI. Den ene var ansvarlig for alle

HER2-cores og den anden for alle Ki67-cores. Figur 12 illustrerer et eksempel pa pejlemaerker

placeret ved gul og grgn ROI.
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Figur 12: Eksempel pa pejlemaerker og Region Of Interest (ROI) pG HER2-cores.
Venstre: Gul ROI, HER2-kateori: 2+.

Hgjre: Grgn ROIl, HER2-kategori: 3+.

Rade cirkler: Pejlemaerker.

3.3.2 Digitale billedanalyseprotokoller
Der blev udarbejdet to DIA-protokoller til detektion og kvantificering af henholdsvis HER2 og Ki67.
Protokollerne blev udarbejdet pa baggrund af digitale billedfiler fra referenceskanneren (5360 1).

Indstillingerne for de to DIA-protokoller er illustreret i figur 13.
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Figur 13: Indstillinger for de to digitale billedanalyseprotokoller (DIA-protokoller).
Venstre: Indstillinger for Ki67 DIA-protokol.
Hgijre: Indstillinger for HER2 DIA-protokol.

Fgrst blev der defineret to klasser, som fik hver sin label; DAB og Heem. Threshold blev valgt som
segmenteringsmetode, og der blev valgt de to features HDAB — DAB og H&E — Haematoxylin, som er
konstrueret til IHC-farvninger med DAB og kernefarvningen Aluminium-Haematein (haematoxylin).
Der blev fastsat passende pixelveerdiintervaller for HDAB-DAB og H&E — Haematoxylin. Herefter blev
der udfgrt post processing. Da formalet var at identificere DAB, blev Heem aendret til Clear. Desuden
blev DAB-objekter med arealer under henholdsvis 8 um? og 4 um? aendret til Clear for at sikre, at det

udelukkende var celler, der blev detekteret. Efterfglgende blev der defineret to variable; grgn ROl og
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gul ROI. For hver variabel blev der beregnet et areal af DAB inden for enten den grgnne eller gule
ROI for henholdsvis Ki67 og HER2. Dette muliggjorde, at arealerne for de enkelte cores fra forskellige

skannere kunne sammenlignes. Figur 14 illustrerer en HER2-core f@r, under og efter udarbejdelsen af

DIA-protokollen.

Figur 14: Eksempel pa en HER2-core fgr, under og efter udarbejdelsen af en digital billedanalyseprotokol (DIA-protokol).
A. HER2-core fgr DIA-protokol.

B. HER2-core under udarbejdelse af DIA-protokollen. Grgn repraesenterer DAB, mens bld repraesenterer Haem.
C. HER2-core med den feerdige DIA-protokol. Grgn repraesenterer DAB.
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3.4 Oversigt over forsggsdesign

| figur 15 ses en oversigt over forsggsdesignet samt de konstante og variable, som projektet er

bygget op omkring.
Digitalisering
Prgvemateriale Skannere * x40
o Cell Micro Arrays (CMA'er) fra e Forskellige modeller fra
tidligere projekt samme producent Digitalisering
v Eorslrelllllige ska:j\neretfra  Firmaer/afdelinger har
elen ol el S iy skannet efter egen procedure
* Skanningsomrade: Whole
slide eller CMA
Databehandling Digital image analysis Region of interest (ROI)
« Sgjlediagrammer (DIA) protokol * Samme diameter
* Punktdiagrammer * Anvendes pa CMA'er * Samme placering
digitaliseret pa forskellige

skannere

Figur 15: Oversigt over forsggsdesign.
Grd kasser: Illustrerer konstante i projektet.
Orange kasser: lllustrerer variable i projektet.

3.4 Databehandling

Arealet af DAB (um?) for alle HER2- og Ki67-cores fra de forskellige skannere blev illustreret ved brug

af sgjlediagrammer. Desuden blev der udarbejdet punktdiagrammer til at illustrere den procentvise

afvigelse fra referenceskanneren (S360 1).
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4 Resultater

Resultatafsnittet indledes med en visuel vurdering af variation i skannerne. Herefter gennemgas
sgjlediagrammer og punktdiagrammer for hver af de 6 inkluderede CMA’er. De inkluderede HER2-
CMA'er er HER2 1 (kraftig IHC-farveintensitet), HER2 5 (intermedizer IHC-farveintensitet) og HER2 6
(svag IHC-farveintensitet) (se figur 10). De inkluderede Ki67-CMA'er er Ki67 5 (kraftig IHC-
farveintensitet), Ki67 7 (cellerig) og Ki67 8 (cellefattig) (se figur 11).

| afsnittet anvendes kaldenavne for de enkelte skannere. Disse star beskrevet i tabel 4.

Radata samt databehandling tilknyttet resultatafsnittet ses i bilag 5-12.

4.1 Visuel vurdering af variation i skannerne

Figur 16 illustrerer det visuelle udtryk af en udvalgt HER2-core (HER2 1, 3+) digitaliseret pa de 11

inkluderede skannere. | den fglgende vurdering tages der udgangspunkt i det visuelle udtryk af DAB.

Figur 16: Visualisering af alle HER2 1 (3+) cores digitaliseret pd de 11 inkluderede skannere.

A: Hamamatsu NanoZoomer S360 1 B: Hamamatsu NanoZoomer S360 2
C: Homamatsu NanoZoomer 2.0 HT 1 D: Hamamatsu NanoZoomer 2.0 HT 2
E: Homamatsu NanoZoomer 5210 F: Homamatsu NanoZoomer S60

G: Olympus V5200 H: Leica Aperio GT450DX

I: 3DHistech PANNORAMIC P250 J: 3DHistech PANNORAMIC P1000

K: Philips Ultra Fast Scanner

Det fremgar af figur 16, at der er visuel variation mellem de 11 inkluderede skannere. Det ses, at
DAB i de digitale billedfiler fra Hamamatsu (A, B, C, D, E og F) er mgrkere end i billedfilerne fra de
gvrige producenter (G, H, |, J og K). Sammenlignet med S360 1 (A) har DAB ved S210 (E), S60 (F),
V5200 (G) og UFS (K) en rgdlig tone. Dette geelder specielt VS200 (G), som derudover har et

maelkehvidt og let slgret udtryk. GT450 (H) gengiver en svagere og mere gralig farveintensitet af DAB
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sammenlignet med S360 1 (A). Ved bade P250 og P1000 (I og J) ses et mere gyldent og gulligt udtryk
af DAB sammenlignet med S360 1.

4.2 HER2 1

4.2.1 Sgjlediagram
Sgjlediagrammet i figur 17 illustrerer arealerne af DAB for HER2 1-cores pa de 11 inkluderede

skannere. Ud af de tre udvalgte HER2-CMA'er havde HER2 1 den kraftigste IHC-farveintensitet.

S¢jlediagram - HER2 1

939939

893795
884950
900000
864640 866262 853769
800000
730660 748137
705683
700000
657262
631629
600000
500000
400000
350488 334580
312553
300000 275800 285551
229367
200000
133409 138763
100000 75849
50303 35498
]

Hamamatsu  Hamamatsu Hamamatsu HT Hamamatsu HT Hamamatsu ~ Hamamatsu Olympus VS200 Leica Aperio 3DHistech 3DHistech Phillips Ultra
S3601ref $3602(S3602) 1 (HT1) 2(HT2) 5210 (S210) S60 (S60) (VS200) GT450 DX  PANNORAMIC PANNORAMIC Fast Scanner
(S360 1) (GT450) P250(P250) P1000 (P1000) (UFS)

Skanner

1000000

Areal (um2)

Figur 17: Areal af DAB (um?) for HER2 1-cores digitaliseret pG hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (3+).
Gule sgjler: Gul ROI (2+).

Det fremgar af figur 17, at arealerne for DAB for cores, som er digitaliseret pa skannere fra
Hamamatsu, generelt er hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa skannere fra en af de
gvrige producenter. Der ses mindre variation i arealerne for de cores, der er digitaliseret pa samme
skannermodel i forhold til de gvrige skannere. Denne variation er dog mindst mellem S360 1 og S360

2.

Det stgrste areal for grgn ROl er 939939 um? hvilket er malt p& S210. Det laveste areal for grgn ROI
er 631629 um? hvilket er malt p& P250. For gul ROI er det hgjeste areal 350488 um?, hvilket er malt
pa S210. Det laveste areal for gul ROl er 35498 um?, hvilket er malt p& GT450.
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4.2.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 18 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for HER2 1-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
Procentvis afvigelse - HER2 1
130
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70
50
30
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30 =
50 52 -50
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Figur 18: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for HER2 1-cores.
Rad linje: Reference.

Grgnne punkter: Grgn Region of Interest (ROI) (3+).
Gule punkter: Gul ROI (2+).

Det fremgar af figur 18, at den procentvise afvigelse fra S360 1 generelt er mindre for skannerne fra
Hamamatsu end for skannerne fra andre producenter. Eksempelvis ses det, at S360 2 afviger 4% for
gul ROI, og at der ingen procentvis afvigelse er for grgn ROI. Modsat afviger GT450 -87% for gul ROI
og -18% for gren ROI. Udover denne procentvise afvigelse fra S360 1 ses der desuden en stgrre
procentvis forskel mellem gule og grenne ROI for GT450, VS200 og UFS. Endvidere illustrerer
punktdiagrammet, at gule ROI, der er kategoriseret som 2+, har en stgrre procentvis afvigelse fra

S360 1 end grgnne ROI, der er kategoriseret som 3+.
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4.3 HER2 5

4.3.1 Sgjlediagram

Sgjlediagrammet i figur 19 illustrerer arealerne af DAB for HER2 5-cores pa de 11 inkluderede

skannere. HER2 5 CMA’en havde en intermediser IHC-farveintensitet.
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Figur 19: Areal af DAB (um?) for HER2 5-cores digitaliseret pG hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (3+).
Gule sgjler: Gul ROI (2+).

Det fremgar af figur 19, at arealerne af DAB for cores, som er digitaliseret pa skannerne fra
Hamamatsu, generelt er hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa skannere fra gvrige
producenter. Der ses mindre variation i arealerne mellem skannere fra samme producent
sammenlignet med variationen mellem skannere fra forskellige producenter. Dette geelder bade for
skannerne fra Hamamatsu og 3DHistech. Desuden er der en mindre variation i arealerne for de
cores, der er digitaliseret pa samme skannermodel i forhold til de gvrige skannere. Variationen er

dog mindst mellem S360 1 og S360 2.

Den stgrste forskel i arealer ses mellem S210 og GT450. Det stgrste areal for grgn ROl er 914791
um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for grgn ROl er 444646 um?, hvilket er malt p&d GT450.
For gul ROI er det hgjeste areal 82937 um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for gul ROl er
2971 um?, hvilket er malt p& GT450.
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4.3.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 20 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for HER2 5-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
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Figur 20: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for HER2 5-cores.
Rad linje: Reference.

Grgnne punkter: Grgn Region Of Interest (ROI) (3+).
Gule punkter: Gul ROI (2+).

Det fremgar af figur 20, at den procentvise afvigelse fra $360 1 generelt er mindre for skannerne fra
Hamamatsu end for skannerne fra andre producenter. Eksempelvis ses det, at S360 2 afviger 7% for
gul ROI og 1% for grgn ROI, hvorimod GT450 afviger -95% for gul ROI og -48% for grgn ROI.
Derudover er der generelt en stgrre procentvis forskel mellem grgn og gul ROl ved skannerne fra
andre producenter end Hamamatsu. Dette gaelder dog ikke for S210, hvor der ses en stgrre
procentvis forskel mellem gul og grgn ROl sammenlignet med de gvrige skannere fra Hamamatsu.
Endeligt illustrerer punktdiagrammet, at de gule ROI, der er kategoriseret som 2+, har en stgrre

procentvis afvigelse fra S360 1, end de grgnne ROI, der er kategoriseret som 3+.
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4.4 HER2 6

4.4.1 Sgjlediagram
Sgjlediagrammet i figur 21 illustrerer arealerne af DAB for HER2 6 for hver af de 11 inkluderede
skannere. Ud af de tre udvalgte HER2-CMA’er havde HER2 6 den svageste IHC-farveintensitet.
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Figur 21: Areal af DAB (um?) for HER2 6-cores digitaliseret pG hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (3+).
Gule sgjler: Gul ROI (2+).

| figur 21 ses en udtalt variation i arealerne af DAB mellem alle skannere. Denne variation ses bade
mellem skannerne fra Hamamatsu og fra de gvrige producenter. Variationen er dog mindre mellem
P250 og P1000 samt S360 1 og S360 2. Det fremgar, at arealerne for cores, som er digitaliseret pa
skannerne fra Hamamatsu, er markant hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa

skannere fra gvrige producenter.

Der ses en stor forskel mellem de hgjeste og laveste arealer for bade grgn og gul ROI fra de
inkluderede skannere. Det stgrste areal for grgn ROI er 526467 um?, hvilket er malt p& S210. Det
laveste areal for gron ROl er 41182 um?, hvilket er malt pd GT450. For gul ROI er det hgjeste areal
11522 um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for gul ROI er 90 um?, hvilket er malt pa VS200.
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4.4.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 22 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for HER2 6-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
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Figur 22: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for HER2 6-cores.

Rad linje: Reference.
Grgnne punkter: Grgn Region Of Interest (ROI) (3+).
Gule punkter: Gul ROI (2+).
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Det fremgar af figur 22, at der generelt er en hgj procentvis afvigelse fra S360 1. Dette er isaer

tydeligt for $S210, hvor gul ROI har en procentvis afvigelse pa 129%. Med undtagelse af gul ROI for

$210 er den procentvise afvigelse fra S360 1 mindre for skannerne fra Hamamatsu end for

skannerne fra andre producenter. Eksempelvis ses det, at S360 2 afviger 10% for gul ROl og 2% for

gron ROI, hvorimod GT450 afviger -97% for gul ROl og -90% for grgn ROI. Endeligt illustrerer

punktdiagrammet, at de gule ROI, der er kategoriseret som 2+, har en stgrre procentvis afvigelse fra

S360 1, end de grgnne ROI, der er kategoriseret som 3+. Dog er den procentvise forskel mellem grgn

og gul ROI mindre udtalt for S360 2, VS200 og GT450.
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4.5Ki67 5

4.4.1 Sgjlediagram

Sgjlediagrammet i figur 23 illustrerer arealerne af DAB for Ki67 5 for hver af de 11 inkluderede

skannere. Ud af de tre udvalgte Ki67-CMA’er havde Ki67 5 den kraftigste IHC-farveintensitet.
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Figur 23: Areal af DAB (um?) for Ki67 5-cores digitaliseret pG hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).
Gule sgjler: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 23, at arealerne af DAB for cores, som er digitaliseret pa skannere fra
Hamamatsu, generelt er hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa skannere fra en af de
gvrige producenter. Der ses mindre variation i arealerne for de cores, der er digitaliseret pa samme
skannermodel i forhold til de gvrige skannere. Denne variation er dog mindst mellem S360 1 og S360
2. Desuden er der generelt mindre variation i arealerne inden for samme skannerproducent end

inden for forskellige producenter. Dette geelder bade for skannere fra Hamamatsu og 3DHistech.

Det stgrste areal for grgn ROl er 86000 um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for grgn ROl er
51844 um?, hvilket er malt pa P250. For gul ROI er det hgjeste areal 31583 um?, hvilket er mélt pa
$210. Det laveste areal for gul ROI er 18626 um?, hvilket er malt pa P250.
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4.4.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 24 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for Ki67 5-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
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Figur 24: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for Ki67 5-cores.
Rad linje: Reference.

Grgnne punkter: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).

Gule punkter: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 24, at den procentvise afvigelse fra S360 1 generelt er mindre for skannerne fra
Hamamatsu end for skannerne fra andre producenter. For S360 2 ses der eksempelvis ingen
procentvis afvigelse for gul ROl og 2% afvigelse for grgn ROI. Derimod afviger P250 -39% for gul ROI
og -37% for grgn ROI. Punktdiagrammet illustrerer en minimal procentvis forskel mellem gule og
gronne ROI for de 11 inkluderede skannere. Desuden varierer det, om den procentvise afvigelse fra

S360 1 er stgrst for gul eller grgn ROL.
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4.6 Kie7 7

4.6.1 Sgjlediagram

Sgjlediagrammet i figur 25 illustrerer arealerne af DAB for Ki67 6 for hver af de 11 inkluderede

skannere. Ud af de tre udvalgte Ki67 CMA’er var Ki67 7 den mest cellerige.
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Figur 25: Areal af DAB (um?) for Ki67 7-cores digitaliseret pa hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).
Gule sgjler: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 25, at arealerne af DAB for cores, som er digitaliseret pa skannere fra
Hamamatsu, generelt er hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa skannere fra en af de
gvrige producenter. Det stgrste areal for grgn ROI er 152595 um?, hvilket er malt pa HT 2. Det
laveste areal for gron ROl er 85959 um?, hvilket er malt p& P1000. For gul ROI er det hgjeste areal
23526 um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for gul ROl er 13682 um?, hvilket er malt pa
P250.

Sgjlediagrammet illustrerer, at der er minimal variation mellem P250 og P1000. Yderligere fremgar
det, at der er minimal variation mellem S360 1, S360 2 og HT 1 samt mellem HT 2, S210 og S60.
Fzelles for disse er, at det er forskellige modeller fra samme producent. Der ses ogsa minimal
variation mellem VS200, GT450 og UFS, som til gengaeld er forskellige skannermodeller fra

forskellige producenter. Denne tendens ses for bade gule og grenne ROI.
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4.6.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 26 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for Ki67 7-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
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Figur 26: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for Ki67 7-cores.
Rad linje: Reference.

Grgnne punkter: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).
Gule punkter: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 26, at den procentvise afvigelse fra S360 1 generelt er mindre for skannerne fra
Hamamatsu end for skannerne fra andre producenter. For S360 2 ses der eksempelvis ingen
procentvis afvigelse for gul ROl og kun 1% afvigelse for gren ROI. Derimod afviger P1000 -38% for gul
ROI og -41% for gren ROI. Punktdiagrammet illustrerer en minimal procentvis forskel mellem gule og
gronne ROI for de 11 inkluderede skannere. Desuden varierer det, om den procentvise afvigelse fra

S360 1 er stgrst for gul eller grgn ROL.

Desuden viser punktdiagrammet, at skannerne fra 3DHistech har en markant stgrre procentvis
afvigelse fra S360 1. Dog er den procentvise forskel mellem disse to skannere minimal. Dette gaelder

bade for gul og gregn ROI.
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4.7 Ki67 8

4.7.1 Sgjlediagram
Sgjlediagrammet i figur 27 illustrerer arealerne af DAB for Ki67 8 for hver af de 11 inkluderede

skannere. Ud af de tre udvalgte Ki67 CMA’er var Ki67 8 den mest cellefattige.
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Figur 27: Areal af DAB (um?) for Ki67 8-cores digitaliseret pG hver skanner illustreret i et sgjlediagram.
Grgnne sgjler: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).
Gule sgjler: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 27, at arealerne af DAB for cores, som er digitaliseret pa skannere fra
Hamamatsu, generelt er hgjere end arealerne for cores, som er digitaliseret pa skannere fra en af de
gvrige producenter. Det stgrste areal for grgn ROI er 25645 um?, hvilket er malt pa S210. Det laveste
areal for grgn ROl er 14726 pm?, hvilket er malt p& P250. For gul ROI er det hgjeste areal 14307 pm?,
hvilket er malt pa S210. Det laveste areal for gul ROl er 7671 um?, hvilket er malt pa P250.

Sgjlediagrammet illustrerer, at der er minimal variation mellem P250 og P1000. Yderligere fremgar
det, at der er minimal variation mellem S360 1, S360 2 og HT 1 samt mellem HT 2, S210 og S60.
Fzelles for disse er, at det er forskellige modeller fra samme producent. Der ses ogsa minimal
variation mellem VS200, GT450 og UFS, som til gengzeld er forskellige skannermodeller fra

forskellige producenter. Denne tendens ses for bade gule og grgnne ROL.
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4.7.2 Procentvis afvigelse fra S360 1

Figur 28 illustrerer den procentvise afvigelse fra S360 1 for Ki67 8-cores fra de 11 inkluderede

skannere.
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Figur 28: Punktdiagram over den procentvise afvigelse fra S360 1 (referenceskanner) for Ki67 8-cores.
Rad linje: Reference.

Grgnne punkter: Grgn Region Of Interest (ROI) (100%).
Gule punkter: Gul ROI (15%).

Det fremgar af figur 28, at den procentvise afvigelse fra $360 1 generelt er mindre for skannerne fra
Hamamatsu end for skannerne fra andre producenter. Eksempelvis ses det, at S360 2 afviger 1% for
gul ROI og 2% for grgn ROI, hvorimod P250 afviger -43% for gul ROl og -40% for grgn ROI.
Punktdiagrammet illustrerer en minimal procentvis forskel mellem gule og grgnne ROI for de 11

inkluderede skannere. Det ses desuden, at den procentvise afvigelse fra S360 1 er mindst ved grgnne

ROI for alle skannere undtagen S360 2.
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4.8 Delkonklusion

Baseret pa resultaterne kan det konkluderes, at der generelt er samme tendens i variationen mellem
skannerne for henholdsvis HER2 og Ki67. Det fremgar af sgjlediagrammerne, at arealerne for cores,
som er digitaliseret pa skannere fra Hamamatsu, er hgjere end arealerne for cores, som er
digitaliseret pa skannere fra en af de gvrige producenter. Det fremgar af punktdiagrammerne, at den
procentvise afvigelse fra S360 1 er mindre for skannerne fra Hamamatsu end for skannerne fra
andre producenter. Der ses en tendens til, at der er mindre variation mellem skannere fra samme
producent og ligeledes inden for samme skannermodel. Dette geelder dog ikke for HER2 6, som var

den af de tre udvalgte HER2-CMA'er, der havde den svageste IHC-farveintensitet.

For HER2 gaelder det bade for gul og grgn ROI, at jo svagere IHC-farvning desto stdrre procentvis
afvigelse fra S360 1. Det er gennemgaende, at gule ROI, der er kategoriseret som 2+, har en stgrre
procentvis afvigelse fra S360 1 end grgnne ROI, der er kategoriseret som 3+. For Ki67 varierer det,
om den procentvise afvigelse er stgrst for grgnne eller gule ROI. Desuden er der mindre procentvis

forskel mellem gul og gr@n ROI for hver skanner for Ki67, end der er for HER2.

For Ki67 7 (cellerig) og Ki67 8 (cellefattig) ses en tendens til minimal variation mellem specifikke
skannere for bade gul og grgn ROI. Det gaelder, at der er minimal variation mellem P250 og P1000,
Det samme gzelder for S360 1, S360 2 og HT 1 samt for HT 2, S210 og S60. Fzlles for disse er, at det
er forskellige modeller fra samme producent. Der ses ogsa minimal variation mellem V5200, GT450
og UFS, som til gengeeld er forskellige skannermodeller fra forskellige producenter. Denne tendens

gaelder ikke i lige sa hgj grad for Ki67 5 (kraftig IHC-farveintensitet).

Der er en visuel variation i de digitale billedfiler fra de 11 inkluderede skannere. Den visuelle
variation stemmer overens med den variation, der ses i s@gjle- og punktdiagrammerne. Variationen
gor sig geldende for alle digitaliserede cores i projektet. Dette ses blandt andet ved, at de mgrke
billeder har stgrre arealer af DAB. Derudover stemmer variationen overens med den procentvise
afvigelse, der ses i punktdiagrammerne. Dette ses blandt andet ved, at billederne fra Hamamatsu er

mere ens i forhold til billederne fra andre producenter.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion af metode

5.1.1 Valg af prgvemateriale

| begyndelsen af projektet blev der inkluderet 20 CMA’er (10 HER2 og 10 Ki67), der i Igbet af
processen blev reduceret til 6 (3 HER2 og 3 Ki67). Flere CMA’er blev kategoriseret som uegnede pa
grund af manglende fokus pa vaevet og blev derfor ekskluderet. Ved intern digitalisering var det
muligt at omskanne, hvis CMA’erne var ude af fokus. Dette var mere omfattende ved ekstern
digitalisering. Da det kun var fa af CMA’erne fra en enkelt skanner, der var ude af fokus, kunne disse
ekskluderes uden at det pavirkede antallet af skannere, der indgik i projektet. Til databehandlingen
blev der ekskluderet flere CMA’er for at reducere datamangden. | princippet kunne projektet have
taget udgangspunkt i én CMA, da det ikke var maengden af prgvemateriale, der var betydelig i
projektet men antallet af forskellige skannere. Pa den anden side var det sarbart kun at inkludere én
CMA, da der ville veere risiko for at skulle ekskludere skannere pa grund af uegnet materiale.
Desuden ville der vaere risiko for mangel pa data ved beskadigelse af objektglasset. Ved at inkludere
flere CMA’er i projektet blev denne risiko minimeret, og derudover gav det mulighed for at udvaelge

repraesentative CMA’er til databehandlingen.

5.1.2 Valg af skannere

| projektet var der fokus pa at veelge skannere fra forskellige producenter og skannermodeller for at

opna sa repraesentative resultater som muligt. Pa baggrund af projektets omfang var det ikke muligt
at inkludere samtlige skannere pa markedet, hvorfor der kun kan konkluderes pa variationen mellem

de inkluderede skannere.

Der blev inkluderet et overtal af skannere fra Hamamatsu i projektet (se tabel 4). PAI, AUH er
indehaver af skannere fra Hamamatsu, hvilket gav mulighed for at inddrage disse i projektet. Pa den
ene side begraensede det idéen om at inddrage sa mange forskellige producenter som muligt, mens
det pa den anden side understgttede valget om at inddrage flere modeller fra samme producent.
Herved opstod en mulighed for at undersgge variation inden for samme model samt forskellige

modeller fra samme producent.

| projektet blev der udvalgt en referenceskanner. Denne skanner dannede udgangspunkt for
udarbejdelsen af DIA-protokollerne og gjorde det muligt at sammenholde resultaterne fra DIA-
protokollerne fra de forskellige skannere. Den udvalgte referenceskanner var S360 1 og var dén af de

to S360 skannere, der senest havde faet service og kalibrering (se bilag 4.2 og 4.3). S360 blev

39



udvalgt, da denne skannermodel benyttes pa de patologiafdelinger i Danmark, hvor DIPA allerede er
implementeret i rutinearbejdet (33). Pa den ene side kan det diskuteres, om dette var et
tilstreekkeligt grundlag at udvaelge en referenceskanner ud fra. Pa den anden side var formalet med
projektet ikke at fastsla, hvor god eller darlig skannernes billedkvalitet var, men derimod at
konkludere, om der var variation i billedkvaliteten, nar der blev digitaliseret pa forskellige skannere.
Af den grund kunne hvilken som helst af de inkluderede skannerne vaere anvendt som reference,
uden at det ville have betydning for projektets resultater. Det vigtige var, at det var den samme
skanner, der konsekvent blev anvendt som reference. Referenceskanneren ma dog ikke forveksles
med en guldstandard. Guldstandarden ville vaere manuel mikroskopi (5), men da formalet med
projektet var at sammenligne billedkvaliteten fra forskellige skannere, var det hverken muligt eller

relevant for projektet at anvende denne.

5.1.3 Digitaliseringskriterier
Der var fa krav til digitaliseringerne (se bilag 4.1). For at kunne sammenligne de digitale billedfiler var

et af disse krav, at digitaliseringerne skulle forega ved 40x. Digitaliseringskriterierne blev derudover
udarbejdet med en bevidsthed om, at alle skannere har forskellige egenskaber. Derfor blev de
eksterne samarbejdspartnere bedt om at digitalisere CMA’erne som vanligt. Hvis noget afveg, skulle
de informere om dette, sa der kunne tages hgjde for det i resultatarbejdet. Der skulle skannes som
vanligt, sa projektet afspejlede virkeligheden mest muligt, og det faktum at der er forskel pa,
hvordan skannerne indstilles og anvendes pa forskellige afdelinger og i forskellige virksomheder.
Modsat var det uhensigtsmaessigt at have fa krav, da flere digitale billedfiler viste sig at veere
uegnede. Der var derved faerre CMA’er at tage udgangspunkt i under databehandlingen, og det var
uvist, om de uegnede CMA’er kunne have givet mere reprasentative resultater. | kriterierne blev det
ikke specificeret, at de ansvarlige for de eksterne digitaliseringer skulle kvalitetssikre de digitale
billedfiler. Ekskluderinger, pa baggrund af uegnede CMA’er, kunne muligvis vaere undgaet ved at

konkretisere kriterierne.

5.1.4 Region Of Interest

| VIS er det muligt at udarbejde ROI-protokoller, hvor resultatet er et areal. Hvis der er variation i
billedet, kan der veere forskel pa de objekter, der inkluderes i ROI, hvorfor arealerne vil variere. Nar
der efterfglgende anvendes DIA-protokoller, vil resultatet blive en arealfraktion. Denne arealfraktion
afhaenger bade af arealet af ROl og arealet af det detekterede fra DIA-protokollen. Det var ikke

hensigtsmaessigt i dette projekt, og derfor blev der ikke udarbejdet en ROI-protokol. | projektet blev
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ROI udelukkende anvendt til at adskille cores samt til at definere afleesningsomradet. Der blev
defineret én diameter for ROI for alle HER2-cores og én diameter for alle Ki67-cores. ROl blev
derefter placeret manuelt ud fra pejlemaerker. Ved anvendelse af DIA-protokoller blev resultatet
derfor blot et areal af DAB-positive objekter inden for ROI. Dette gjorde det muligt at beregne

variation i billedkvalitet udelukkende pa baggrund af arealet af DAB.

Den manuelle placering af ROl ud fra pejlemaerker kunne give anledning til variation, da placeringen
ud fra en visuel vurdering vil veere forbundet med en lille usikkerhed. | et forsgg pa at minimere
denne usikkerhed var det de samme personer, der placerede ROI for henholdsvis HER2- og Ki67-
cores. Da HER2- og Ki67-cores ikke skulle sammenlignes med hinanden, var den interindividuelle
variation ikke betydelig i dette projekt. Det havde derimod vaeret relevant at undersgge den
intraindividuelle variation for at vurdere den enkelte persons evne til at placere ROl ensartet. Dette
kunne undersgges ved, at den enkelte person placerede ROl pa samme core gentagende gange,
hvorefter arealerne fra DIA-protokollerne kunne sammenholdes. Hvis der ikke var variation i
arealerne, kunne det skyldes, at ROl rent faktisk blev placeret identisk. Det kunne ogsa skyldes, at
den intraindividuelle variation i placeringen af ROl var ubetydelig, da DIA-protokollen ikke havde

detekteret feerre eller flere DAB-positive objekter.

5.1.5 Digitale billedanalyseprotokoller

| udarbejdelsen af DIA-protokollerne blev der taget udgangspunkt i ML, hvor der blev anvendt
Threshold som segmenteringsmetode. Denne metode tager udgangspunkt i pixelveerdier, hvilket var
det kvalitetsparameter, som variationen i billedkvalitet blev vurderet pa baggrund af. DIA-
protokollerne skulle veere sa simple som muligt for at udelukke andre arsager til variation end
variation i pixelvaerdierne. Der blev derfor udarbejdet én DIA-protokol til HER2-cores og én til Ki67-
cores for at sikre, at indstillingerne blev fastsat efter den enkelte markgr. Indstillingerne i
protokollerne viste sig at blive identiske bortset fra en forskel i DAB-pixelveerdiintervallet samt i
post-processing-trinnet “change by shape”, hvor stgrrelsen pa frasorterede objekter varierede. |
princippet kunne der derfor vaere blevet udarbejdet én DIA-protokol, da formalet med protokollerne
blot var at identificere, hvorvidt der var forskel i arealerne. Protokollen blev dermed ikke udarbejdet
til diagnostisk brug. En diagnostisk protokol kan ikke udelukkende tage udgangspunkt i pixelvaerdier,
da der blandt andet skal tages hensyn til specifikke kriterier for den enkelte IHC-farvning. Hertil ville
det veere relevant at anvende DL, som, ved brug af neurale netvaerk, til en vis grad kan traenes til at

kompensere for biologisk variation samt dag-til-dag variation.
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Begge DIA-protokoller blev udarbejdet pa baggrund af de digitale billedfiler fra referenceskanneren
(5360 1) for at sikre ensartethed. Pixelvaerdiintervallerne blev fastsat ud fra de udvalgte cores, sa det
sikredes, at protokollerne kunne identificere DAB i bade hgje og lave intensiteter. DIA-protokollerne
kunne have taget udgangspunkt i hvilken som helst skanner, sa la&enge de udelukkende blev
udarbejdet pa baggrund af billedfiler fra den udvalgte skanner. Det betgd ikke, at DIA-protokollerne,
baseret pa referenceskanneren, havde det rigtige pixelvaerdiinterval. Det vigtige var, at
pixelvaerdiintervallerne i DIA-protokollerne var konstante for at kunne pavise variation imellem

skannerne.

5.1.6 Databehandling

| projektet var der fokus pa at inddrage sa mange forskellige skannere som muligt for at undersgge
variation mellem skannere. For at undersgge denne variation blev alle objektglas digitaliseret én
gang pa hver af de inkluderede skannere. Dette gav udfordringer i forhold til at konkludere p3,
hvorvidt projektets resultater var statistisk signifikante. For at kunne udtale sig om statistisk
signifikans havde det vaeret ngdvendigt at digitalisere objektglassene gentagende gange pa samme
skanner. Pa den made kunne den tilfaeldige variation identificeres for den enkelte skanner. Ud fra de
gentagende malinger ville det vaere muligt at konkludere pa, hvorvidt variation i skannerne var
systematisk eller tilfaeldig (34). | projektet var der inkluderet to S360 skannere og to HT ere. Ved at
sammenligne malingerne inden for samme skannermodel kunne den tilfaldige variation dog
usikkert udledes for henholdsvis S360 og HT. Denne tilfaeldige variation ville dog ikke vaere
overfgrbar til de andre skannere, hvorfor det ikke var relevant for projektet. Optimalt set skulle den
tilfeeldige variation pa hver skanner identificeres for at kunne vurdere, om variationen mellem

skannerne var statistisk signifikant.

5.2 Diskussion af resultater

5.2.1 Vurdering af skannere fra samme producent

Projektet inkluderede seks skannere fra Hamamatsu samt to skannere fra 3DHistech. Resultaterne
viste, at der var mindst variation mellem skannere fra samme producent. Over halvdelen af de
inkluderede skannere var fra Hamamatsu, og der var generelt stor overensstemmelse i resultaterne
mellem disse. Dette gjaldt dog ikke for HER2 6. Pa grund af denne overveegt samt ensartethed kunne
resultaterne fra disse skannere fremsta som de mest korrekte. Dette understreges ogsa af, at
referenceskanneren (S360 1) i projektet var fra Hamamatsu, og at de procentvise afvigelser i

punktdiagrammerne derved tog udgangspunkt i denne. | den forbindelse kom de resterende
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skannerne fra Hamamatsu til at fremsta overlegne i forhold til skannerne fra andre producenter.
Selvom resultaterne fra skannerne fra Hamamatsu virker overlegne, er det ikke muligt at udtale sig
om, hvorvidt de rent faktisk er de mest korrekte. Var der blevet valgt en referenceskanner fra en af
de gvrige producenter, havde det modsat afspejlet sig i stgrre procentvise afvigelser for skannerne
fra Hamamatsu. Pa den made ville skannerne fra de gvrige producenter se mere korrekte ud. For at
imgdekomme denne problematik kunne der i projektet vaere foretaget en visuel vurdering af,
hvilken skanners digitale billedfiler der var mest sammenlignelige med manuel mikroskopi

(guldstandard) og have valgt referenceskanner pa baggrund af dette.

Ud af de seks skannere fra Hamamatsu indgik der to S360 og to HT. | sgjlediagrammerne sas en
tendens til, at der var mindre variation mellem de to S360, end der var mellem de to HT. S360 er en
ny model i forhold til HT, og desuden var begge S360 serviceret og kalibreret inden for de sidste seks
maneder (se bilag 4.2 og 4.3). De to HT ere var ogsa kalibreret inden for de sidste seks maneder,
men der var, modsat begge S360, ikke udfgrt service i tre ar (se bilag 4.6 og 4.7). Det kan derved
diskuteres, om resultaterne er et udtryk for HT-modellens reelle ydeevne, eller om det skyldes
manglende servicering, samt at de er af aeldre dato. Desuden sas det, at de malte arealer af DAB fra
HT 2 konsekvent var hgjere end arealerne af DAB fra HT 1. Det anbefales, at skannerne star teendt
minimum en halv timen forinden igangsaettelse af digitaliseringens (25). Digitaliseringen pa HT 2
overholdt disse retningslinjer, hvorimod HT 1 blev taendt under en halv time fgr skanningen. Dette
kan muligvis veere arsagen til variationen mellem HT 1 og HT 2. Modsat blev $210 ogsa teendt under
en halv time fgr digitalisering, og denne malte generelt hgjere arealer end de resterende skannere
fra Hamamatsu. Det er derved svaert at udtale sig om, hvorvidt det har betydning, hvor lang tid

skanneren star taendt inden brug.

Resultaterne viste, at de digitale billedfiler fra P250 og P1000 fra 3DHistech havde en tendens til
mindre arealer af DAB samt hgjere procentvise afvigelser fra S360 1 sammenlignet med de gvrige
skannere. Disse mindre arealer skyldes, at DIA-protokollen ikke har detekteret lige s& meget DAB.
Udarbejdelsen af DIA-protokollerne har taget udgangspunkt i S360 1, og derfor er
pixelvaerdiintervallerne fastsat pa baggrund af de digitale billedfiler for denne skanner. Arsagen til, at
DIA-protokollen ikke har detekteret mere DAB, kan veaere fordi, at DAB-farvevaerdien i de digitale
billedfiler fra P1000 og P250 falder udenfor de fastsatte pixelvaerdiintervaller. Pa den ene side kan
det diskuteres, om et bredere pixelveerdiinterval kunne have sikret en mere ensartet detektion af
DAB pa tveers af skannerne. Pa den anden side er der risiko for, at et bredere pixelvaerdiinterval ville
nedsaette specificiteten for de enkelte skannere, fordi objekter, der ikke er DAB-positive, ville blive
medtaget. Sat i relation til mammacancerdiagnostik kan begge scenarier vaere problematiske, hvis

arealet af DAB pavirker HER2-scoren og Ki67-proliferationsindekset i en sadan grad, at det far klinisk
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betydning. Eksempelvis hvis det endelige areal af DAB ligger taet pa graensevaerdien for, om et snit,
IHC-farvet for HER2, kategoriseres som +1 eller +2. Hvis dette er tilfeeldet, kan det betyde, at det er
ngdvendigt at anvende DIA-protokoller, der er specifikke for den enkelte skanner. Da dette projekt
undersgger variation mellem skannere, var der behov for at holde sa mange elementer som muligt
konstante. Det var derfor vigtigt, at der konsekvent blev anvendt samme DIA-protokol til henholdsvis

HER2 og Ki67, for at kunne vurdere variation mellem skannerne.

Desuden ses det ogsa visuelt, at DAB-udtrykket i S360 1 er forskellig fra DAB-udtrykket i P1000 og
P250 (se figur 16). | de digitale billedfiler fra P250 og P1000 fremstar DAB gylden, mens DAB ved
S360 er mere mgrkebrun. Det kan diskuteres, om denne visuelle forskel kan stamme fra forskelle i
skannernes egenskaber. | tabel 5 ses det, at alle tre skannere bruger et CMOS-kamera. Til gengeeld
ses der en forskel i lyskilden. P1000 og P250 har en Xenon Flash lllumination lyskilde, hvorimod S360
1 har en LED lyskilde. Xenon Flash lllumination emitterer 20.000 gange mere lys end LED (35). En

arsag til denne visuelle variation kan derfor muligvis tilskrives forskellen i lyskilder.

5.2.2 Vurdering af skannere pa tveers af producenter

| projektet indgik der skannere fra fem forskellige producenter (se tabel 4). Det fremgar af
resultaterne, at den procentvise afvigelse fra S360 1 generelt er stgrre for skannerne fra Leica
(GT450), Olympus (VS200) og Philips (UFS) end for Hamamatsu. Det ses, at V5200, GT450 og UFS

overordnet fglger samme tendens pa trods af, at de er fra forskellige producenter.

Da de digitale billedfiler fra VS200 fgrste gang blev gennemgaet, sas der et maelkehvidt slgr pa alle
billederne. Ifglge brugeren af skanneren levede dette udtryk ikke op til skannerens normale
ydeevne, og billederne ville normalvis ikke vaere blevet godkendt. Billederne og de tilhgrende
resultater blev dog medtaget i projektet for at papege vigtigheden i at kvalitetssikre skanneren og de
digitale billedfiler. Desuden gav det mulighed for at illustrere, hvordan det visuelle udtryk og
arealerne fra DIA-protokollerne kan se ud, nar der er en fejl. Arealerne fra DIA-protokollerne for
V5200 var generelt lavere end arealerne af DAB for $S360 1. Pa trods af at VS200 havde en fejl, er det

interessant, at flere af de andre skannere havde en stgrre procentvis afvigelse fra S360 1.

De digitaliserede billedfiler fra GT450 har et lyst visuelt udtryk sammenlignet med S360 1 (se figur
16), og desuden ses der lavere arealer af DAB for denne skanner i forhold til arealerne for S360 1. De
procentvise afvigelser for GT450 fra S360 1 er meget lig dem for VS200, hvor der, som beskrevet, var
opstaet en fejl. | den forbindelse er det relevant at diskutere, hvorvidt projektets resultater er et

reelt udtryk for GT450’s ydeevne. For at vurdere dette kunne det have vaeret relevant at foretage
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gentagne digitaliseringer af CMA’erne pa GT450. Dog foregik digitaliseringen pa GT450 eksternt hos
Leica Biosystems i Amsterdam, Holland, hvorfor dette ikke var en mulighed inden for projektets
tidsramme. | en dansk videnskabelig artikel af Smith et. al. fra 2022, hvis formal er at belyse
oplevelserne under implementeringen af DIPA i Danmark, beskrives det, at Region Sjzelland
anvender GT450 fra Leica (7). Region Sjeelland ma derfor have vurderet, at skanneren leverer digitale
billedfiler af tilfredsstillende kvalitet. Dette tyder pa, at projektets resultater ikke er et reelt udtryk
for GT450’s ydeevne. | den forbindelse kan det dog ogsa diskuteres, hvorvidt GT450’s procentvise
afvigelse fra S360 1 skyldes, at skannerne fra Hamamatsu generelt producerer mgrke billeder,

hvilket afspejler sig i hgjere arealer.

Tendensen til lyse billedfiler og lavere arealer af DAB geelder ogsa de billedfiler, der er digitaliseret
pa UFS. | en videnskabelig artikel af Patel et. al. fra 2021, der sammenligner egenskaber i 43
skannere, beskrives det, at UFS er en af de eneste skannere, der er godkendt af USA’s fgdevare- og
leegemiddelmyndighed, U.S Food and Drug Administration (FDA) (36). Dette ma betyde, at UFS
opfylder de ngdvendige kvalitetsparametre pa trods af den afvigelse fra S360 1, der ses i projektet.
Pa den ene side bgr det derfor overvejes, om arealerne fra S360 1, og de gvrige skannere fra
Hamamatsu, generelt er for hgje. Pa den anden side er S360 1 In Vitro Diagnostic Regulation (IVD-R)
godkendt i Europa (EU) (37), hvilket betyder, at skannere fra Hamamatsu ligeledes lever op til
specifikke kvalitetsmaessige krav. Dette kan tyde pa, at skannerkvalitet forstas forskelligt i EU og

USA, hvilket er vigtigt at overveje ved deling af digitale billedfiler pa tveers af landegraenser.

5.2.3 HER2

For HER2 gjaldt det, at jo svagere membranfarvning desto st@rre procentvis afvigelse fra S360 1.
Gule ROI, der var kategoriseret som 2+, havde en stgrre procentvis afvigelse fra S360 1 end grgnne
ROI, der var kategoriseret som 3+. HER2 inddeles i kategorier pa baggrund af bade intensitet og
komplethed af membranreaktionen. Intensiteten af DAB er dermed svagere ved en 2+ end ved 3+,
hvilket kan ggre det sveerere for DIA-protokollen at detektere DAB i disse cores. Den procentvise
forskel mellem gr@n og gul ROl er, i de fleste tilfeelde, stgrre for skannere fra andre producenter end
for skannere fra Hamamatsu. De digitale billedfiler fra skannere fra gvrige producenter fremstar
lysere end billederne fra skannere fra Hamamatsu, og DIA-protokollen havde derfor endnu sveerere
ved at detektere DAB i HER2-cores, der er kategoriseret som 2+. Der ses dog ikke en lige sa stor
procentvis forskel mellem gul og grgn ROl ved HER2 6 som ved HER2 1 og HER2 5. HER2 6 er den af
de tre udvalgte HER2-CMA’er, der har den svageste IHC-farveintensitet, og begge HER2 6-cores er sa

svage, at DIA-protokollen havde sveert ved at detektere DAB. Det er isaer vigtigt, at DIA-protokollen
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kan detektere DAB i de cores, der er kategoriseret som 2+, da disse har diagnostisk betydning. Hvis
arealet af detekteret DAB varierer, alt efter hvilken skanner der har digitaliseret billedfilerne, kan det

muligvis have en betydning for mammacancerpatienters prognose, diagnose og behandling.

5.2.4 Ki67

Modsat HER?2 varierede det for Ki67, om den procentvise afvigelse var stgrst for grgn eller gul ROI.
Desuden var der mindre procentvis forskel mellem gul og grgn ROI for hver skanner for Ki67, end der
var for HER2. Dette kan skyldes, at DIA-protokollens evne til at detektere DAB har veeret ens, uanset
om coren har et proliferationsindeks pa 15% eller 100%. IHC-farvningen for Ki67 vurderes ud fra
tilstedeveerelsen af kernereaktion eller ej. Derfor er der ikke ngdvendigvis forskel i intensiteten af
DAB imellem cores med et proliferationsindeks pa henholdsvis 15% og 100%. Der er blot forskel i
antal Ki67-positive celler. Af ssmme arsag afveg Ki67-CMA'erne ikke naer sa meget fra S360 1 som
HER2-CMA'erne gjorde. Der var dog stadig variation i den procentvise afvigelse fra S360 1 for gul ROI
(15%) mellem skannerne. Gul ROI repraesenterer de cores, der ligger lige omkring graensevaerdien pa
10-20% positive tumorceller. Anvendelsen af forskellige skannere kan derved have en diagnostisk
betydning, hvis mammacancerpatienter fejlagtigt bliver vurderet til eksempelvis et lavt

proliferationsindeks i stedet for hgjt.

Derudover sas der, for Ki67 7 (cellerig) og Ki67 8 (cellefattig), en tendens til minimal variation
mellem specifikke skannere for bade gul og gren ROI. Det tyder derved p3, at det ikke har betydning

for resultaterne, om en core er cellerig eller cellefattig.

5.2.5 Resultaternes betydning for mammacancerdiagnostik

Pa baggrund af projektets resultater er det ikke muligt at konkludere pa, hvorvidt den variation, der
ses mellem de inkluderede skannere, har en diagnostisk betydning for mammacancerpatienter.
Resultaterne fra projektets DIA-protokoller opgives i arealer, hvilket ikke gor sig geeldende for de
diagnostiske DIA-protokoller. Derfor er resultaterne fra projektet ikke direkte overfgrbare til klinisk
praksis. Det ses dog tydeligt, at de inkluderede skannere ikke gengiver den brune DAB-
farveudfzldning ens, hvilket har den konsekvens, at DIA-protokollerne detekterer DAB forskelligt.
Derved vil den variation, der ses i arealerne af DAB blandt de inkluderede skannere, formentligt ogsa

afspejle sig i praksis. Det formodes dermed, at variationen kan pavirke mammacancerdiagnostikken.
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5.3 Arbejdsgang og kvalitetssikring

| Danmark er der endnu ingen nationale retningslinjer for, hvilke skannere der skal anvendes. Det er
forventeligt, at den enkelte afdeling vil indkgbe forskellige skannere til forskellige formal (8). Pa den
made udnyttes enkelte skanners potentiale udnyttes til at opna digitale billedfiler af den bedst
mulige kvalitet. Hvis den skanner, der normalt anvendes til et specifikt formal, er ude af drift, eller
hvis skanneren af andre arsager ikke kan anvendes, kan afdelingen vaere ngdsaget til at anvende en
anden skanner. Dette kan vaere problematisk, hvis der er variation i billedkvaliteten mellem de
skannere, der anvendes. Konsekvensen afhaenger af, om variationen er sa signifikant, at den far
betydning for patologens vurdering eller DIA-protokollens afleesning af den digitale billedfil og
derved for patienten. Pa den ene side er der risiko for, at patologens vurdering kan blive pavirket,
hvis udtrykket i de digitale billedfiler pludseligt afviger fra det udtryk, der normalt ses. Pa den anden
side vil en erfaren patolog muligvis kunne korrigere for den visuelle forskel, der ses i billedfilerne fra
forskellige skannere. DIA-protokoller kan ikke tage hgjde for variation i samme grad som en patolog,
og det er derfor altafggrende, at de digitale billedfiler bliver kvalitetssikret forud for analysering og
vurdering. Flere videnskabelige artikler, herunder den danske artikel af Smith et. Al. (7), papeger
vigtigheden af at optimere de praeanalytiske parametre sasom IHC-farvningen. En god praeanalyse
kan optimere kvaliteten af det enkelte digitale billede, men det andrer ikke pa variationen i
billedfilerne pa tveers af forskellige skannere. Det er derfor essentielt at kvalitetssikre skannerne
blandt andet i form af kalibrering. For at kunne mindske variationen i billedkvalitet mellem skannere
er det vigtigt at anvende identiske kalibreringsobjektglas uanset skanner. Dette understgttes af en
videnskabelig artikel af Bautista et. Al. fra 2014, hvori det beskrives, at kalibrering med samme
standardiserede kalibreringsobjektglas kan reducere farvevariation mellem forskellige skannere

signifikant (38).

Det kan desuden give udfordringer i arbejdsgangen, hvis der, ved nedbrud af en skanner, skiftes til
en med andre funktioner. Der er blandt andet forskel pa, om skannerne har mulighed for kontinuert
loading. Kontinuert loading muligger, at der Igbende kan pasaettes og aftages racks pa skanneren,
hvilket er fordelagtigt, da det vil effektivisere arbejdsflowet. Hvis afdelingen er ngdsaget til at
anvende en anden skanner uden kontinuert loading, kan dette pavirke arbejdsflowet og muligvis
forsinke svartiderne. Ved implementering af DIPA pa en afdeling er det derfor vigtigt at overveje,
hvilken betydning anvendelsen af forskellige skannere med forskellige funktioner kan have for

arbejdsgangen.
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6 Konklusion

Pa baggrund af projektet kan det konkluderes, at anvendelse af forskellige skannere har en
betydning for billedkvaliteten og for den efterfglgende detektion af Ki67 og HER2. Resultaterne viste,
at der er variation i billedkvaliteten mellem de 11 inkluderede skannere, og at variationen geelder
bade for HER2 og Ki67. Variationen betyder, at skannerne ikke gengiver DAB-farveudfaeldningen ens.
Af den grund detekterer DIA-protokollerne DAB forskelligt, hvorved der fas varierende resultater for
identiske cores afhaengigt af skanner. Tages der ikke hgjde for variation i billedkvalitet mellem
skannere, kan det formentlig fa en konsekvens for mammacancerdiagnostik. Projektets resultater er
dog ikke direkte overfgrbare til klinisk praksis, og derfor kan det kun formodes, at den variation, der

ses i projektet, kan pavirke mammacancerdiagnostikken.

7 Perspektivering

| projektet sas der en stgrre procentvis afvigelse fra S360 1 mellem skannerne for HER2-cores,
kategoriseret som 2+, end HER2-cores kategoriseret som 3+. Dette er problematisk, da det muligvis
kan fa betydning for mammacancerpatienters behandlingsmuligheder. | nuveerende klinisk praksis
skelnes der mellem HER2-positiv (2+ og 3+) og HER2-negativ (0 og 1+), da det blot er patienter
kategoriseret som HER2-positive, der kan tilbydes targeteret behandling (15). | en videnskabelig
artikel af Modi et. Al. fra 2022 beskrives det dog, at det, inden lzenge, kan blive relevant at skelne
mellem HER2-low (1+) og HER2-negativ (0) som fglge af en ny antistofbehandling (39). Dette er
yderst aktuelt, da en stor procentdel af mammacancerpatienter er HER2-negative (0 og 1+) (15).
Dette vil stille endnu stgrre krav til patologernes semikvantitative vurdering af HER2, og af samme
grund vil det stille stgrre krav til skanneres billedkvalitet. Membranfarvningerne for HER2-low og
HER2-negativ er sa svage og i sa fa tumorceller, at selv en lille variation i udtrykket af DAB mellem
skannere kan fa en betydning for vurderingen af HER2 og dermed for mammacancerpatienters
behandlingsmuligheder. Da projektets resultater viste, at der var stgrre variation i billedkvaliteten
for cores kategoriseret som 2+, ville det derfor veere relevant yderligere at undersgge DIA-
protokollernes evne til at detektere DAB i cores kategoriseret som 0 og 1+, nar der anvendes

forskellige skannere.
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