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Virtuaalimikroskopian (eli mikroskooppinaytteiden kasittelyn digitaalisessa muodos-
sa) hyodyntaminen kliinisessa ladketieteessd sekd mikroskopian opetuksessa on ollut
lahivuosien aikana nopeassa kasvussa. Téasta huolimatta alalle ei ole vield muodostu-
nut maailmanlaajuisesti hyvaksyttya ja yhtendistd kuvaformaattia. Lupaava ehdokas
tdhan on JPEG2000-standardi, joka sisaltdd monia virtuaalimikroskopian kannalta suo-
tuisia ominaisuuksia. Tama pro gradu -tutkielma késittelee JPEG2000-standardin
hy6dyntamista virtuaalimikroskopiassa.

Mikroskooppindytteiden osittaiskuvantamiseen liittyy seuraava merkittava on-
gelmakohta: syntyvien kuva-alkioiden yhdistiminen montaasikuvaksi siten, etta alki-
oiden sauma-alueille ei muodostu nakyvid epdjatkuvuuksia. Tama ongelma oli rat-
kaistava ennen mikroskooppindytteiden rutiininomaista digitointia ja muuntamista
JPEG2000-muotoisiksi virtuaalimikroskopiakuviksi (virtuaalindytelaseiksi). Ongelman
ratkaisua varten kehitettiin montaasinrakennusohjelmisto (LargeMontage), jonka yh-
distamiseksi osaksi automaattista kuvantamisprosessia kehitettiin yleiskdyttoinen
apuohjelmisto (DirObserver). Taméan jalkeen maariteltiin virtuaalimikroskopian kan-
nalta optimaalinen JPEG2000-koodivirran parametrisointi, joka oli edellytys standar-
din tehokkaaseen hyddyntamiseen. Madrittelyn jalkeen luotiin virtuaalindytelasien
JPEG2000-pakkausohjelmisto ~ (JVScomp), -katseluohjelmisto (JVSview) ja -
kuvapalvelinohjelmisto (JVSserv). Ohjelmistojen kdayttama metatieto kuvattiin formaa-
listi XML-skeemalla (JVSschema). Lopuksi mitattiin JPEG2000-standardin pakkausno-
peutta, jonka todettiin olevan riittivan nopea osaksi automaattista naytelasien kuvan-
tamisjarjestelmad. Lisdksi standardissa maaritellyn JPIP-tiedonsiirtoprotokollan osoi-
tettiin soveltuvan laajamittaiseen kuvapalvelinkayttoon.

Tutkielmassa kasitellyista aiheista on julkaistu yksi tieteellinen artikkeli (Liite 1)
ja yksi kokousabstrakti (Liite 2). Lisdksi kaikki tutkielmassa kuvatut ohjelmistot on
julkaistu vapaaseen levitykseen tutkimuksen yhteyteen perustetulla web-sivustolla
(http://[jvsmicroscope.uta.fi/). Sivusto sisdltdd my6s yleisolle avoimen JPIP-

kuvapalvelimen, jonka sisdltdmia virtuaalindytelasikokoelmia on mahdollisuus katsel-
la kayttaen JVSview-ohjelmistoa.

Avainsanat ja -sanonnat: virtuaalimikroskopia, digitaalinen patologia, telepatologia,
virtuaalindytelasi, JPEG2000, JPIP.
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1. Johdanto

Kuluneen kahden vuosikymmenen yleinen digitalisoituminen on vauhdittanut
valomikroskopian kehitystd. Satoja vuosia teknisesti hyvin samankaltaisena séi-
lynyt mikroskooppi on kokenut vallankumouksen naytteiden digitointimah-
dollisuuden mydota. Digitalisoitumisen alkuvaiheessa ilmestyivat videokuvaa
hyodyntavat mikroskoopit, joiden tuottamasta kuvasignaalista voitiin kaapata
yksittdisid — ja yleensa heikkolaatuisia — kuvia tietokoneen naytolle katseltavak-
si. Samaan aikaan kaytettiin my0s filmipohjaisia mikroskooppikameroita, joi-
den tuottamat analogiset kuvat voitiin muuntaa digitaaliseen muotoon filmidi-
gitointilaitteiston avulla. Pian naiden jilkeen yleistyivat nykyisen kaltaiset digi-
taalikamerat, joiden avulla mikroskooppinaytteestd voidaan poimia haluttuja
nakymia digitaaliseen muotoon huomattavasti helpommin, ilman hidasta digi-
tointivalivaihetta.

Digitaalikameroiden alati kasvava optinen erottelukyky mahdollistaa
naytteiden entista tarkemman kuvantamisen. Valomikroskopian kannalta ny-
kyisten digitaalikameroiden erottelukyky on kuitenkin jo sellaisella tasolla, jota
parantamalla voidaan saavuttaa kuvanlaadullisesti endd vain pieniad kdaytannon
etuja. Tastd johtuen nykyinen kehitys onkin keskittynyt ndytteiden koko pinta-
alan digitointiin sekd kuvantamisnopeuden kasvattamiseen. Perinteisten, ma-
nuaalisten poytdmikroskooppien rinnalla kehityksen huippua edustavat usean
sadan ndytelasin vuorokausinopeuteen kykenevit automaattiset skannauslait-
teistot (Kuva 1).

(2] (b}

Kuva 1. Manuaalinen poytamikroskooppi (a) (Axioskop, Carl Zeiss Microlma-
ging, USA); ja automaattinen naytelasiskanneri (b) (ScanScope® XT, Aperio
Technologies, USA).
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Valomikroskopia voidaan jakaa lukuisiin alahaaroihin, kuten fluoresenssi-
ja konfokaalimikroskopiaan. Taman tutkielman yhteydessa keskitytaan lahinna
haaroista yleisimpaan, kirkaskenttamikroskopiaan (bright field microscopy).
Kirkaskenttamikroskopiassa ndyte altistetaan valkoiselle valolle, joka lapaistes-
sdan naytteen muodostaa tarkasteltavan nakyman. Mikroskooppindyte on tyy-
pillisesti ohut kudosleike (paksuus 4 um), joka on asetettu lapindkyvan lasile-
vyn paalle (Kuva 2). Pohjalasin ja ndytteen péaalle kiinnitetadan ohut peitinlasile-
vy, joka suojaa ndytettd ja luo tasaisen pinnan. Naytelasin kantaan kirjataan
identifioiva tunniste, yleensa joko tekstuaalisesti tai viivakoodilla. Standardoi-
tuja naytelasikokoja on muutamia, joista yleisin on 75 x 25 mm (3” x 1”), jonka

korkeus on tyypillisesti noin yhden millimetrin.

75 mm

25 mm

FEESRSETTEEST

x

tekstuaalinen kuvaus / peitinlasi nayvte
viivakoodi

Kuva 2. Standardikokoinen (3” x 1”) mikroskooppinaytelasi.

Tavanomaisen, alapuolelta valaistun kirkaskenttamikroskoopin rakenne
on esitetty Kuvassa 3. Valoldhteena kaytetdaan useimmiten halogeenilamppua,
jonka ylospdin sdteileman valon maaraa kontrolloidaan kenttdhimmentimella.
Kondensori kokoaa saapuvan valon pienelle pinta-alalle, joka kohdennetaan
ndytteensiirtopdydan paalla sijaitsevaan ndytelasiin. Naytteensiirtopdytaa liiku-
tetaan X- ja Y-suunnassa joko manuaalisesti tai moottoreiden avulla, joita kont-
rolloidaan erillisellda ohjaussauvalla. Tarkennus, joka tavanomaisesti vastaa
naytteensiirtopdydan Z-suuntaista liikettd, voidaan suorittaa automaattisesti
kuvantamisohjelmiston avustamana tai manuaalisesti mikroskoopin kyljessa
olevalla saatoruuvilla. Mikroskoopin kaytettavissa olevat objektiivit (useimmi-
ten 4 — 6 kappaletta) on keratty renkaaseen, jota pyorittamalla voidaan nopeasti
vaihtaa kdytettya suurennusta. Ndytelasin ndkyma suurennetaan kaytetylla ob-
jektiivilla, josta se johdetaan joko silmilld katseltaviin okulaareihin tai digitaali-

kameran valokennoihin.
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Kuva 3. Tavanomaisen, alapuolelta valaistun kirkaskenttamikroskoopin raken-

ne.

Riippumatta tarkasteltavasta mikroskooppindytteen tyypista (esimerkiksi
kudos- tai solundyte), naytteen kasittelya digitaalisessa muodossa voidaan ylei-
sesti kutsua virtuaaliseksi mikroskopiaksi, eli virtuaalimikroskopiaksi (virtual
microscopy) [Weinstein, 2005]. Vastaavasti fyysisen mikroskooppindytelasin
digitaalista vastinetta (kuvatiedostoa) kutsutaan virtuaalindytelasiksi (virtual
slide). Vaikka virtuaalimikroskopia-termi kattaakin periaatteessa kaikki mikro-
skopian haarat, ladketieteen kirjallisuudessa se on suhteellisen vakiintunut tar-
koittamaan patologian, sytologian ja hematologian yhteydessa tapahtuvaa bio-
logisten naytteiden mikroskopointia. My0s termeja digitaalinen patologia seka
telepatologia kaytetdan kirjallisuudessa monin paikoin synonyymeina virtuaa-
limikroskopialle. Terminologiasta huolimatta samat mikroskopian perusperi-
aatteet ja -ongelmat esiintyvat kaikilla sen osa-alueilla ja sovelluskohteilla, ja

monia menetelmid onkin mahdollista kadyttdd yhdenmukaisesti riippumatta
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tarkasteltavan ndytteen tyypistd. Taman tutkielman yhteydessa virtuaalimikro-
skopia-termilla viitataan padosin patologia-perustaiseen mikroskopiaan.

Mikroskooppindytteen koko pinta-alan digitoiminen riittavalla tarkkuudel-
la tuottaa poikkeuksellisen suuren méaran informaatiota (usein jopa satoja gi-
gatavuja ndytettd kohden). Tdstd johtuen virtuaalimikroskopian kadytannon so-
veltamiseen vaaditaan teknisia erityisratkaisuja, jotka poikkeavat huomattavas-
ti menetelmistd, joita kdytetdadn muilla lddketieteellisen kuvantamisen alueilla
(esimerkiksi radiologia). Ndytteen kuvantaminen, kasittely, automaattinen ana-
lysointi, jakelu kayttajille seka arkistointi asettavat kaikki oman erityishaasteen-
sa, joihin tdssd pro gradu -tutkielmassa (jatkossa ”tutkielma”) pyritaan loyta-
maan ratkaisuja. Tutkimustyo on tehty professori Jorma Isolan Sydpébiologian
tutkimusryhmaéssa (Lddketieteellisen teknologian instituutti, Tampereen yli-
opisto), johon liityin vuonna 2005. Kaytetyt tutkimusmenetelmat ovat luonteel-
taan konstruktiivisia ja kdytannonldheisid, perustuen ohjelmistojen kehittami-
seen. Tutkielman neljd ensimmaistd lukua ovat johdannollisia, joissa lukija pe-
rehdytetddn tutkielman kannalta olennaisiin digitaalikuvantamisen kasitteisiin,
esitelldadn virtuaalimikroskopian sovelluskohteita ja ongelmia, seka esitelldan
JPEG2000-standardi, joka soveltuu hyvin virtuaalimikroskopian erityishaastei-
siin. Viidennessa luvussa eritelldan tutkimuksen tarkat tavoitteet. Kuudes luku
kasittelee kaytettyjd tutkimusmenetelmid, jonka jalkeen esitetddn saavutetut tu-
lokset ja kuvataan tuotetut ohjelmistot. Lopuksi pohditaan tuloksien vaikutuk-
sia ja kasitelldan jatkotutkimusten mahdollisuuksia.

Osa tutkielmassa kuvatuista tuloksista on julkaistu tieteellisena artikkelina
Journal of Digital Imaging -lehdessa (Liite 1). Kyseista artikkelia, tata pro gradu
-tutkielmaa seka kaikkia ndissa kuvattuja ohjelmistoja tullaan kayttdmaan osa-

na tulevaa véitoskirjaani.



2. Digitaalikuvantamisesta

2.1. Digitaalikuvan muodostus ja rakenne

Digitaalikuvantamisessa jatkuva, analoginen kuvasignaali muunnetaan dis-
kreetiksi, digitaaliseksi signaaliksi kayttden digitointilaitteistoa, esimerkiksi di-
gitaalikameraa (Kuva 4). Digitaalikamerassa muuntaminen tapahtuu tyypilli-
sesti kdyttamalla CCD-kennoa (Charge-Coupled Device), joka mittaa sen antu-
reihin saapuvaa valoenergian maaraa halutulla naytteenottotaajuudella. Mitat-
tu valoenergian madra kvantisoidaan kokonaisluvuiksi (toisinaan my®os liuku-
luvuiksi) kdyttaen A/D-muunninta (analogi-digitaali), joka on tyypillisesti si-
saanrakennettuna kameran laitteistoon. Lopputuloksena syntyy digitaalikuva I,
joka on kaksiulotteinen MxN-matriisi, jonka alkioina ovat kuvapisteet eli pikse-
lit. Pikseliin viitataan koordinaatistopisteelld (x,y), missa parametri x vastaa
matriisin rivid ja parametri y vastaa matriisin saraketta. Kuvan ensimmaista
pikselid vastaava koordinaatiston origo (x = 0, y = 0) sijaitsee tavanomaisesti
kuvan vasemmassa yldreunassa, akselien positiivisen suunnan ollessa vastaa-

vasti alas ja oikealle.

101 | 122 | 120 [ 121 | 115

90 | 121 | 109 | 118 | 119
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51 70 a9 97 | 100

75 86 86 92 99

Kuva 4. Jatkuvan, analogisen kuvasignaalin muuntaminen diskreettiin, digitaa-

liseen muotoon.

Pikselilla ei ole ennalta maarattya fyysistda muotoa, kokoa eika varia.
Yleensa pikseli on kuitenkin neli6, eika kuvan sisélla esiinny kuin yhden kokoi-
sia pikseleita. Pikselilla on arvo, joka, riippuen digitaalikuvan tyypista, voidaan
tulkita eri tavoin. Luonnollisia kohteita esittavissa kuvissa se ilmaisee kyseisen
kohdan valon intensiteetin (kirkkauden). Intensiteettiarvot esitetdan kayttden

harmaasidvykuvaa (grayscale image), jossa ne ilmaistaan eri harmaan savyilla,



alkaen mustasta ja pddtyen valkoiseen. Kédytossd olevan intensiteettiarvojen
alueen, eli toisin sanoen toistettavissa olevien kirkkaustasojen lukumaaran,
madrda kuvan bittisyvyys (bit-depth). Yleisesti bittisyvyydella tarkoitetaan
toistettavissa olevien sdvyjen lukumadadraa, joista kaikki eivat valttamatta ole
harmaan savyja. Bittisyvyys ilmaistaan bittien lukumaaralld per pikseli ja se on
yhtendinen koko kuvan alueella. Esimerkiksi 8:n bitin syvyisen kuvan (eli 8-
bittisen kuvan) pikseli voi saada arvon [0...255] (28). Pikseleiden dynaamisella
alueella (dynamic range) tarkoitetaan timan tutkielman yhteydessa myds bit-
tisyvyytta, vaikka dynaaminen alue mielletdankin usein vain digitointilaitteis-
ton ominaisuudeksi. Harmaasdvykuvan erikoistapaus on bindarikuva (bi-level
image), joka sisdltdd vain kahta intensiteettiarvoa (2'), esimerkiksi mustaa ja
valkoista.

Digitaaliset varikuvat muodostuvat useista niin kutsutuista virikanavis-
ta, joista jokainen maarittaa eri valon aallonpituuksien intensiteetin kuvan alu-
eella. Nédin ollen varikanavan voidaan ajatella vastaavan sisdlloltaan har-
maasdavykuvaa. Varikanava on niin kutsutun (kuva)komponentin erikoistapa-
us, jonka sisdltoa ei ole rajattu ainoastaan véri-informaatioon. Varikuvaa esitet-
tdessd esimerkiksi tietokoneen nadyttolaitteella, lopullisen pikselin vari muodos-
tuu varikanavien intensiteettiarvojen kombinaationa. Tavanomaisin varikuva
pohjautuu RGB-varimalliin, jossa kuva koostuu kolmesta 8-bittisesta varikana-
vasta (punaisesta, vihredstd ja sinisestd), eli kuvan pikseli I(x,y) muodostuu
kolmesta intensiteettiarvosta: I(xr,yr), I(xc,yc) ja I(xs,ys). RGB-varikuva muodos-
tetaan CCD-digitaalikameralla useimmiten kdyttden niin kutsuttua Bayer-
suodinta [Bayer, 1976]. Siind digitaalikameran CCD-kennon antureiden paalle
asetetaan suodinmatriisi, joka ldpdisee valikoidusti valon eri aallonpituuksia
(Kuva 5). Suodinmatriisi on kuvioinniltaan 25 % punainen, 50 % vihrea ja 25 %
sininen, ottaen ndin huomioon ihmissilman suuremman herkkyyden vihreélle
valolle. Lopputuloksena syntyy kolme identtisen kokoista vdrikanavaa, joiden
pikseleistd vain osalla on mitattu intensiteettiarvo. Mittaamattomien naapuri-

pikseleiden intensiteettiarvot interpoloidaan mitatuista pikseleista.
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Kuva 5. Bayer-suotimen kuviointi (a) ja RGB-varikuvan muodostaminen CCD-

digitaalikameran ja Bayer-suotimen avulla (b).

Taulukossa 1 on esitetty yleisesti kdytossa olevien digitaalikuvien bit-
tisyvyydet sekd niiden esimerkkikayttokohteet. Yhden bitin syvyytta kdytetaan
useimmiten mustavalkokuvissa. Tavanomaiset harmaasavykuvat ovat 8-
bittisid, ja tdta korkeampia harmaasavy-bittisyvyyksid kaytetdan esimerkiksi
radiologian tietokonekerroskuvauksessa (Computed Tomography, CT) ja kor-
kean dynaamiseen alueen kuvantamisessa (High Dynamic Range Imaging,
HDRI). Varikuvat ovat useimmiten 24-bittisia RGB-kuvia, mutta my0s esimer-
kiksi painotuotteissa kdytetty 32-bittinen CMYK-kuva on yleinen. Erdanlaisena
harmaasavykuvien poikkeuksena ovat niin kutsutut indeksoidut varikuvat.
Niissd eri harmaan savyt vastaavat ennalta maariteltyja variarvoja. Variarvot
sijaitsevat hakutaulukossa (lookup table, LUT), johon jokainen kuvan pikseli
viittaa. Ndin ollen esimerkiksi vain 8:n bitin syvyydelld voidaan saavuttaa hy-

vinkin luonnollisen ndkdinen varikuva.
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Taulukko 1. Yleisesti kdytossa olevat digitaalikuvien bittisyvyydet ja niiden
esimerkkikdyttokohteet.

BittisyV}fys (b.ittiﬁ Savyjen lukumadara Esimerkkikayttokohde
per pikseli)
1 2 (21 Mustavalkokuva
16 (24) Indeksoitu varikuva
8 256 (28) Tavanomainen harmaasdvykuva
16 65 536 (21°) CT-harmaasavykuva
24 ~1,7 miljoonaa (22¢) | RGB-vadrikuva
32 ~4,3 miljardia (2%) HDRI-harmaaséavykuva,
CMYK-varikuva

Digitaalikuvien resoluutiolla tarkoitetaan yleisesti joko kuvan kokoa suh-
teessa reaalimaailmaan, joka ilmaistaan pikseleinad per mittayksikko (esimerkik-
si 250 pikselid per um), tai kuvan kokoa pikseleind, joka ilmaistaan kuvan le-
veytena kerrottuna sen korkeudella (esimerkiksi 100 x 300 pikselid). Ellei toisin
mainita, tdiman tutkielman yhteydessa resoluutiolla viitataan jalkimmaiseen ta-

paan.

2.2. Kuvanpakkaus

Digitaalikuvien pakkaus voidaan jakaa kahteen osaan: 1) haviottomaan ja 2)
haviolliseen pakkaukseen. Haviottoman pakkauksen tavoitteena on tallentaa
alkuperainen kuva mahdollisimman tiiviisti siten, ettd alkuperainen kuva voi-
daan palauttaa ilman kuvainformaation havikkia. Haviollisen pakkauksen ta-
voitteena on puolestaan tallentaa kuva haviotonta pakkausta tiiviimmin siten,
ettd hyvaksytdan madratyn suuruinen kuvainformaation havikki. Haviollisesti
pakatun kuvan informaatio vaaristyy, eikd sen palauttaminen tdysin alkuperai-
sena ole mahdollista. Kdytannossad, esimerkiksi luonnollisia kohteita esittavien
varikuvien yhteydessd, ihmisen nakoaisti kykenee erottamaan haviollisesti pa-
katussa varikuvassa virheita vasta suhteellisen korkeilla pakkausasteilla. Ha-
viollisesti pakattuja kuvia, jotka nayttavat ihmiskatsojalle haviottomasti paka-

tuilta, kutsutaan ”visuaalisesti haviottomiksi”.
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Kuten mita tahansa algoritmia, pakkausalgoritmin tehokkuutta voidaan mi-
tata useilla mittareilla. Kaksi yleisinta tehokkuuden mittaria ovat pakkaussuh-
de (compression ratio) ja bittisuhde (bit-rate). Pakkausuhde maaritellaan seu-

raavasti:

alkuperai®n kuvankoko
pakkausuhd= . 2.1)
pakatunkuvankoko

Jos esimerkiksi 2 048 tavua vaativa digitaalikuva pakataan 256 tavuun, pak-
kaussuhteeksi tulee tilloin 8:1. Bittisuhde mitataan bitteind per pikseli (bpp) ja
se madritelladn seuraavasti:

N kuvankoko (bitteing)
bittisuhde= VN p (2.2)

miss0 M on kuvan leveys pikseleind ja N on kuvan korkeus pikseleina. Haviol-
lisesti pakattujen, luonnollisia kohteita kuvaavien RGB-varikuvien (24 bpp)
tyypillinen bittisuhde on alle 1 bpp, haviottoman pakkauksen yltdessa vain
noin puoleen alkuperaisesta koosta [Taubman and Marcellin, 2002]. Kuvien si-
saltimd informaatio vaikuttaa kuitenkin merkittavasti pakkaustehokkuuteen,
silla esimerkiksi suuret, yhtendistd varisavya sisdltavat alueet voidaan pakata
erittdin tehokkaasti.

Haviollisesti pakatun kuvan laatua voidaan mitata joko subjektiivisin tai
objektiviisin menetelmin. Subjektiiviseen laadun mittaukseen kaytetdan usein
yksinkertaista Mean Opinion Score (MOS) -menetelmad, jonka avulla usean ar-
vioijan mielipide keskiarvoistetaan [Ebrahimi et. al, 2004]. Menetelma on suh-
teellisen valja ja arvioinneissa voidaan esimerkiksi kadyttdd skaalaa valilla 1
(huonoin) ja 5 (paras). Menetelméan heikkoutena on luonnollisesti sen tyo6lays.
Kaksi yleisintd, objektiivista digitaalikuvan laadun mittaria, ovat keskineliovir-
heen neliojuuri (Root Mean Squared Error, RMSE) seka signaali-kohina-suhteen
huippuarvo (Peak Signal to Noise Ratio, PSNR) [Sayood, 2006]. Keskineliovir-

heen nelidjuuri maaritelldan seuraavasti:

RMSE:\/ 1 zz[l xy)-1'x ], (2.3)

MN x=1 y=1

missd M on kuvan leveys pikseleind, N on kuvan korkeus pikseleind, I on alku-

perdinen kuva, I” on havidllisesti pakattu kuva ja (x,y) viittaa kuvan pikseliar-
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voon rivilla x, sarakkeessa y. Signaali-kohina-suhteen huippuarvo kayttda hy-
vakseen keskinelidvirheen nelidjuurta, ja se on maaritelty desibeleina (dB) seu-

raavasti:

!20 —1)

PSNR= 20lo ,
Gio RMSE

(2.4)

missd D on kaytetty bittisyvyys (tavanomaisen harmaasavykuvan tai kom-
ponentin tapauksessa 8). Tyypillisen, hyvalaatuisen kuvan PSNR-arvo on va-
hintdan 30 dB [Taubman and Marcellin, 2002].

Pakkauksen lopputuloksena syntyy pakattu bittivirta (bit-stream). Pak-
kausta voidaan kutsua myos koodaukseksi (coding) ja bittivirran muodostavaa
osapuolta enkooderiksi (encoder). Bittivirran purkavaa osapuolta voidaan ni-
mittad vastaavasti dekooderiksi (decoder). Kuvanpakkausstandardeille on
tunnusomaista, ettd ainoastaan bittivirran syntaksi ja dekooderi maaritelldan.
Standardi ei ota kantaa sithen, miten enkooderi on suunniteltu. Laitteisto tai oh-
jelmisto on standardin mukainen silloin, kun sen tuottama bittivirta noudattaa
tasmalleen maariteltyd rakennetta ja se voidaan purkaa standardissa maaritel-
lyn dekooderin avulla. Ndin ollen useat kuvanpakkausstandardit ovatkin oike-
astaan kuvanpurkustandardeita. On kuitenkin yleistd, ettd standardin yhtey-
dessa viitataan joihinkin enkoodereiden referenssitoteutuksiin, jolloin standardi

on helpommin ymmarrettavassa ja lahestyttavassa muodossa.
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3. Virtuaalimikroskopiasta

Radiologia, joka sisdltdd muun muassa rontgen-, tietokonekerros- ja magneetti-
kuvauksen, on perinteisesti nahty laaketieteellisen kuvantamisen edelldakavija-
na. Useimmilla radiologian tietojarjestelmilld (Radiology Information Systems,
RIS) on tarkasti kuvatut, standardeihin perustuvat laitteisto- ja ohjelmistolii-
tynnat, jotka mahdollistavat informaation tehokkaan jakamisen eri jarjestelmien
ja kuvantamislaitteistojen valilld. Laajasti hyvaksytyn standardoinnin myota
monet kaytetyistd tekniikoista ovat kypsyneet hyvin tehokkaaseen kuvantami-
seen sekd kuvien kasittelyyn, jakeluun ja arkistointiin. Koska radiologiassa kay-
tetty kuvakoko on yleisesti korkeintaan vain muutamia kymmenid megatavuja,
kuvatiedostojen kasittely olemassa olevilla tietokone- ja verkkotekniikoilla on-
kin ollut suhteellisen helppoa jo useiden vuosien ajan.

Patologian, sytologian ja hematologian yhteydessd mikroskooppindyttei-
den sisdltimd valtava informaatiomddra on hidastanut ja vaikeuttanut niiden
digitalisoitumista. Tilanne on parantumassa, sillda nykyinen tietotekniikan taso
mahdollistaa mikroskooppindytteiden koko pinta-alan kuvantamisen virtuaali-

naytelaseiksi riittavalla optisella tarkkuudella.

3.1. Naiytteiden kuvantaminen

Jotta virtuaalindytelasien katselu saadaan muistuttamaan mahdollisimman tar-
kasti oikeaa mikroskopointia, naytteet on kuvannettava riittivan korkealla op-
tisella tarkkuudella. Tarkkuuksia valilla 0.20 ja 0.40 um per pikseli pidetaan
yleisesti tahan riittavana [Rojo et al., 2006]. Kayttamalla nain korkeita tarkkuuk-
sia, mikroskoopin nakokenttd ei kata yhtaaikaisesti kuin murto-osan kuvannet-
tavan ndytteen pinta-alasta, joten kuvantamisprosessi on suoritettava osissa.
Naytteesta kuvannetaan systemaattisesti yhden nakokentan otoksia hyodynta-
en mikroskoopin moottoroitua naytteensiirtopoytdd, jonka liikkeitd ohjataan
automaattisesti kuvantamisohjelmiston avulla. Kuvantamisen tuotoksena syn-
tyy usein tuhansia yksittdisia kuva-alkioita (tile), jotka jalkikasitelldan ja yhdis-
tetdan (stitching) ohjelmallisesti suureksi montaasikuvaksi (Kuva 6). Myos mui-
ta osittaiskuvantamiseen tarkoitettuja menetelmia kaytetaan, kuten esimerkiksi
line scanning -kuvantamistapa (Aperio Technologies, USA), jossa naytelasi osi-

tetaan pystysuuntaisiin “raitoihin” (stripe).
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Kuva 6. Mikroskooppindytteen kuvantaminen osissa, jonka tuloksena syntyvis-
ta kuva-alkioista muodostetaan yhtendinen montaasikuva. Kuva esittaa 40x-
objektiivilla kuvannettua kudosleikettd, joka on varjatty hematoksylin-eosin-

menetelmalla.

Yleinen osittaiskuvantamiseen liittyva ongelma on kuva-alkioiden sauma-
alueiden epdjatkuvuudet, jotka luovat montaasikuvaan selkedsti nakyvia arte-
fakteja (Kuva 7). Epdjatkuvuudet johtuvat esimerkiksi naytteensiirtopdydan
liikkeen epatarkkuudesta. Taman korjaamiseksi voidaan kayttaa esimerkiksi
sauma-alueita =~ pehmentavid  kuvasuotimia  tai  hyodyntaa  kuva-
analyysialgoritmeja, jotka etsivat rinnakkaisten kuva-alkioiden reuna-alueilta

yhtenevaisyyksid, joiden perusteella alkioita voidaan siirtda tai kiertaa.
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Kuva 7. Neljan kuva-alkion sauma-alueiden nakyvét epajatkuvuudet mon-
taasikuvassa. Kuva esittda 40x-objektiivilla kuvannettua kudosleikettd, joka on

varjatty hematoksylin-menetelmalla.

Tavanomaisten mikroskooppinédytteiden maksimikoon ollessa noin 20 x 30
mm, virtuaalindytelasitiedosto voi koostua jopa 40:sta gigatavusta pakkaama-
tonta kuvainformaatiota (kdyttden kolmea 8-bittista varikanavaa). Mikali virtu-
aalindytelasit ovat sytologisia tai hematologisia naytteitd, niiden kuvantaminen
on suoritettava tavanomaista korkeammalla optisella tarkkuudella (kdyttden
oljy-40x-, 6ljy-60x- tai 6ljy-100x-objektiivia) [Burthem et al., 2005]. Tdama monin-
kertaistaa tuotetun kuvainformaation maaran suhteessa tavanomaiseen kuvan-
tamiseen. Lisdksi jos kuvannetaan useampia tarkennustasoja (Z-akselin suun-
taisesti), muodostuva kuvainformaatio edelleen moninkertaistuu tarkennus-
tasojen lukumaaran kerrannaisena, jonka seurauksena lopullisen virtuaalinay-

telasitiedoston koko voi olla peréti teratavuja.

3.2. Virtuaalindytelasien katselu

Virtuaalindytelasitiedostoja voidaan kasitelld esimerkiksi tietokoneen kiintole-
vyltad, mukana kannettavalta USB-muistilta tai — kdytannollisimmin — verkko-
yhteyden yli [Lundin et al., 2004b]. Tiedostojen suuresta koosta johtuen niiden
katseluun ei ole mahdollista kdyttda tavanomaisia kuvankasittelyohjelmistoja
(kuten Adobe Photoshop®), jotka edellyttavat koko kuvainformaation lukemi-
sen tietokoneen keskusmuistiin. Tasta syystd kaikki virtuaalindytelasien katse-
luun suunnitellut ohjelmistot soveltavat niin kutsuttua on demand -periaatetta:
katseluohjelmisto lataa, purkaa ja ndyttaa virtuaalindytelasista vain kayttdjan
haluaman alueen, kayttdjan haluamalla tarkkuudella. Verkkoyhteyden yli ta-
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pahtuvassa katselussa, jossa on erityisen tarkeda valittdd vain olennainen ku-
vainformaatio, on demand -periaate tunnetaan yleisesti nimelld streaming-
periaate.

Virtuaalindytelasin mielekds katselu edellyttaa erillisen yleisnakymaikku-
nan kayttod, jossa ndytteen koko pinta-ala esitetdan kdyttaen hyvin pienta tark-
kuustasoa. Yleisndkyman avulla kdyttdjd voi nopeasti havaita, mita osaa nayt-
teestd padikkunan ndkyma edustaa. Navigointi ndytteen sisdlld voi tapahtua
tietokoneen hiiren sekd nappdimiston avulla tai vaihtoehtoisesti kdyttden eri-
tyismuotoiltuja osoitinlaitteita [Rojo et al., 2006]. Tehokas navigointi edellyttaa
mahdollisuutta “raahata” (pan) ndytettd seka tarkastella sitd eri tarkkuustasoil-
la. Tarkkuustasot voivat kuvastaa mikroskooppi-objektiivien suurennuksia
(esimerkiksi 20x tai 40x). Alkuperdinen mikroskooppindyte on talléin luonnolli-
sesti kuvannettava tarkkuudella, joka on suurempi tai yhta suuri kuin katselun

yhteydessa kaytettdva suurennus.

3.3. Virtuaalimikroskopian sovelluskohteet

Mikroskopisteilta saatu palaute osoittaa, ettd virtuaalimikroskopiaa voidaan
pitdd huomattavana parannuksena varhaisempiin digitaalisen mikroskopian
menetelmiin sekd mikroskooppeihin, joissa ndytettd tarkastellaan kahden tai
useamman okulaarin avulla [Furness, 2007]. Virtuaalimikroskopia tuo selkeita

hyotyja muun muassa seuraaville sovellusalueille:
¢ tieteellinen tutkimustyo,
¢ mikroskopian koulutus ja esitelméinti,
¢ ainutkertaisten ndytteiden digitaalinen arkistointi,
¢ Kkliininen laboratoriodiagnostiikka,
¢ kansalliset ja kansainvaliset konferenssit,
* sairaaloiden valinen konsultaatio seka
¢ laadunarviointitoiminta.

Tieteellisessa tutkimustyOssda virtuaalindytelaseja voidaan tutkia auto-
maattisilla tai puoli-automaattisilla kuva-analyysialgoritmeilla [Konsti et al.,
2008]. Kahta tai useampaa naytetta on mahdollista katsella rinnakkain tietoko-
neen naytolla vertailua ja standardointia varten [Helin et al., 2006]. Tutkimus-
julkaisuihin voidaan painettujen, ja usein heikkolaatuisten, mikroskooppindy-
tekuvien sijasta liittda linkki julkisella kuvapalvelimella sijaitsevaan virtuaali-
naytelasiin [Lundin et al., 2004a]. Nain lukijalle tarjotaan mahdollisuus tutustua
ndytteeseen kokonaisuudessaan, hyodyntaden eri suurennuksia.

Kumar et al. [2006] osoittavat virtuaalimikroskopian soveltuvan hyvin

opetuksellisiin tarkoituksiin. Nykyisin mikroskopian koulutus perustuu monil-
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ta osin edelleen ndytekuvia sisaltaviin oppikirjoihin ja diaprojektorilla esitetta-
viin kuviin. Jotta ndytekuviin saadaan opetuksen kannalta mielekasta sisaltod,
ne on esitettdva sellaisella tarkkuustasolla, joka mahdollistaa tarkasteltavien
kohteiden selkedn erottelun. Taméan seurauksena kuvat esittavit yleensa vain
hyvin pientd osaa koko ndytteesta ja ndin ollen ne vastaavat huonosti todellista
mikroskopiaa, jossa tunnetusti haasteellisinta on ndytteen diagnostisten solu-
muutosten havaitseminen. Virtuaalimikroskopiaa hyddyntamalla reaaliaikai-
nen mikroskooppikuva voidaan esittda opiskelijoille dataprojektorin vélityksel-
la. Vaihtoehtoisesti reaaliaikaista mikroskooppikuvaa voidaan myos valittaa
esimerkiksi mikrotietokoneluokan opiskelijapaétteille, jotka on liitetty yhtei-
seen lahiverkkoon. Opetuksen tueksi voidaan perustaa keskitetty kuvapalvelin,
johon on koottu opetettavan aihepiirin keskeisimmat kuvasarjat. Opintojakso-
jen tenttitilaisuudet voidaan toteuttaa vuorovaikutteisesti liittamalla kirjallisen
kokeen yhteyteen virtuaalindytelaseja ja niihin liittyvid diagnosointitehtavia.
Virtuaalimikroskopia mahdollistaa ndytteiden tallentamisen digitaaliseen
muotoon julkiseksi kuva-arkistoksi, jonka avulla ndytelasien “lainaaminen” ei
ole aikaan ja paikkaan sidottua [Waterhouse et al., 2008]. Fyysisten naytelasien
ollessa ainutkertaisia biologisia kohteita, niiden monistaminen ei ole mahdollis-
ta. Tasta syystd ndytelaseja joudutaan lainaamaan yhteisistd arkistoista, jonka
seurauksena niiden saatavuus heikkenee, ja ilman tiukasti kontrolloituja sdan-
tojd, ndytelasien kulloinenkin sijainti voi olla epdselva. Vilimatkojen kasvaessa
joudutaan turvautumaan postin vilitykselld tapahtuvaan lainaamiseen, jolloin
naytelasien kierrattaminen muuttuu hyvin aikaavievaksi ja epaluotettavaksi.
Sairaalan tai patologian laitoksen sisdisessd verkossa virtuaalindytelaseja
voidaan hyodyntdd esimerkiksi potilastapauksia kasittelevissda kokousissa ja
naytelasiseminaareissa [Lundin et al., 2004a]. Kokousten yhteydessa tarkastel-
tavat naytteet kiertdvat tavanomaisesti laitoksen sisdlld kaikkien osallistujien
kesken. Naytteiden kierratys voidaan korvata virtuaalindytteilld, joita osallistu-
jlen on mahdollista katsella henkilokohtaisilla tydasemillaan. Lisdksi kaikkia
tarkasteltavaan potilastapaukseen liittyvid ndytteitd, esimerkiksi kasvaimesta
tehtyja erikoisvarjayksid, voidaan tutkia samanaikaisesti, ja jopa paallekkain.
Tarjoamalla mahdollisuus virtuaalindytelasien katseluun internetin yli,
niitd voidaan tehokkaasti hyodyntda kansallisissa ja kansainvalisissa konferens-
seissa, sairaaloiden valisissa konsultaatioissa seka laboratorioiden valisissa laa-
dunhallintaohjelmissa [Helin et al., 2005]. Mikroskooppitutkimuksen laadun-
tarkkailun yhteydessa laadunvalvontaorganisaatio lahettda laboratoriolle pre-
paroidut ja mahdollisiman hyvin vakioidut mikroskooppindytteet diagnosoin-
tia varten. Taman avulla pyritaan selvittimdan eri laboratorioiden naytteiden

tulkintojen sekd luokittelujen yhdenmukaisuutta. Nykyisen laadunvalvonta-
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toiminnan suuri ongelma on identtisen naytemateriaalin monistaminen kaikille
osallistujille. Se on erittdin haasteellista ja monen nédytetyypin osalta jopa mah-
dotonta. Tavanomaisesti esimerkiksi kasvainndytteestd on jouduttu leikkaa-
maan useita perattdisid leikkeitd, jotka voivat olla hyvin samankaltaisia, mutta
ei koskaan identtisid. Vaihtoehtoisesti ndytteita on voitu kierrattda osallistuvien
laboratorioiden kesken postin viélitykselld. Soveltamalla virtuaalimikroskopiaa,
mikroskooppindytteiden identtisyys on taattu, nadytteiden kierrdttaminen osal-
listujien kesken voidaan valttda sekd osallistujat voivat nopeasti syottda tulos-

tiedot web-selaimen kautta.

3.4. Kohti yhtendistd kuvaformaattia

Huolimatta virtuaalimikroskopian suosion vahvasta kasvusta viime vuosien
aikana, maailmanlaajuisesti hyvaksyttyd ja yhtendistd kuvaformaattia ei alalle
ole viela vakiintunut. Kadytettdessa tavanomaisiin formaatteihin (kuten JPEG)
perustuvia virtuaalindytelaseja, kuvainformaatio joudutaan jakamaan tuhan-
siksi hyvin pieniksi kuvatiedostoiksi, johtuen formaattien sisaltamista pikseli- ja
tiedostokokorajoituksista. Pienista kuvatiedostoista lahetetdan asiakkaalle yh-
tdaikaisesti vain katseluikkunan peittaman naytealueen kattavat tiedostot (esi-
merkiksi Zoomify-jarjestelma [Zoomify, 2008]). Monet kaupalliset naytelasis-
kannerit (esimerkiksi Mirax, Carl Zeiss Microlmaging, USA; dotSlide, Olympus
UK, Iso-Britannia; ScanScope®, Aperio Technologies, USA) noudattavat tata pe-
riaatetta niiden web-pohjaisissa virtuaalimikroskopiasovelluksissa. Useat kau-
palliset organisaatiot ovat my0s kehittaneet omia kuvaformaattejaan, jotka ovat
luonteeltaan suljettuja ja yhteensopimattomia muiden kilpailijoiden formaattien
kanssa. Kilpailusta johtuen on epatodennakdistd, ettad teollisuudessa kehitetyis-
ta yksinoikeudellisista ja suljetuista kuvaformaateista tulee maailmanlaajuisesti
hyvaksyttya formaattia virtuaalimikroskopian alalla. Myoskaan tavanomaisten
kuvaformaattien rajoituksiin mukautuminen — niiden korjaamisen asemesta — ei
ole kestava ratkaisu.

Lupaava ehdokas avoimeksi ja maailmanlaajuisesti hyvaksytyksi kuva-
formaatiksi virtuaalimikroskopiassa on JPEG-standardin seuraaja, jonka nimek-
si on annettu JPEG2000.
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4. JPEG2000-standardi
Joint Photographic Experts Group (JPEG) -komitea [JPEG, 2008] on digitaaliku-

vien pakkauksen standardointiin keskittynyt jarjestd. Komitean perustajina
toimivat kansainvéliset standardointiorganisaatiot International Organization
for Standardization (ISO) seka International Telecommunications Union (ITU).
Nykyisin komitea koostuu useista yksityisen sektorin yrityksista seka julkisen
sektorin akateemisista organisaatioista. Komitean tunnetuin kuvanpakkaus-
standardi on vuonna 1992 julkaistu JPEG (ISO/IEC 10918-1 | ITU-T Recom-
mendation T.81), josta on sittemmin muodostunut yleisin kuvaformaatti luon-
nollisia kohteita esittaville digitaalikuville. JPEG-termilla tarkoitetaan yleisesti
ainoastaan standardin yhta osaa: niin kutsuttua baseline-JPEG-algoritmia, joka
perustuu perattdiseen diskreettiin kosinimuunnokseen (sequential DCT).

Vuonna 2000 julkaistu, JPEG-formaatin seuraajaksi suunniteltu JPEG2000
[Taubman and Marcellin, 2002; Skodras et al., 2001; Rabbani and Joshi, 2002] on
standardiperhe, joka hyddyntéda aallokemuunnokseen (wavelet transformation)
perustuvaa pakkausta. Perheen keskeisin osa (Part 1) on julkaistu standardina
ISO/IEC 15444-1 | ITU-T Recommendation T.800. JPEG2000-standardin kehi-
tyksen ldhtokohtana on ollut ajatus kuvatiedon pakkaamisesta vain kerran,
jonka jdlkeen se voidaan purkaa monin eri tavoin, moninaisiin tarpeisiin.
JPEG2000-kuvaformaattia kdytetaankin useilla eri tekniikan alueilla, kuten 3D-
kuvantamisessa [Schelkens et al., 2006], videonpakkauksessa [Fossel et al., 2003]
sekd satelliitti- ja ilmakuvantamisessa [Liu et al., 2005]. Virtuaalimikroskopian
nakokulmasta satelliitti- ja ilmakuvantaminen on hyvin ldhelld virtuaalinayte-
lasien katselua ja kasittelyd. Lahtokohtaisesti molemmissa tapauksissa kasitel-
laadn erittdin suuria kuvapinta-aloja, joiden hyvin suuret tietomaarat edellytta-
vat erikoisratkaisuja.

JPEG2000-standardin yhteydessa kaytettava termi koodivirta (code-
stream) viittaa sekd koodattuun kuvatietoon ettéd erindisiin markkereihin (mar-
ker) ja markkerilohkoihin (marker segments), jotka sisaltdvat muun muassa tie-
toa kuvan koosta sekd kaytetyista koodausparametreista. Ndin ollen ne toimi-
vat tavanomaisten tiedostoformaattien otsaketietojen kaltaisina apuvélineina.
Yksi koodivirta vastaa yhta JPEG2000-pakattua kuvaa, joka voi koostua useista
kuvakomponenteista, eikd koodivirta tarvitse varsinaista tiedostoformaattia
ympadrilleen. Yleensa se kuitenkin upotetaan standardissa kuvattuihin tiedosto-
formaatteihin (kuten JP2), jotka mahdollistavat monipuolisemman kuvaan liit-

tyvan oheistiedon kayton.
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4.1. Standardiperheen osat

JPEG2000-standardiperhe koostuu useista osista (Part), joista taman tekstin kir-

joitushetkelld osa kymmenen on vield standardointiprosessin alaisuudessa.

Standardiperheen osat ovat seuraavat:

Part 1 — Core coding system. Ensimmdinen osa sisaltdaa JPEG2000-
koodivirran syntaksin ja saannot seka tiedostoformaatin (JP2), jonka si-
sélle koodivirta voidaan upottaa. Osa on julkaistu standardina ISO/IEC
15444-1 | ITU-T Recommendation T.800. Koodivirran syntaksi esitel-

laan tarkemmin kohdassa 4.4. ja JP2-tiedostoformaatti kohdassa 4.2.

Part 2 — Extensions. Toinen osa laajentaa ensimmadisen osan ominai-
suuksia, esitellen muun muassa toisen tiedostoformaatin (JPX), jonka
sisdlle voidaan upottaa useita koodivirtoja. Tatd ominaisuutta voidaan
hyodyntaa esimerkiksi eri tarkennustasoilla kuvannetuissa mikro-
skooppindytteissd, joista on muodostettu kuvapino. Lisdksi toinen osa
mahdollistaa monipuolisen tekstuaalisen ja graafisen metatiedon yhdis-
tamisen haluttuihin kuva-alueisiin. Osa on julkaistu standardina
ISO/IEC 15444-2 | ITU-T Recommendation T.801.

Part 3 - Motion JPEG 2000. Kolmas osa esittelee video-
tiedostoformaatin (M]2), jossa sarja kuvia pakataan kdyttden samaa

standardin ensimmadisen osan kuvaamaa arkkitehtuuria. Osa on julkais-
tu standardina ISO/IEC 15444-3 | ITU-T Recommendation T.802.

Part 4 — Conformance testing. Neljds osa kasittelee ohjelmistojen ja lait-
teistojen yhteensopivuuden testausta standardin ensimmadisen osan
suhteen. Osa on julkaistu standardina ISO/IEC 15444-4 | ITU-T Re-

commendation T.803.

Part 5 — Reference software. Viides osa sisdltdaad standardin ensimmadisen
osan toteuttavat referenssiohjelmistopaketit, joiden ldhdekoodi on ase-
tettu vapaasti saataville. Toinen paketeista on kirjoitettu C-kielelld ja
toinen Java-kielelld. Osa on luonteeltaan vapaamuotoinen, mutta on
tastd huolimatta julkaistu standardina ISO/IEC 15444-5 | ITU-T Re-

commendation T.804.

Part 6 — Compound image file format. Kuudes osa esittelee tiedosto-
formaatin (JPM), jonka tarkoituksena on tarjota yhtendinen koostefor-
maatti erityyppisille kuville ja tekstin kuvantamiselle, jotka voidaan or-
ganisoida painokelpoiseen muotoon. JPM-formaatti tarjoaa mahdolli-
suuden kayttaa JPEG2000-pakkauksen lisaksi myos muita pakkausal-
goritmeja. Osa on julkaistu standardina ISO/IEC 15444-6.

Part 7 — Seitsemas osa on hylatty.
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e Part 8 — Secure JPEG 2000. Kahdeksas osa kasittelee turvallisuuteen ja
tietoturvaan liittyvia piirteita JPEG2000-standardin kannalta. Osa tarjo-
aa mahdollisuuden muun muassa JPEG2000-pakattujen kuvien salauk-
seen, kuvatiedon eheyden tarkastamiseen seka tekijanoikeudellisten tie-

tojen piilottamiseen kuvatiedon sekaan. Osa on julkaistu standardina
ISO/IEC 15444-8 | ITU-T Recommendation T.807.

e Part 9 — Interactivity tools, APIs and protocols. Yhdeksas osa esittelee
JPEG2000-kuvien tietoverkkovalitykseen suunnitellun tietoliikennepro-
tokollan JPEG2000 Interactive Protocol (JPIP). Osa on julkaistu standar-
dina ISO/IEC 15444-9 | ITU-T Recommendation T.808 ja se esitelldan

tarkemmin kohdassa 4.5.

e Part 10 — Extensions for three-dimensional data. Kymmenes osa on
suunniteltu 3D-kuvantamista ajatellen ja on taméan tutkielman kirjoi-
tushetkelld standardointiprosessin viimeisessa vaiheessa ennen varsi-
naista julkaisua standardina ISO/IEC 15444-10 | ITU-T Recommendati-
on T.809.

e Part 11 — Wireless. Yhdestoista osa kasittelee JPEG2000-kuvien valitta-
mista virheille alttiiden, langattomien verkkoyhteyksien yli. Osa on jul-
kaistu standardina ISO/IEC 15444-11 | ITU-T Recommendation T.810.

e Part 12 - ISO base media file format. Kahdestoista osa on JPEG- ja Mo-
tion Picture Experts Group (MPEG) -komiteoiden yhteisstandardi, joka
luo pohjan yhtendiselle, liikkkuvan kuvan pakkaamiseen tarkoitetulle
tiedostoformaatille. Osa on julkaistu standardina ISO/IEC 15444-12.

4.2. JP2-tiedostoformaatti

JPEG2000-standardin  ensimmadainen osa  esittelee  valinnaisen  JP2-
tiedostoformaatin (tavanomainen tiedostopaate ”.jp2”), johon yksi JPEG2000-
koodivirta voidaan upottaa. Kaytannossa suurin osa JPEG2000-kuvista on JP2-
muotoisia. JP2-tiedostoformaatti mahdollistaa muun muassa metatiedon, esi-
merkiksi virtuaalindytelasin ndytetyypin, upottamisen JP2-otsaketietoihin. JP2-
tiedoston rakentuu perattaisista niin kutsutuista laatikoista (box), joista osa on
valinnaisia ja osa pakollisia. Lisdksi laatikoiden jarjestys on osittain ennalta
madritelty. Laatikot voivat olla tyypiltdan ylilaatikoita (superbox), jotka sisalta-
vat toisia laatikoita. Nain laatikoiden kaytolla voidaan muodostaa JP2-
tiedostoon sisdkkdisid rakenteita. Kuvassa 8 on esitetty JP2-tiedoston pakolliset
laatikot ja niiden jarjestys. Laatikot tunnistetaan erityiselld neljan tavun mittai-
sella avainsanalla. Esimerkiksi avainsana ”jp2c” vastaa laatikkoa Contiguous
Code-stream Box, joka sisdltda koodivirran. Pakollisista laatikoista JPEG2000

Signature Box ilmaisee, ettd kyseessa on JPEG2000-perheen tiedodostoformaat-
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ti. Taman jalkeen tuleva File Type Box puolestaan kertoo kyseessd olevan JP2-
formaatti. JP2 Header Box on ylilaatikko, joka sisdltda esimerkiksi kuvan leve-
ys- ja korkeustiedot, komponettikohtaisen bittisyvyyden sekd kuvan varimallin
(kuten sRGB). Lopuksi Contiguous Code-stream Box sisaltaa itse JPEG2000-
koodivirran. Standardi mahdollistaa my06s kayttdjien omien laatikoiden luomi-

sen ja upottamisen tiedostoformaattiin.

JPEG2000 Signature Box

File Type Box

JP2 Header Box

Image Header Box

Bits Per Component Box

Color Specification Box

Contiguous Code-stream Box

Kuva 8. JP2-tiedoston pakolliset laatikot ja niiden jarjestys.

4.3. Hyddyt virtuaalimikroskopian nikékulmasta

Kohdassa 4.1. esitellyista JPEG2000-standardiperheen osista keskeisid taman
tutkielman osalta ovat ensimmadinen, toinen seka yhdeksas. Niissda on kuvattu
virtuaalimikroskopian kannalta useita merkittdvid standardiperheen ominai-

suuksia, joihin kuuluu muun muassa:

* tuki suurille kuvako’oille, joiden yldrajana on (2% — 1) x (22 — 1) pikselid,

joka teoriassa mahdollistaa eksatavu-kokoluokan virtuaalindytelasit,
¢ kuvatiedon satunnainen hajakasittely (spatial random access),
¢ skaalautuvuus resoluution ja kuvanlaadun perusteella,

* yhtendinen pakkausarkkitehtuuri haviottomaan ja haviolliseen pakka-
ukseen,

¢ tehokas haviollinen pakkaus, etenkin hyvin alhaisilla bittisuhteilla,



21

* metatiedon, eli kuvaan liittyvan oheistiedon, upottaminen standardin

madrittelemien tiedostoformaattien yhteyteen,

* koodivirran rakenteen muuntelu ilman tarvetta uudelleenpurkamiseen

ja -pakkaukseen seka

e kuvatiedon vilittaminen tietoverkkojen yli kayttden virheensietoky-

kyista tiedonsiirtoprotokollaa.

Standardi sisdltdd myos muita hyodyllisia ominaisuuksia, kuten: kuvakom-
ponenttien suuri mdard, jonka yldraja on 16 384 (2'4) kappaletta; kuvakompo-
nenttien korkea dynaaminen alue (bittisyvyys), joka voi olla jopa yli 16 bittia,
tavanomaisen komponentin dynaamisen alueen ollessa 8 bittid; mahdollisuus
harmaasavy- ja varikuvien lisdksi my06s binddrikuvien kasittelyyn kayttden sa-
maa pakkausarkkitehtuuria; haluttujen kuva-alueiden pakkaaminen eri pak-
kaussuhteilla (region of interest coding); muodostuvan koodivirran koon ennal-
tamadadrittely (rate control), jolloin esimerkiksi voidaan tehokkaasti hyodyntaa
kaikki kaytettavissa oleva tila tai kaistanleveys; sekd turvallisuuteen liittyvat
tekijat, kuten kuvaan upotettavat tekijanoikeudelliset, nakymattomat tunnis-
teet. Edelld mainitut ominaisuudet eivat kuitenkaan ole keskeisid virtuaalimik-
roskopian perustarpeiden kannalta, eika niita kasitelld tassa tutkielmassa.

Poiketen yleisesta ladketieteellisen kuvantamisen kaytannosta, haviottoman
pakkauksen kaytto ei ole edellytys virtuaalimikroskopiassa. JPEG2000-
pakkauksen ideaalitilanteessa alkuperdinen kuva pakataan kertaalleen haviot-
tomasti, ja muodostuvasta koodivirrasta puretaan tarpeen vaatiessa joko alku-
perdinen tai haviollistd pakkausta vastaava kuva. Kaytannossa haviotonta pak-
kausta ei kuitenkaan aina voida kayttdd, johtuen sen suuresta, jopa monin-
kymmenkertaisesta tilavaatimuksesta verrattuna haviolliseen pakkaukseen.
Virtuaalindytelasien pakkaamattoman koon ollessa jopa satoja gigatavuja,
kymmenien tuhansien lasien arkiston tallentaminen haviottomassa muodossa
on nykytekniikalla vield ldhes mahdotonta. Haviollista pakkausta kayttamalla
virtuaalinaytelasit voidaan tehokkaasti pakata ”visuaalisesti haviottomiksi” si-
ten, ettd ainoastaan ihmissilméan kannalta olennainen informaatio sadilytetdan ja
suuri osa redundantista kuvainformaatiosta hylataan.

JPEG2000 tarjoaa yhtendisen pakkausarkkitehtuurin riippumatta siitd,
kaytetaanko haviotonta tai haviollistda pakkausta. Kdyttamalla kuvanlaadun
vertailumenetelména signaali-kohina-suhteen huippuarvoa (PSNR), JPEG2000-
pakkauksen on todettu olevan baseline-JPEG-pakkausta tehokkaampi kaikilla
pakkaussuhteilla [Skodras et al., 2001; Rabbani and Joshi, 2002; Santa-Cruz et al.,
2002]. Mutta jos laadunarviointi pohjautuu ihmisten havainnointiin, JPEG2000-
pakkauksen paremmuus on ilmeistd vasta pakkaussuhteilla, jotka ylittavat 20:1

[Ebrahimi et al., 2004]. Kuvassa 9 on esitetty vertailu korkeasta haviollisesta
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pakkauksesta (noin 60:1) JPEG2000- ja baseline-JPEG-pakkausalgoritmien valil-
1a. Kuvasta kay ilmi korkean JPEG-pakkauksen aiheuttama ”pikseldityminen”,

vastaavan JPEG2000-pakkauksen visuaalisen lopputuloksen ollessa pehmeam-
pi.

Kuva 9. Haviéllisen JPEG2000-pakkauksen vertailu baseline-JPEG-
pakkaukseen. Alkuperdinen, pakkaamaton kuva (a); JPEG-pakattu, 0.39 bpp
(b); ja JPEG2000-pakattu, 0.39 bpp (c). Kuva esittaa 40x-objektiivilla kuvannet-

tua kudosleikettd, joka on varjatty hematoksylin-eosin-menetelmalla.

4.4. JPEG2000-pakkausalgoritmin kuvaus

JPEG2000-pakkausalgoritmi voidaan jakaa kolmeen perusosaan: 1) Esikasittely,
2) Pakkaus ja 3) Koodivirran muodostus. Algoritmin yleiskuvaus on esitetty
Kuvassa 10. Seuraavissa kolmessa alakohdassa jokainen perusosa esitelldan
omana kokonaisuutenaan. Esittelyjen yhteydessa huomioidaan myos eri koo-
dausparametrien valintaan liittyvid tekijoitd (kuten parametrien vaikutus ku-
vanlaatuun). Kattava JPEG2000-pakkausalgoritmin kuvaus 16ytyy JPEG2000-
perusteoksesta [Taubman and Marcellin, 2002] ja hieman yksinkertaistetumpi
esitys julkaisuista [Skodras et al., 2001] ja [Rabbani and Joshi, 2002].
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Alkuperdinen Esikasittely N Pakkaus N Koodivirran Pakattu
kuva muodostus kuva

Kuva 10. JPEG2000-pakkausalgoritmin yleiskuvaus.

4.4.1. Esikasittely

Esikasittely-osan (Kuva 11) ensimmadinen vaihe on alkuperdisen kuvan jakami-
nen komponentteihinsa (yleensa varikanavat). Jakamisen jdlkeen jokainen
komponentti voidaan valinnaisesti edelleen osittaa suorakulmaisiin kuva-
alkioihin (tile). Taman jalkeen — tarpeen vaatiessa — muodostuvien alkioiden (tai
komponentin, jos ositusta ei suoriteta) pikseliarvojen dynaaminen alue keskis-
tetddn nollan ymparille (DC-tason nosto). Esikasittely-osan lopuksi suoritetaan
valinnainen komponenttimuunnos, jonka avulla pyritdna vdhentamaan kom-

ponenttien valilla esiintyvia korrelaatioita.

Alkuperidinen
kuva
Komponentti #1 =~ Tile-ositus — DC-tason nosto —h ‘—F Pakkaus
Komponentti #2 ‘;- Tile-ositus — DC-tason nosto ‘—"’ — Pakkaus
--------- 3 Komponentti- E
Komponentti #3 # Tile-ositus — DC-tason nosto —*  muunnos —* Pakkaus
Komponentti #n ‘—‘w Tile-ositus — D C-tason nosto —'- —D' Pakkaus

Kuva 11. JPEG2000-pakkausalgoritmin ensimmainen osa: Esikasittely. Katko-

viivalla merkityt vaiheet ovat valinnaisia.

Tavanomaisessa RGB-varikuvassa on kolme kuvakomponenttia (punai-
nen, vihread ja sininen varikanava). JPEG2000 ei kuitenkaan ota kantaa siihen,
mikd komponenttien funktio on. Edelld mainitut varikanavat ovat vain yksi
mahdollinen vaihtoehto, eikd komponenttien lukumaéaraa ole rajattu kolmeen.
Standardi mahdollistaa jopa 2'* (16 384) komponentin kadyton, joka on hyodyl-
listd esimerkiksi fluoresenssimikroskooppindytteiden ja monikanavakuvanta-
misen (multispectral imaging) yhteydessa. Komponentteja voidaan kayttaa
my0s esimerkiksi alfa-kanavan (lapinakyvyysaste) tai kuvan paalle piirrettavan
grafiikan tallentamiseen.
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Kuvan komponentit voidaan valinnaisesti osittaa perattdisiin, suorakul-
maisiin kuva-alkioihin (tile). Operaation voidaan ajatella olevan kadanteinen ai-
emmin esitettyyn mikroskooppindytteen osittaiskuvantamiseen niahden (Kuva
6). Alkiot ovat JPEG2000-pakkausalgoritmin atominen yksikko, eli jokaisen
komponentin jokainen alkio késitelldan erillisend kokonaisuutenaan, jotka algo-
ritmin lopuksi liitetddn yhdeksi bittivirraksi. Ndin ollen kuva-alkioihin ositta-
misen avulla erittdin suuret kuvat voidaan kasitelld pienind osakokonaisuuksi-
na. Alkioita iteroimalla kuvasta voidaan nopeasti kasitelld satunnaisesti valittua
aluetta. Alkioiden koko voi olla mielivaltainen, mutta kuitenkin korkeintaan
yhtd suuri kuin komponentin koko. Lisédksi kaikkien alkioiden on oltava keske-
naan samankokoisia. Koska alkiot kasitelladn erillisind yksikkoindan, niiden ra-
ja-alueille muodostuu suurilla pakkausasteilla selkedsti nakyvia artefakteja.
Tama ilmio on yhteinen kaikkien osittaisesti kasittelevien (block-based) pak-
kausalgoritmien kesken (esimerkiksi JPEG-pakkaus, Kuva 9). Mitd pienempaa
alkion kokoa kaytetddn, sitd suurempi on raja-alueiden artefaktien maard, ja
ndin ollen heikompi kuvanlaatu (Taulukko 2) [Rabbani and Joshi, 2002]. Vas-
taavasti parhaaseen kuvanlaatuun voidaan péasta ainoastaan jattamalla ositus
suorittamatta tai kdayttamalla haviotonta pakkausta. Yksinkertaisuuden vuoksi
esittelen tassa tutkielmassa JPEG2000-algoritmista ainoastaan sellaisen version,
jossa komponenttien osittamista ei suoriteta. Nain ollen, ellei toisin mainita, al-
goritmi suoritetaan aina komponenttikohtaisesti, eli komponentti on itsessaan
yksi suuri kuva-alkio. Riippuen JPEG2000-enkooderin toteutuksesta, erittdin
suurten kuvien yhteydessa alkioihin ositus voi olla valttamatontd. Satunnaiseen
hajakasittelyyn JPEG2000 tarjoaa my0s vaihtoehtoisen tavan (perustuen niin

kutsuttuihin piireihin), joka esitellidn myohemmin alakohdassa 4.4.3.

Taulukko 2. Kuva-alkion (tile) koon vaikutus kuvanlaatuun haviollisessa pak-
kauksessa. Mukailtu ldhteesta [Rabbani and Joshi, 2002].

Bittisuhde PSNR-keskiarvo (dB)

(bittid / . .

. . Ei tile-ositusta 512x512 256x256 128x128
pikseli)

0.0625 22.82 22.73 (-0.09) | 22.50 (-0.32) | 21.79 (-1.03)
0.125 24.84 24.77 (-0.07) | 24.59 (-0.25) | 24.06 (-0.78)
0.25 27.61 27.55 (-0.06) | 27.41 (-0.20) | 26.96 (-0.65)

0.5 31.35 31.30 (-0.05) | 31.19 (-0.16) | 30.82 (-0.53)
1.0 36.22 36.19 (-0.03) | 36.11 (-0.11) | 35.85(-0.37)
2.0 42.42 42.40 (-0.02) | 42.34 (-0.08) | 42.16 (-0.26)
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Koska komponentin pikselien intensiteettiarvot on tallennettu tavanomai-
sesti etumerkittomilld kokonaisluvuilla, laskennan helpottamiseksi suoritetaan
niin kutsuttu DC-tason nosto (Direct Current level shifting), joka keskistda dy-

naamisen alueen nollan ymparille. Tama saavutetaan muuntamalla kaikkien
intensiteettiarvojen 1(X,y) esitystapa kahden komplementtiluku-pohjaiseksi

I'(X,y) seuraavasti:

'(%,y) < 1(xy)-2°7, (4.1)

missd D on kdytetty bittisyvyys. Jos intensiteettiarvot esitetddn jo valmiiksi
etumerkillisilla kokonaisluvuilla, DC-tason nostoa ei suoriteta. Noston suorit-
taminen on kuitenkin tavanomaista, varsinkin digitoitujen mikroskooppindyt-
teiden yhteydessa.

Esikasittely-osan viimeisend, valinnaisena vaiheena on komponenttien va-
listen korrelaatioiden vahentdminen suorittamalla niin kutsuttu komponentti-
muunnos. Komponenttimuunnoksen avulla redundantti kuvainformaatio va-
henee ja ndin ollen koko algoritmin pakkaustehokkuus kasvaa. Muunnos tun-
netaan myo0s yleisesti nimelld varimuunnos, silla JPEG2000-standardin ensim-
madinen osa madadrittelee komponenttimuunnoksen ainoastaan kolmelle ensim-
maiselle komponentille, joiden oletetaan vastaavan RGB-varikanavia. Standar-
din toinen osa kuitenkin laajentaa tatd koskemaan useampaa komponenttia, jol-
loin varimuunnos-termi on harhaanjohtava. Esittelen tdssa kuitenkin ainoas-
taan standardin ensimmadisen osan tarjoamat kolmen komponentin RGB-
varimuunnokset, joita on kaksi: 1) palautuva varimuunnos (Reversible Color
Transformation, RCT) ja 2) palautumaton varimuunnos (Irreversible Color
Transformation, ICT). Varimuunnosten vaikutus haviéttoman pakkauksen bit-
tisuhteeseen sekd haviollisen pakkauksen kuvanlaatuun on esitetty Taulukossa
3 [Skodras et al., 2001].

Taulukko 3. Komponenttimuunnoksen vaikutus haviottoman pakkauksen bit-
tisuhteeseen (RCT-varimuunnos) ja havidllisen pakkauksen kuvanlaatuun
(ICT-varimuunnos). Lahde: [Skodras et al., 2001].

Ilman muunnosta Muunnoksen kanssa
Havioton pakkaus 16.88 bpp 14.78 bpp
Haviéllinen pakkaus
25.67 dB 26.49 dB
(0.25 bpp)
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Palautuva RCT-muunnos on nimensa mukaisesti palautettavissa, eli muun-
noksen yhteydessa ei menetetd informaatiota. Tadstd johtuen muunnosta voi-
daan kayttaa seka haviottomaan etta haviolliseen JPEG2000-pakkaukseen. RCT-
muunnos vastaa RGB-YUV-varimallimuunnosta. YUV-varimalli koostuu yh-
destd luminanssi-komponentista (Y) sekd kahdesta krominanssi-komponentista
(U ja V). Luminanssi-komponentti edustaa pikselien valovoimaa ja krominans-
si-komponentit pikselien véri-informaatiota. RCT-muunnos on kuvattu seuraa-

vasti:

{R+ZG+BJ

Y 4

ul=| R-G |. (4.2)
V B-G

Kéaanteinen RCT-muunnos on vastaavasti kuvattu seuraavasti:

i U+V
Y_

G [ 4 J

RI=| v+c | (4.3)
B U+G

Palautumattoman ICT-muunnoksen yhteydessa informaatiota menetetdan,
johtuen kokonaislukujen muuntamisesta liukuluvuiksi. Se ei ndin ollen sovellu
haviottomaan JPEG2000-pakkaukseen, vaan sita kdytetdan ainoastaan haviolli-
sen pakkauksen yhteydessd. ICT-muunnos vastaa osittain baseline-JPEG-
algoritmissakin kaytettyd RGB-YCbCr-varimallimuunnosta. YCbCr-varimalli
on hyvin samankaltainen YUV-varimallin kanssa, silld my0s se koostuu yhdes-
td luminanssi-komponentista (Y) sekd kahdesta krominanssi-komponentista
(Cb ja Cr). Toisin kuin baseline-JPEG-algoritmin tapauksessa, ICT-muunnoksen
yhteydessd krominanssi-komponenttien alindytteistys (subsampling) ei ole suo-
siteltavaa, silldi myohemmin esiteltaivan DWT-muunnoksen avulla p&dastaan
samankaltaiseen lopputulokseen. Approksimoitu ICT-muunnos on kuvattu

seuraavasti:

Y 0.299000 0.587000 0.114000| | R
Cb|=|-0.168736 —0.331264 0.500000 | |G|. (4.4)
Cr 0.500000 -0.418688 —-0.081312 | B
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K&anteinen, approksimoitu ICT-muunnos on vastaavasti kuvattu seuraavasti:

R 1.000000 0.000000 1.402000 || Y
G |=]1.000000 —-0.344136 —0.714136 |Ch|. (4.5)
B 1.000000 1.772000 0.000000 | | Cr

4.4.2. Pakkaus

Pakkaus-osan (Kuva 12) ensimmainen vaihe on diskreetti aallokemuunnos
(Discrete Wavelet Transform, DWT), joka muuntaa Esikésittely-osasta saadun
kuvakomponentin spatiaalisesta kohdealueesta (spatial domain) DWT-
kohdealueeseen, jossa komponentti hajotetaan sen eri resoluutiotasoihin, jotka
edelleen jakaantuvat alikaistoihin (subband). Taman jdlkeen, ainoastaan haviol-
lisen pakkauksen yhteydessd, jokainen alikaista kvantisoidaan. Kvantisoinnin
avulla saavutetaan tiiviimpi pakkaus tarkkuuden kustannuksella. Pakkaus-
osan lopuksi kuvakomponentille suoritetaan entropiakoodaus, joka tiivistaa
muunnetun informaation haviottomasti. Wavelet-teoria seka DWT-
muunnoksen kattava kuvaaminen ovat timan tutkielman laajuuden ulkopuo-
lella, ja seuraavassa esitellddnkin vain DWT-muunnoksen padpiirteet. Lisdksi
entropiakoodauksessa kaytetyt kompleksiset koodausmenetelmat kuvataan

vain lyhyesti.

A HelF . Koodivirran
Esikdsittely — DWT-muunnos —* Kvantisointi [ Entropiakoodaus
g muodostus

Kuva 12. JPEG2000-pakkausalgoritmin toinen osa: Pakkaus. Kvantisointi-vaihe

sisdltdd informaation havikkia (ainoastaan haviollisen pakkauksen yhteydessa).

DWT-muunnoksessa kuvakomponentti analysoidaan ja hajotetaan eri re-
soluutiotasoihin, jotka edelleen jaetaan alikaistoihin. DWT-muunnos voidaan
suorittaa n kertaa, eli n-tasoisena. Ensimmaiselld tasolla (n = 1) komponentti ha-
jotetaan neljdan alikaistaan: LLi:, HLi, LH: seka HHi. Alikaistoista LL: sisaltad
kuvan matalat taajuudet ja se vastaa alkuperdisen kuvan 2:1 alindytteistettya
versiota, eli kuvan resoluutio puolitetaan. Kolme muuta alikaistaa sisdltavat
korkeita tajuuksia, joista kdy ilmi kuvassa esiintyvat paikalliset epdjatkuvuudet,
jotka vastaavat kuva-alueella sijaitsevia reunoja ja yksityiskohtia. DWT-
muunnosta voidaan jatkaa toiselle tasolle (1 = 2), jolloin kaista LL: jaetaan edel-
leen neljaan alikaistaan: LL2, HL,, LH: sekd HH>. Taman seurauksena LL>-kanava
pitda sisdlldan kuvan, jonka resoluutio on jalleen puoliintunut edelliseen tasoon
nahden. DWT-muunnosta voidaan jatkaa tasolle 7, jolloin viimeiselld tasolla
muodostetaan alikaistat LL»,, HL., LH» ja HH». Nain ollen n-tasoisella DWT-
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muunnoksella pakattu JPEG2000-kuva sisdltdad (n + 1) eri resoluutiotasoa.
JPEG2000-standardin ensimmainen osa rajoittaa DWT-muunnosten tasojen lu-

kumaaran 32:een. Kuvassa 13 on esitetty kaksitasoinen DWT-muunnos.

L

E‘ELE_ HI.»
HL: — HIL:
LH:|HH:

HH: LH: HH1

Kuva 13. Kaksitasoinen DWT-muunnos, joka hajottaa kuvan eri resoluu-

tiotasoihin, jotka edelleen jaetaan alikaistoihin.

JPEG2000 mahdollistaa kahden wavelet-suotimen kayton DWT-
muunnoksessa: 1) palautuva Le Gall (5-tap low-pass, 3-tap high-pass) -splini-
suodin [Gall and Tabatabai, 1988] ja 2) palautumaton, biortogonaali Daubechies
(9-tap low-pass, 7-tap high-pass) -splini-suodin [Antonini et al., 1992]. Le Gall -
suodinta voidaan kayttaa seka haviottomadan ettd haviolliseen pakkaukseen,
siind missd Daubechies-suodinta voidaan kayttda ainoastaan haviolliseen pak-
kaukseen. Daubechies-suodin tuottaa kuvanlaadullisesti paremman lopputu-
loksen, mutta on laskennallisesti vaativampi (Taulukko 4) [Rabbani and Joshi,
2002]. Laskennallinen kompleksisuus johtuu siitd, ettd Daubechies-suodin kayt-
taa liukulukuaritmetiikkaa, Le Gall -suotimen hyddyntdessa kokonaislukupoh-
jaista aritmetiikkaa.

Taulukko 3. Palautuvan Le Gall -suotimen sekd palautumattoman Daubechies-

suotimen vaikutus kuvanlaatuun. Lahde: [Rabbani and Joshi, 2002].

Bittisuhde (bit- PSNR-keskiarvo (dB)
tid / pikseli) Palautumaton (Daubechies) Palautuva (Le Gall)
0.0625 22.82 22.37 (-0.45)
0.125 24.84 24.37 (-0.47)
0.25 27.61 27.04 (-0.57)
0.5 31.35 30.74 (<0.61)
1.0 36.22 35.48 (-0.74)
2.0 42.42 41.33 (-1.09)
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DWT-muunnoksen yhteydessa muodostuvia alikanavia ja resoluutiotasoja
on mahdollista kasitelld aivan kuten tavanomaisia kuvia. Esimerkiksi aiemmin
esitelty osittaiskuvantaminen (Kuva 6), ja siihen liittyva montaasikuvan raken-
taminen voidaan suorittaa DWT-muunnoksen yhteydessa (Kuva 14) [Ortiz et
al., 2007]. Tasta on kaksi hyotya: 1) kuvantamisprosessin kokonaissuoritusaika
nopeutuu, silld yksittdisista kuva-alkioista ei tarvitse rakentaa valiaikaista mon-
taasikuvaa, josta pakataan lopullinen JPEG2000-kuva ja 2) kuva-alkioiden valis-
ten sauma-alueiden epdjatkuvuudet pehmentyvat, johtuen DWT-muunnoksen

luonteesta kasitelld koko kuvan pinta-alaa yhtend kokonaisuutena.

v
o
A

Kuva 14. Kuva-alkioiden yhdistiminen DWT-muunnoksen yhteydessa. Lahde:
[Ortiz et al., 2007].

DWT-muunnoksen jidlkeen, mutta ainoastaan haviollisen pakkauksen yh-
teydessd, siirrytaan kvantisointi-vaiheeseen, joka on vastuussa koko pakkaus-
prosessin suurimmasta informaatiohdvikistd. Kvantisointi-vaiheessa DWT-
muunnoksessa syntyneiden alikanavien naytteiden (niin kutsutut wavelet-
kertoimet — wavelet coefficient) tarkkuutta vahennetdan tiiviimman pakkauk-
sen saavuttamiseksi. JPEG2000-standardin ensimmaisessd osassa tama suorite-
taan kayttamalld skalaarikvantisointia. Kvantisointiaskeleen koko A, ilmais-
taan suhteessa alikanavan b dynaamiseen alueeseen, joka puolestaan maaray-
tyy alkuperdisen kuvakomponentin bittisyvyyden perusteella. Mita suurempi
askelkoko valitaan, sitd suurempi on tarkkuuden menetys ja vastaavasti tehok-
kaampi pakkaus. Standardi mahdollistaa usean kvantisointiaskelkoon kayton
eri alikanavien yhteydessda, mutta sallii kuitenkin vain yhden per alikanava.

Kvantisointiaskeleen koon dynaaminen muuttaminen onkin yksi mahdollinen
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tapa, jolla voidaan kontrolloida muodostuvan kuvan lopullista bittisuhdetta
(rate control). Kvantisoinnin lopputuloksena jokainen wavelet-kerroin muun-
tuu kokonaisluvuksi, riippumatta sen aiemmasta esitysmuodosta. Alikanavan b
wavelet-kertoimen ¢, (X, y) kvantisoitu kokonaislukuarvo q,(X,y) voidaan las-

kea seuraavasti:

0y (X, y) = sigr{c, (x, y)] VC" (AX yMJ : (4.6)

Pakkaus-osan viimeinen vaihe on entropiakoodaus, jossa alikanavien wa-
velet-kertoimet enkoodataan lopullista bittivirtaa varten. Enkoodauksen yh-
teydessa jokainen alikanava jaetaan edelleen pienempiin, suorakulmaisiin koo-
diblokkeihin (code-block). Koodiblokkien leveys voi olla kooltaan 2+ ja korke-
us 2¥, missa x ja y ovat [2...10], ja leveyden ja korkeuden summan on oltava va-
hintdaan 12. JPEG2000-standardin koodivirtaa rajoittavista yhteensopivuuspro-
fiileista (conformance profiles) ensimmdinen (Profile-0) mdarda koodiblokin
kooksi joko 32 x 32 tai 64 x 64. Tatd pienemmat koodiblokit aiheuttavat kuvan-
laadullisesti heikomman lopputuloksen (Taulukko 4) [Rabbani and Joshi, 2002].

Taulukko 4. Koodiblokin koon vaikutus kuvanlaatuun. Lahde: [Rabbani and

Joshi, 2002].
Bittisuhde PSNR-keskiarvo (dB)
(bittid / pik-
) 64 x 64 32 x 32 16 x 16 8x8
seli)
0.0625 22.82 22.78 (-0.04) 22.62 (-0.20) | 22.27 (-0.55)
0.125 24.84 24.78 (-0.06) 24.57 (-0.27) | 24.13 (-0.71)
0.25 27.61 27.52 (-0.09) 27.23 (-0.38) | 26.63 (-0.98)
0.5 31.35 31.22 (-0.13) 30.84 (-0.51) | 30.04 (-1.31)
1.0 36.22 36.09 (-0.13) 35.68 (-0.54) | 34.70 (-1.52)
2.0 42.42 42.28 (-0.14) | 41.83(-0.59) | 40.70 (-1.72)

Entropiakoodauksessa koodiblokit enkoodataan kayttden bittitasokooda-
usta (Bit-Plane Coding, BPC) sekad aritmeettista koodausta. Standardiin on valit-
tu BPC-koodaukseen monimutkainen EBCOT-algoritmi (Embedded Block Co-
ding with Optimized Truncation) [Taubman, 2000] ja aritmeettiseen koodauk-
seen MQ-kooderi, jota hyodynnetaan esimerkiksi JBIG2-standardissa [ISO/IEC
14492, 2000]. Entropiakoodauksessa koodiblokit kasitelldan omina yksikkoi-
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naan, jolloin ne eivét riipu ymparistosta ja ndin ollen saavutetaan esimerkiksi
tehokkaampi satunnainen hajakasittely. Nimensa mukaisesti entropiakoodaus-
osan aloittavassa bittitasokoodauksessa alikanava jaetaan tasoihin, joiden tark-
kuus on yksi bitti. Ndin ollen niiden voidaan ajatella vastaavan bindarikuvaa,
jonka pikselin arvona on joko 0 tai 1. Eli jos alikanavan, johon koodiblokki kuu-
luuy, bittisyvyys on D, sen alueella olevat koodiblokit jaetaan D tasoon. Taman
jalkeen jokainen bittitaso enkoodataan vuorollaan kayttaen kolmea EBCOT-
algoritmin vaihetta, joissa bittitasojen kontekstista, eli wavelet-kertoimien
muodostamasta naapurustosta, etsitdan keskindisia riippuvuuksia. Prosessi
aloitetaan tasosta, joka vastaa wavelet-kertoimien eniten merkitsevda bittia
(MSB) ja iteroidaan aina vahiten merkitsevaan bittiin (LSB) (Kuva 15). Konteks-
ti-informaatio syotetaan MQ-kooderille, joka luo koodiblokikohtaisen, pakatun

bittivirran.
MSE > koodi-
blolklki
bittitasot
LSE

wavelet-kerroin J

Kuva 15. Bittitasokoodauksen periaate, jossa koodiblokki ja sen sisaltamat wa-

velet-kertoimet jaetaan yhden bitin tasoihin. Tasot kasitellaan yksi kerrallaan,

alkaen eniten merkitsevasta bitista (MSB) ja paatyen vahiten merkitsevaan bit-
tiin (LSB).

Siina missa JPEG2000-kuvan skaalautuvuus resoluution perusteella saavu-
tetaan DWT-muunnoksen ominaisluonteesta, entropiakoodauksen lopputulok-
sena luodut, koodiblokkikohtaiset bittivirrat mahdollistavat kuvan skaalautu-
vuuden laadun perusteella. EBCOT-algoritmin yhteydessa koodiblokeille
muodostetaan niin kutsuttuja katkaisupisteitd (truncation point), jotka toimivat
eri laatukerrosten (quality layer) erottelevina tekijoind. Laatukerrosten avulla
alkuperdisestd kuvasta voidaan purkaa laadultaan erilaisia versioita. Tama
mahdollistaa esimerkiksi hyvin karkean esityksen kayttamisen, jolloin kuvasta

puretaan vain hyvin pieni maara informaatiota, joka voidaan nopeasti valittaa
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esimerkiksi rajoitettua kaistanleveyttd noudattavan verkkoyhteyden yli. Jotta
skaalautuvuusominaisuudet sekd satunnainen hajakasittely ovat mahdollisia,

lopullisen JPEG2000-koodivirran rakenne on organisoitava huolellisesti.

4.4.3. Koodivirran muodostus

Lopullinen JPEG2000-koodivirta muodostetaan yhdistimalld entropiaenkoo-
dauksessa pakatut, koodiblokkikohtaiset bittivirrat yhteindiseksi bittivirraksi.
Koodivirran sisilla koodiblokkikohtaiset bittivirrat jarjestetdan halutulla tavalla
ja koodivirtaan liitetddn tarvittavat, seka valinnaiset, markkerit ja markkeriloh-
kot. Koodivirran organisointiin JPEG2000 tarjoaa koodiblokkien ja laatukerros-
ten lisdksi kaksi muuta kasitetta: piiri (precinct) ja paketti (packet).

Piirit ovat DWT-kohdealueen vastine spatiaalisen kohdealueen tavalle ja-
kaa JPEG2000-kuva tile-osituksen avulla, joka mahdollistaa kuvan satunnaisen
hajakasittelyn. Kuten tile-osituksen, my06s piirien kaytto on valinnaista. Koska
koodiblokki on maaritelty DWT-kohdealueella alikanavakohtaisesti, kuvan
spatiaalisen alueen pikseliarvot muodostuvat eri alikanavien koodiblokkien
yhdistelméan perusteella, joten yhdella koodiblokilla ei ole suoraa vastaavuutta
kuvan spatiaalisen alueen kanssa. Vastaavuus voidaan luoda kayttamalla piire-
ja. Piiri yhdistdda DWT-resoluutiotason LLs alikanavien HLa1, LHa1ja HHaw koo-
diblokit spatiaalisesti korreloiviin ryhmiin (Kuva 16). Yksi piiri voi koostua
useista koodiblokeista ja yksi koodiblokki kuuluu ainoastaan yhteen piiriin. Pii-
rin leveys on rajoitettu olevan 27, missa n on kokonaisluku ja 1< n<15. Piirin
korkeus on vastaavasti rajoitettu olevan 27, missd n on kokonaisluku ja
1< n<15. Eri resoluutiotasoilla voidaan kayttaa eri kokoisia piirejd, ja jos piirin
koko on pienempi kuin kaytettavan koodiblokin koko, koodiblokin kokoa raja-
taan kyseiselld resoluutiotasolla piirin koon mukaiseksi. Tehokkaan hajakasitte-
lyn kannalta piirin koko on oltava riittavan pieni, silla jos se on hyvin suuri, pii-
rin vaikutus ulottuu suureen spatiaaliseen kuvapinta-alaan, ja pientd aluetta
kasiteltdessa saatetaan joutua purkamaan hyvinkin paljon ylimaaraisia koodi-
blokkeja. Vastaavasti jos piirin koko on hyvin pieni (kuten 4 x 4), satunnaisen
hajakasittelyn tehokkuus karsii, silla tavanomaisen katseluikkunan alue (esi-
merkiksi 1280 x 1024 pikselid) vastaa satoja piirejd. Lisdksi tama rajoittaa koodi-
blokin kokoa. Tyypillinen piirin koko on joko vastaava kuin koodiblokin koko

tai hieman suurempi.
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o A

L JIT_ a+2 H L q+2 koodiblokla

LHao | HHae HL a1 "\

|y piiri

L

LHa+z HHdH

Kuva 16. DWT-resoluutiotason LLs alikanavien HLs1, LHa+1ja HHa+1 jakaantumi-

nen piireihin, ja edelleen koodiblokkeihin.

JPEG2000-koodivirta muodostuu perattdisista paketeista, jotka ovat koo-
divirran perusyksikko. Paketti P, ), vastaa yhden kuvakomponentin ¢, yhden

resoluutiotason 7, yhden piirin p sisdltamien koodiblokkien yhta laatukerrosta I.
Paketit organisoidaan koodivirran sisdllda haluttuun progressiojarjestykseen
(progression order), johon standardin ensimmainen osa tarjoaa viisi mahdollis-
ta tapaa (joissa “layer” vastaa laatukerrosta ja “position” vastaa piirid): 1)
Layer-Resolution-Component-Position (LRCP), 2) Resolution-Layer-
Component-Position (RLCP), 3) Resolution-Position-Component-Layer (RPCL),
4) Position-Component-Resolution-Layer (PCRL) ja 5) Component-Position-
Resolution-Layer (CPRL). Progressiojarjestys organisoi paketit sisakkaisiin sil-
mukkarakenteisiin, jotka nopeuttavat joidenkin ominaisuuksien kasittelya tois-
ten kustannuksella. Esimerkiksi progressiojarjestys LRCP tarjoaa nopeimman
iteroinnin laatukerrosten perusteella (laatuskaalautuvuus), mutta hitaimman
spatiaalisen alueen hajakasittelyn. Vastaavasti progressiojarjestys PCRL tarjoaa
nopeimmain spatiaalisen alueen hajakasittelyn, mutta hitaimman iteroinnin laa-
tukerrosten perusteella. Progressiojarjestysta voidaan vaihdella tile-kohtaisesti.

JPEG2000-koodivirta muodostuu yhdesta padotsakkeesta (main header),
joka sisdltda koodivirran yleisluontoista tietoa, sekda yhdesta tai useammasta
tile-virrasta (tile-stream), joita yksinkertaisimmassa tapauksessa (ilman tile-

ositusta) on yksi kappale. Yksi koodivirta voi sisaltad korkeintaan 65 535 tile-
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virtaa. Jokainen tile-virta sisaltdd oman tile-otsakkeen, joka sisaltad kyseista tile-
osaa koskevaa tietoa. Jokainen tile-virta jaetaan edelleen yhteen tai useampaan
tile-virta-osaan (tile-part), jotka sallivat yhtendisen progressiojarjestyksen kay-
ton koko kuvan alueella, vaikka kéytettdisiinkin tile-ositusta. Yksi tile-virta voi
sisdltdd korkeintaan 255 tile-virta-osaa. Vastaavasti tile-virta-osat koostuvat
omista otsakkeistaan (tile-part header), jotka muodostetaan kuten tile-
otsakkeet, mutta siséltavat rajoitetun maaran tietoa. Tile-virta-osien pituus ta-
vuina kuvataan 32-bittiselld tarkkuudella (neljan tavun etumerkiton kokonais-
luku), jolloin sen sisdltdima pakattu tieto on rajoitettu neljdan gigatavuun. Lo-
pulta jokainen tile-virta-osa jakaantuu edelleen paketteihin (my0s ei yhtdan pa-
kettia sisaltavat tile-virta-osat sallitaan). Paketeilla on niin ikdan oma otsake,
joka sisdltaa esimerkiksi tiedon paketin koosta. Paketin oma otsaketieto mah-
dollistaa muun muassa tehokkaan virheensietokyvyn, jolloin tiedonsiirrossa
aiheutunut virheen vaikutusala on hyvin rajattu. Koodivirran rakenne on esitet-
ty Kuvassa 17.

Pasdotsake | H Tile-virta e H Tile-virta
H | Tile-virta-osa . H | Tile-virta-osa
H Paketti o H Paketti

Kuva 17. JPEG2000-koodivirran rakenne. Kirjain H tarkoittaa otsaketietoa.

Koodivirran kaikki otsaketiedot koostuvat markkereista ja markkeriloh-
koista. Markkerit ovat kahden tavun mittaisia; esimerkiksi FF4F: vastaa niin
kutsuttua Start Of Code-stream -markkeria (SOC), joka ilmoittaa koodivirran
alkamiskohdan. Markkerilohkot puolestaan koostuvat yhdestd markkerista se-
ka siihen liittyvasta parametrilistasta. Eri otsakkeilla (siis paaotsake, tile-virran
otsake, tile-virta-osan otsake ja paketin otsake) on oma, rajattu joukko kaytetta-
vissd olevia markkereita ja markkerisegmentteja. Naitd on lukuisia, eikd niita
kuvata tdssd yhteydessa tarkemmin. Pohjimmiltaan JPEG2000-koodivirta ra-

kentuu siis paketeista, markkereista ja markkerilohkoista.

4.5. JPIP-tietoliikenneprotokolla
JPEG2000-standardiperheen yhdeksds osa sisdltaa JPIP (JPEG2000 Interactive

Protocol) -tietoliikenneprotokollan kuvaksen, joka on tarkoitettu asiakas—
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palvelin-pohjaiseen JPEG2000-kuvien valittamiseen tietoverkkojen yli [Taub-
man and Prandolini, 2003]. JPIP hyédyntda paaasiallisesti tiedonsiirtoon ole-
massa olevaa HTTP/1.1.-protokollaa, mutta my6s TCP- ja UDP-protokollia voi-
daan kayttaa. JPIP jakaa JPEG2000-koodivirran elementit (esimerkiksi padotsa-
ke, tile-osat, piirit ja metatieto) niin kutsuttuihin datasdiliéihin (data-bin), jotka
voidaan valittdd palvelimelta asiakkaalle mielivaltaisessa jarjestyksessa. JPIP-
palvelimen ldhettdmad kuvainformaatio tunnistetaan MIME-mediatyyppilld
“image/jpp-stream”, jos kyseessd on piiri-pohjainen kuva ja MIME-
mediatyyppilld “image/jpt-stream”, jos kyseessd on tile-pohjainen kuva. Naita
kutsutaan yhteiselld nimelld JPIP-virroiksi. JPIP-virta koostuu sarjasta JPIP-
viestejd, joista jokainen sisdltaa osia (tai kaiken) yhden datasiilion sisallosta.
JPIP-virrat ovat itsendisid esityksid kuvan eri osista ja niitd voidaan vapaasti
yhdistdd muodostamaan uusia JPIP-virtoja. JPIP-virtojen ja datasdilioden itse-
ndisyyden ansiosta tietoverkkojen luontainen epavakaisuus ei ole ongelma
JPIP-pohjaisessa kuvatiedon valityksessa.

JPIP kayttaa valimuistipohjaista tiedonvalitysarkkitehtuuria, jossa asiak-
kaan valimuistin lisdksi my06s palvelin sisdltdd asiakaskohtaisen véalimuistin
mallin (Kuva 18). Asiakaskohtaista valimuistin mallia pdivitetdan ajoittain vas-
taamaan asiakkaan vadlimuistin tilaa. Vdlimuisti voi olla pysyvéaluontoinen, toi-
sin sanoen se voidaan tallentaa esimerkiksi kiintolevylle, mutta se voi my®0s olla
tilapdinen, keskusmuistissa pidettivd muistipuskuri. Asiakkaalla on lisdksi
mahdollisuus itse ilmoittaa palvelimelle valimuistin tilan muutoksista, jolloin
palvelin pdivittdd mallia vastaamaan uutta tilaa. My0s palvelimen tdaytyy huo-
lehtia siitd, etta kuvatiedoston muutoksen yhteydessa kyseiseen kuvaan liitty-
vat vélimuistien mallit tyhjennetdan ja tieto muutoksesta valitetdan asiakkaille.
Viélimuistiperustaisen arkkitehtuurin tehokkuuden takaamiseksi asiakas—
palvelin-toiminnallisuus on eristetty varsinaisesta JPEG2000-koodivirran pur-
kamisesta. Asiakkaan véalimuistin voidaan ajatella olevan aluksi tyhja runko
palvelimella sijaitsevalle JPEG2000-kuvalle. Loppusovellus, esimerkiksi virtuaa-
lindytelasien katselusovellus, valittad JPIP-asiakaskomponentille katseluikku-
nan ndkymid, jotka vailitetddn edelleen JPIP-palvelimelle. Palvelin vastaa na-
kymapyyntoihin muodostamalla JPIP-virtoja, jotka siséltavat kaiken, vain osan
tai ei lainkaan pyydetyn nakyman kuvainformaatiosta. Pddtos tasta tehdaan
asiakkaan valimuistin mallin perusteella, josta kdy ilmi, mitd osia kuvasta asi-
akkaalla on jo tallennettuna. Muodostuvat JPIP-virrat ldhetetaan JPIP-
asiakaskomponentille, joka tallentaa ne asiakkaan valimuistiin, jolloin tyhja ku-
van runko tdyttyy paloittain. Loppusovellukselle ilmoitetaan uuden kuvain-
formaation saapumisesta, jonka perusteella sovellus voi renderdida valimuisis-

ta halutun ndkyman nayttolaitteelle.
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Asiakas Falvelin
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Kuva 18. Vélimuistia ja JPIP-protokollaa hyodyntava asiakas—palvelin-
arkkitehtuuri JPEG2000-kuvien valittamiseen.
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5. Tavoitteet

Tama tutkielma rakentuu kolmen vuoden tutkimustyon tuloksista, jotka perus-

tuvat padosin kaytannon ohjelmistojen toteutukseen. Tutkielman tiivistetyt ta-

voitteet sekd kehitettyjen ohjelmistojen nimet ovat seuraavat:

1.

Osittaiskuvantamisessa muodostuvien kuva-alkioiden yhdistiminen suureksi
montaasikuvaksi siten, ettd alkioiden sauma-alueilla ei ole selkedsti nikyuvi
epijatkuvuutta (LargeMontage).

Montaasikuvan luomisen yhdistiminen kuvantamislaitteistoon siten, etti pro-
sessi saadaan tiaysin automatisoitua (DirObserver). Yhdistaiminen on tar-
peen tehdd mahdollisimman yleiskdyttoiseksi ja laajennettavaksi, jotta
jatkossa kehitettavat ohjelmistot voidaan liittdd osaksi automatisoitua

prosessia.

Virtuaalimikroskopian kannalta optimaalisen [PEG2000-koodivirran paramet-
risoinnin midrittely. Koska JPEG2000-standardia kaytetaan hyvin moni-
naisiin tarkoituksiin, sen kayttd virtuaalimikroskopiassa edellyttaa so-

pivien koodivirtaparametrien maarittelemista.

JPEG2000-standardia hyodyntivien ohjelmistojen kehitys virtuaalimikrosko-
pian tarpeisiin (JVS-ohjelmistopaketti). Ohjelmistopaketti koostuu kol-
mesta erillisesta JPEG2000-sovelluksesta: (i) virtuaalindytelasien pak-
kausohjelmisto (JVScomp), (ii) virtuaalindytelasien katseluohjelmisto
(JVSview) seka (iii) virtuaalindytelasien kuvapalvelinohjelmisto
(JVSserv). Lisaksi ohjelmistopaketin kdyttiman XML-muotoisen meta-

tiedon rakenne kuvataan formaalisti XML-skeemana (JVSschema).

JPEG2000-standardin suorituskyvyn testaus. Testauksella tutkitaan onko
JPEG2000-pakkaus riittdvan nopeaa, jotta se voidaan liittdad osaksi au-
tomaattista naytelasien kuvantamista. Lisdksi tutkitaan JPIP-
protokollan soveltuvuutta laajamittaiseen virtuaalindytelasien kuva-

palvelinkayttoon.
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6. Menetelmat

6.1. LargeMontage-ohjelmiston kehitys

LargeMontage-ohjelmisto toteutettiin Java-ohjelmointikielelld (versio 1.5.0)
[Sun, 2008a], jolloin sita voidaan kayttaa lahes kaikilla tavanomaisilla kayttojar-
jestelmilld. LargeMontage hyodyntaa Java Advanced Imaging (versio 1.3.3-
alpha) [Sun, 2008b] seka Java Advanced Imaging Image I/O Tools (versio 1.1-
alpha) [Sun, 2008c] -kirjastoja, jotka sisaltavat useita monipuolisia kuvankasitte-
ly- ja kuva-analyysityokaluja. LargeMontage on suunniteltu itsendiseksi, ko-
mentorivipohjaiseksi sovellukseksi, mutta sita voidaan kayttda myos lisdosana
(plugin) vapaaseen ImageJ-kuva-analyysiohjelmistoon [Rasband, 2008]. Lisaksi
LargeMontage hyodyntdd Image]-ohjelmiston TurboReg-lisdosaa [Thévenaz,
2008] kuva-alkioiden automaattisessa asemoinnissa. Ohjelmiston kehityksen

apuvilineena kaytettiin Eclipse-ohjelmointiymparistoa [Eclipse, 2008].

6.2. DirObserver-ohjelmiston kehitys

DirObserver-ohjelmisto toteutettiin C++-ohjelmointikielellda kayttden Microsoft
Foundation Classes (MFC) -kirjastoa [Microsoft, 2008a]. Ohjelmisto on suunni-
teltu 32-bittisille Microsoft Windows®-kayttojarjestelmille. Ohjelmiston kehityk-
sen  apuvdlineend  kaytettin  Microsoft ~ Visual = Studio 2005 -

ohjelmointiymparistod [Microsoft, 2008b].

6.3. Virtuaalindytelasien kuvantaminen testauskayttoon

Testauskdyttoon tarkoitetut virtuaalindytelasit kuvannettiin kayttden Zeiss
Axioskop 40 -mikroskooppia (Carl Zeiss Microlmaging, USA), joka oli varustet-
tu 10%-, 20x- ja 0ljy-40x-objektiiveilla sekda moottoroidulla naytteensiirtopoydal-
la (Marzhauser Wetzlar, Saksa). Kuvat digitoitiin CCD-varikameralla (QICAM
Fast, Qimaging, Kanada; kolme 8-bitin varikanavaa; resoluutio 1388 x 1036
pikselid; pikselin koko 4.65 um). Kuvantamisprosessia kontrolloitiin Surveyor-
ohjelmistolla (Objective Imaging, Iso-Britannia, ohjelmistoversio 5.03) kayttden
Windows® XP -tybasemaa. Surveyor-ohjelmisto vastasi naytteensiirtopoydan ja
tarkennuksen ohjaamisesta. Tavanomaisten histologisten naytteiden lisaksi sy-
tologisia ndytteitd sisiltavia virtuaalindytelaseja kuvannettiin kdyttden usean
tarkennustason kuvantamistapaa (Z-Stack). Muodostuneet kuva-alkiot tallen-
nettiin pakkaamattomana kayttden BMP-tiedostoformaattia ja niista luotiin
montaasikuva joko kdyttaen Surveyor-ohjelmiston sisidanrakennettua toimintoa

tai edelld kuvattua LargeMontage-ohjelmistoa.
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6.4. JPEG2000-koodivirran parametrien optimointi

JPEG2000-koodivirran parametrien optimointi perustui teoreettisiin tietoihin
standardin ominaisuuksista, visuaaliseen arviointiin kuvan latautumisessa,
vuorovaikutusasteeseen navigoinnin yhteydessd (raahaus ja tarkkuustason
vaihto) sekd pakkausprosessin vaatimaan aikaan. Testaukset suoritettiin kayt-
tden hyvin monipuolisia Kakadu kdu_compress (versio 5.2.2) sekda kdu_show
(versio 5.2.2) -ohjelmistoja [Taubman, 2008].

6.5. JVS-ohjelmistopaketin kehitys

Kolme erillistd ohjelmistoa (JVScomp, JVSview ja JVSserv) sisdltivan JVS-
ohjelmistopaketti toteutettiin C++-ohjelmointikielelld. Ohjelmistopaketti on
suunniteltu 32-bittisille Microsoft Windows®-kayttojarjestelmille, mutta sita
voidaan kayttdd myoOs 64-bittisilla Microsoft Windows®-kayttojarjestelmilla.
JVScomp hyodyntaa ECW JPEG 2000 SDK -ohjelmistokehysta [ERM, 2008] seka
libjpeg- [1JG, 2008] ja LibTIFF-kirjastoa [Warmerdam, 2008]. JVSview seka
JVSserv perustuvat Kakadu JPEG2000 Framework -ohjelmistokehykseen
[Taubman, 2008] ja kayttavat Microsoft Foundation Classes (MFC) -kirjastoa
[Microsoft, 2008a]. Ohjelmistopaketin kehityksen apuvilineena kaytettiin Mic-
rosoft Visual Studio 2005 -ohjelmointiymparistoa [Microsoft, 2008b].

6.6. JPEG2000-suorityskykytestaus
JPEG2000-pakkaustestaukset sekad JPIP-nopeustestaukset suoritettiin Windows®

XP -tyOasemalla, joka oli varustettu tuplaydinprosessorilla, 3 gigatavulla kes-
kusmuistia, kahdella ATA-kiintolevylla (ilman RAID-tukea) sekd 100 megabitin
verkkoyhteydelld. Testauksissa kdytetyn virtuaalindytelasin yleisndakyma on
esitetty Kuvassa 19. Se on kooltaan 42 865 x 57 222 pikselid ja se muodostuu
kolmesta 8:n bitin varikanavasta, jolloin sen vaatima tila on noin 6.9 gigatavua.
Virtuaalindytelasi tallennettiin pakkaamattomana binddrimuotoiseksi PPM-
tiedostoksi (Portable Pixmap). Lisdksi virtuaalindytelasista luotiin joukko pie-

nemman resoluution versioita, puolittamalla resoluutio jokaisella askeleella.
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Kuva 19. Yleisnakyma JPEG2000-testauksissa kaytetysta virtuaalindytelasista.
Kuva esittaa 40x-objektiivilla kuvannettua eturauhasnaytettd, joka on varjatty

hematoksylin-eosin-menetelmalla.

JPEG2000-pakkauksen nopeutta optimaalisilla koodivirran parametreilla
mitattiin kdyttden itse kehitettya JVScomp-pakkausohjelmistoa. Pakkausproses-
sin aikana valvottiin prosessorikuormitusta, keskusmuistin kayttod, kiintolevyn
kuormitusta ja sen keskimadaraisid luku- ja kirjoitusjonojen pituuksia (read and
write queue lengths).

Kuvien jakelua JPIP-protokollan avulla mitattiin kayttden itse kehitettya
JVSserv-ohjelmistoa, jota lisdksi verrattiin vaihtoehtoista kuvapalvelintekniik-
kaa hyodyntavaan Zoomifyer EZ™ -ohjelmistoon (versio 3.0) [Zoomify, 2008].
Siind missa JVSserv toimii itsendisena palvelinsovelluksena, Zoomifyer kayttaa
ulkoista HTTP-palvelinta kuvatiedon valittamiseen. Suosittu Apache HTTP -
palvelin (versio 2.2.4) [Apache, 2008] valittiin tdhan tarkoitukseen. Mittaus ja
vertailu suoritettiin kdyttden simulaatiota, jossa 10 ldhiverkkoon liitettya tyo-
asemaa kukin simuloivat 10:td asiakasta, muodostaen ndin 100:n asiakkaan jou-
kon. Jokaisella asiakkaalla oli oma testikuva, joka kopioitiin paanaytteesta (Ku-
va 19). Palvelimen ja asiakkaiden valimuistit olivat asetettu pois kadytosta. Simu-

laatioiden aikana tarkkailtiin palvelimen kiintolevyn lukujonon pituutta, pro-
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sessorikuormitusta, verkkoyhteyden kuormitusta, keskusmuistin kayttoa seka
arvioitiin subjektiivisesti asiakkaiden katselukokemuksen vuorovaikutusastet-

ta.
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7. Tulokset

7.1. LargeMontage-ohjelmisto

LargeMontage-ohjelmisto kehitettiin osittaiskuvantamisessa syntyvien kuva-
alkioiden yhdistamiseen montaasikuvaksi siten, ettd kuva-alkioiden saumojen
valiset epdjatkuvuudet eivét ole visuaalisesti havaittavissa. Yhdesta kuvannet-
tavasta mikroskooppindytteestd syntyy tuhansia kuva-alkioita, jotka mikro-
skooppia kontrolloiva ohjelmisto tallentaa tilapdisesti kiintolevylle. Kyseista
hakemistoa kdyttden LargeMontage lukee kuva-alkiot rasterijarjestyksessa (siis
kuva-alkiorivi kerrallaan, ndytteen vasemmasta yldareunasta alkaen) ja tuottaa
naistd yhden suuren montaasikuvan. Kuva-alkioille maaritelldan joko kiinteat
vaaka- ja pystysuuntaiset paallekkaisyydet (overlap) pikseleina tai vaihtoehtoi-
sesti hyodynnetaan algoritmia, joka kohdistaa kuva-alkiot automaattisesti toi-
siinsa nahden [Thévenaz, 1998]. Prosessoinnin yhteydessa kuva-alkiot voidaan
kasitelld unsharp mask -suotimella, joka monissa tapauksissa parantaa virtuaa-
lindytelasin laatua teravoimalla kuvaa, sitda kuitenkaan liikaa vaaristamatta. Li-
sdaksi kuva-alkioiden sauma-alueita voidaan pehmentda kayttden convolve-
suodinta. Pehmennys on hyddyllinen silloin kun kuva-alkioiden asemointi ei
onnistu tdydellisesti ja sauma-alueilla esiintyy nakyvia epdjatkuvuuksia. Ku-
vassa 20 on esitetty neljan kuva-alkion sauma-alueilla esiintyva epdjatkuvuus,
joka johtuu virheellisesta alkioiden asemoinnista, sekd vastaava kuva-alue pro-

sessoituna LargeMontage-ohjelmistolla.
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Kuva 20. Virheellisen asemoinnin aiheuttama epadjatkuvuus neljan kuva-alkion
sauma-alueilla montaasikuvassa (a) ja LargeMontage-ohjelmistolla prosessoitu

vastaava alue, jossa epajatkuvuus on visuaalisesti hdivytetty (b).

Ohjelmisto voi vastaanottaa syotteend useita kuva-alkioiden tiedostofor-
maatteja (kuten JPEG, BMP ja PNG) sekd kykenee tuottamaan montaasikuvan
useissa tiedostoformaateissa (kuten PNM-formaattiperhe ja TIFF). PNM-
formaattiperhe koostuu formaateista Portable Bitmap (PBM) -formaatista bi-
nadrikuville, Portable Graymap (PGM) -formaatista harmaasavykuville ja Por-
table Pixmap (PPM) -formaatista varikuville. PNM mahdollistaa yli neljan giga-
tavun tiedostokoon, joka on yleinen raja tavanomaisten kuvatiedostoformaatti-
en (kuten TIFF) yhteydessa. Kuvan kokoa koskevat rajoitukset johtuvat yleensa
32-bittisestd rakenteesta tiedoston tavu- tai pikselikoon maarittelyn yhteydessa.
Ohjelma kykenee tuottamaan my06s JPEG2000-muotoisen montaasikuvan, mut-
ta sen parametrisointi on suurilta osin JAI-kirjaston kiintedsti maarittelema, ei-
ka se ole optimaalinen virtuaalimikroskopian kannalta. Néin ollen, etenkin suu-
rien virtuaalindytelasien yhteydessd, montaasikuva on suositeltavaa luoda esi-
merkiksi PPM-formaattiin, jonka jalkeen se voidaan pakata JPEG2000-muotoon
erillisohjelman avulla (esimerkiksi JVScomp-ohjelmisto, joka esitelldan myo-
hemmin).

LargeMontage-ohjelmistoa voidaan kayttdaa joko komentoriviltd tai graafi-
sen kayttoliittyman avulla (Kuva 21). Lisaksi sitd voidaan kutsua sekd Image]-

lisdosien etta -makrojen kautta. Kayttdja maarittelee ohjelmalle
* ensimmadisen kuva-alkion sijainnin,

* muodostuvan montaasikuvan sijainnin ja tiedostoformaatin,
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kuva-alkioiden lukumaaran rivi- ja sarakekohtaisesti,

kuva-alkioiden vaaka- ja pystysuuntaisen paillekkdisyyden (overlap)
pikseleing,

kuva-alkioiden vaaka- ja pystysuuntaisen kumulatiivisen siirtyman
(shift) pikseleing,

unsharp mask -suotimen voimakkuuden,

kuva-alkioiden sauma-alueiden pehmennyksessa kaytettivan convol-

ve-suotimen voimakkuuden,
haviollisen JPEG2000-pakkauksen voimakkuuden,

automaattisen  asemointialgoritmin sovelluskohteet (kuva-alkioiden
pystysuuntainen paallekkaisyys ja vaaka- sekd pystysuuntainen kumu-
latiivinen siirtyma),

kaytettavan kuva-alkioiden rivijarjestyksen seka

muita pienempid ohjelman suoritukseen liittyvia yksityiskohtia.

L LargeMontage {¥1.07) ﬂ

Base image file |c:15pecimen1ti|eDDD_bmp

output file |c:1mnntage.ppm

Rows IE_
Columns IE_

Horizontal overlap 65 |20 px
Yertical overdap () * (30 px
Fixed X shit |10  px
Fixed ' shit |5 px
Lnsharp masking Iﬂ
Seam smoathing Iﬂ
Compression ™ (Mo
¥ * owerlap registration [ Snake-like row ordeting
[ shift registration ™ Special source numbering

[~ ¥ shift registration [~ Predefined SWE file
¥ werbose output

* approximate if registration is used
**used only with JFEGZ2000

o]+ | Cancell

Kuva 21. LargeMontage-ohjelmiston graafinen kayttoliittyma.
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Kuva-alkioiden nimedmiseen hakemiston sisdlld ohjelmisto tarjoaa kaksi
mahdollisuutta: 1) tiedostonimen loppuosa on numeroitu juoksevasti valilla
[0...n1] (esimerkiksi “tilel.bmp”, “tile2.bmp”, “tile3.bmp” ja niin edelleen) tai 2)
kuva-alkion tiedostonimi on muotoa “tileXXXYYY.bmp”, missda XXX on kol-
mimerkkinen sarakkeen numero ja YYY on kolmimerkkinen rivin numero, en-
simmadisen alkion ollessa 000000. Jos kdytetddn automaattista kuva-alkioiden
asemointia, pystysuuntainen (eli kuva-alkioiden vaakasaumojen vélinen) paal-
lekkdisyysarvo on vain approksimaatio, jota asemointialgoritmi kayttaa hyo-
dykseen. Approksimointitarkkuus riippuu suurelta osin kuvan sisaltamasta in-
formaatiosta, mutta riittdvan tarkan lopputuloksen saavuttamiseksi sen on ol-
tava muutaman kymmenen pikselin kokoluokkaa. Jos automaattista asemointia
ei kdytetd, pystysuuntaista paallekkaisyyttd kaytetdan kiintednd arvona. Vaa-
kasuuntainen (eli kuva-alkioiden pystysaumojen valinen) paéllekkdisyys on ai-
na kiinted arvo. Kumulatiivinen siirtyma on korjausarvo, joka lisdtdan jokaiseen
kasiteltavaan kuva-alkioon. Esimerkiksi vaakasuuntaisen kumulatiivisen siir-
tyman ollessa 5 pikselid, rivin ensimmaistd kuva-alkiota siirretddan (perus-
asemoinnin lisdksi) 5 pikselid alaspdin, rivin toista alkiota edelleen 5 pikseliad
alaspdin ja niin edelleen. Kumulatiivinen siirtyma auttaa kompensoimaan mik-
roskoopin ndytteensiirtopdydan mekaanista epatarkkuutta, josta aiheutuu yli-
maadrdista X- ja Y- suuntaista liikettd. Kuva-alkiot luetaan oletusarvoisesti raste-
rijdrjestyksessd, mutta ohjelma tukee my06s vuorottaista (”snake-like”) rivijarjes-
tystd (Kuva 22), jota kdytetdan minimoimaan mikroskooppipdydan liikkeiden

epatarkkuudesta johtuvaa poikkeamaa, joka vaikuttaa sauma-alueiden paal-

lekkaisyyteen.
1 2 3 4 1 2 3 4
5 b 7| 8 g 7| 6 5
9 |10 |11 | 12 9 |10 |11 | 12
I e 13

Kuva 22. Kuva-alkioiden rasteririvijarjestys (a) ja vuorottainen rivijarjestys (b).

LargeMontage on julkaistu GNU General Public License (GPL) -lisenssin
[FSF, 2008] alaisuudessa ja ohjelman JAR-paketti, joka sisdltda kdannetyt luok-
katiedostot seka lahdekoodin, on saatavilla osoitteessa

http://iki.fi/vtuo/software/largemontage/. Ohjelman verkkosivuilla on my0s
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saatavilla referenssiaineistoja, joiden avulla ohjelman toimintaa on mahdollista

testata.

7.2. DirObserver-ohjelmisto

DirObserver-ohjelmisto kehitettiin montaasikuvan luomisen yhdistamiseen ku-
vantamislaitteistoon siten, ettd prosessi saadaan automatisoitua. Ohjelmistoa
voidaan lisdaksi hyodyntaa muihinkin tarkoituksiin, esimerkiksi kuvantamisen
jalkeen suoritettaviin jatkokasittelyihin (esimerkiksi JPEG2000-pakkaus). Oh-

jelman graafinen kayttoliittyma on esitetty Kuvassa 23.

#*® MyAnalyzelob.do - DirObserver o [m] S

Basze directory [which the program observes for new content]

j

Id: hapeCimensh Browse...

v Obszerve newfiles [ Obzerve new subdirectaries Cantaining string: I.tif

Commands [one per line, executed when new content iz detected]

copy $PATH o\ $MAME

o hanalvzeranalyzer. exe -input oA EMAME -output o hresult st
del $FPATH

del c:hEMARE

Yariables: $HAME = name of the new file or subdirectony
FPATH = full path of the new file or subdirecton [excluding the lazt 4]
FFORE. = execute command in own process [can be inzerted anpwhere]

Options

Baze directon scan interval: I 20 zecondz
File zize testing interval: I 15 seconds

[T Consider content modified since |22 102007 « | |15:20:02 —! 3z new
[l

[+ Skip remaining commands on eroneous command return svalue
[T Stop on emoneous command returs value

Status

. Stopped.
Load... | Save... I

About. . I Wiew log... | | Obzerve I Stop | Exit I

Kuva 23. DirObserver-ohjelmiston graafinen kayttoliittyma.

DirObserver tarkkailee hakemistopuiden sisdltdjen muutoksia ja reagoi
nithin suorittamalla kayttdjan maarittelemia komentosarjoja (Algoritmi 1).
Kayttdja maarittelee tarkkailtavan hakemiston, jonka sisdltoa voidaan tarkastel-
la tiedosto- ja alihakemistokohtaisesti. Lisaksi tdta voidaan edelleen tarkentaa

siten, ettd tiedostojen tai alihakemiston nimien on sisallettava haluttu merkkijo-
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non osa. Komentosarja kirjoitetaan yksi komento per yksi rivi -muotoon, joiden
yhteydessd voidaan kdyttaa apumuuttujia $NAME (uuden, havaitun tiedoston
tai alihakemiston nimi ilman hakemistopolkua), $PATH (uuden, havaitun tie-
doston tai alihakemiston nimi hakemistopolun kera) ja $FORK (komennon suo-
rittaminen uudessa prosessissa). Komennon suorittamisella eri prosessissa voi-
daan tehokkaasti hyodyntaa moniydinprosessoreilla varustettua ajoymparistoa.
Padhakemiston tarkkailu suoritetaan joka n. sekunti, missa n on kdyttdjan maa-
rittelema aika. Ohjelman havaitessa uuden tiedoston (alihakemiston tapaukses-
sa sen sisdltimdn uusimman tiedoston), jonka viimeisin muutosaika ei ole
muuttunut sitten edellisen tarkkailukierroksen, tiedoston kokoa tarkkaillaan #.
sekunnin ajan, missd #n on kadyttdjan maarittelema aika. Jos timan ajan kuluessa
tiedoston koko pysyy samana, DirObserver suorittaa kayttdjan maaritteleman
komentosarjan. Kayttdjalla on mahdollisuus ilmoittaa ohjelmalle aloitusaika,
jonka perusteella ohjelma tulkitsee onko tiedosto tai alihakemisto uusi (aiheut-
taen komentosarjan suorituksen) vai vanha (komentosarjaa ei suoriteta). Lisaksi
kayttdja voi komentovirheen ilmaantuessa maaratd ohjelman pysdyttdmaan
komentosarjan suorituksen tai hyppaamaan joidenkin komentojen yli ennen
seuraavaa tarkkailukierrosta. Lopuksi ohjelma tarjoaa loki-ominaisuuden seka

profiilien lataus- ja tallennusmahdollisuuden.

Algoritmi 1 DirObserver-ohjelmiston suorittama paahakemiston tarkkailualgo-

ritmi.

1: if kdyttaja méadritellyt sisallon uutuuden paivamaaran perusteella then

2 aloitusAika <— kayttdjan madrittelemd aloitusaika

3: else

4: aloitusAika <— jarjestelman aika

5: valmisLista <— padhakemiston tiedostot ja alihakemistot, joiden viimeinen muutosaika on

vanhempi kuin aloitusAika

6: while joka n. sekunti, missa n on kayttdjan maaritteleméd padhakemiston tarkkailuaika do
7 tarkkailulista <— paahakemiston tiedostot ja alihakemistot, joiden viimeinen muutosaika
on uudempi tai yhtd suuri kuin aloitusAika

8: for jokainen tiedosto tai alihakemisto x [ tarkkailulista do

9: if x on muuttunut sitten edellisen tarkkailukierroksen then

10: if tiedostoon (tai alihakemiston uusimpaan tiedostoon) ei kirjoiteta m
sekuntiin, missa m on kayttajan madrittelema tarkistusaika then

11: suorita kayttdjan madrittelemd komentosarja

12: poista x tarkkailulistalta

13: valmisLista <— x
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DirObserver on julkaistu GNU General Public License (GPL) -lisenssin
[FSF, 2008] alaisuudessa ja ohjelman binaaritiedostot (eli suorituskelpoiset tie-
dostot) seka lahdekoodi on saatavilla osoitteessa

http://iki.fi/vtuo/software/dirobserver/.

7.3. Optimaalinen JPEG2000-koodivirran parametrisointi
JPEG2000-standardin tehokkaan soveltamisen edellytyksend virtuaalimikro-
skopiassa on optimaalisesti parametroitu JPEG2000-koodivirta. Tdman para-

metrisoinnin tulokset on tiivistetty Taulukossa 5.

Taulukko 5. JPEG2000-koodivirran optimaalinen parametrisointi virtuaalimik-

roskopian tarpeisiin.

JPEG2000-koodivirran parametri Parametrin arvo
Pakkaussuhde (haviollinen) 25:1-30:1
Wavelet-suodin Palautumaton
DWT-muunnostasojen lukumaara 10
Tile-ositus Ei tarpeen
Progressiojarjestys RPCL
Tile-virta-osat 1
Piirin koko 128 x 128
Koodiblokin koko 64 x 64
Laatukerrokset 1
PLT-markkerilohkot Kaytetaan

Virtuaalimikroskopiassa haviollisen pakkauksen kaytto on pakollista, joh-
tuen suuresta kuvainformaation maarasta. Gao et al. [2003] ovat osoittaneet, et-
td korkean pakkaussuhteen omaavia, haviollisesti pakattuja kuvia voidaan
kayttda patologian diagnostisissa tutkimuksissa. Pakkaussuhteiden 25:1 — 30:1
kaytto virtualinaytelasin alueilla, jotka sisdlsivdt solu- tai kudosalueita, tuotti-
vat lopputuloksen, jossa kuvan alkuperdiselld resoluutiolla ei ollut silmin ha-
vaittavia, hairitsevid artefakteja. Eri JPEG2000-pakkaussuhteiden vertailukuvat
loytyvat tutkimuksen yhteyteen perustetuilta web-sivuilta

(http://jvsmicroscope.uta.fi/examples/).

Kahden JPEG2000-standardin mahdollistaman wavelet-suotimen (palau-
tumaton Daubechies ja palautuva Le Gall) valilld paremmaksi vaihtoehdoksi
valittiin palautumaton suodin, sen tuottaessa paremman visuaalisen lopputu-
loksen. Jotta virtuaalimikroskopiaan olennaisesti liittyva virtuaalindytelasin

yleisndkyma olisi mahdollinen, DWT-muunnostasojen lukumadaran on oltava
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riittdvan suuri, jotta kuvasta saadaan purettua riittivan pienen resoluution ver-
sio. Yleisndkymaresoluution ollessa kokoluokkaa 256 x 256 pikselid, sopivan
DWT-muunnostasojen lukumaaran 150 megapikselin virtuaalinaytelasille (450
megatavua pakkaamattonta kuvainformaatiota) arvioitiin olevan 8, jonka jal-
keen kuvainformaation nelinkertaistuessa muunnostasojen lukumaéaara nousee
yhdelld. Ndin ollen pdadyttiin sopivaan DWT-muunnostasojen lukumaaraan
10, joka riittaa poikkeuksellisen suurillekin virtuaalindytelaseille, vaikka pie-
nempien ndytelasien tapauksessa se luo joitakin turhia resoluutiotasoja.

Koska JPEG2000-standardi tarjoaa tehokkaan satunnaisen hajakasittelyn
piirien avulla, tile-osituksen kayttod ei ndhty tarpeellisena, johtuen sen aiheut-
tamista haitoista kuvanlaatuun. Standardin mahdollistaessa 255 tile-virta-osan
(kokorajoitus 4 GB) kdyton yhden tile-virran sisélld, ilman tile-ositusta luodun
kuvan maksimikoko on 4GB* 255=1TB, joka vastaa kymmenien teratavujen
kokoista pakkaamatonta kuvaa. Yhden tile-virta-osan katsottiin olevan riittava
suurillekin virtuaalindytelaseille, mutta lukumdara voidaan kuitenkin tarpeen
vaatiessa kasvattaa. Progressiojarjestys Resolution-Position-Component-Layer
(RPCL) havaittiin suotuisimmaksi jarjestykseksi sen tarjotessa nopeimman reso-
luutiotaso-saannin yleisndkymadikkunaa varten, joka ladataan ja naytetdan vir-
tuaalindytelasin avauksen yhteydessa. Lisdksi se tarjoaa nopean satunnaisen
hajakasittelyn piirien avulla. Koska progressiojdrjestyksen vaihtelusta saman
kuvan sisdlld ei ole virtuaalimikroskopian kannalta hyotya, yhden tile-virta-
osan katsottiin olevan taltakin kannalta riittava. JPIP-palvelimen ndkokulmasta
optimaalinen piirin koko vastaa koodiblokin kokoa, mutta timd aiheuttaa lo-
kaalin katselun yhteydessd satunnaisen hajakésittelyn hidastumista. JPIP-
palvelin pystyy kuitenkin dynaamisesti muuntamaan alkuperdisen koodivirran
piirin kokoa ilman tehokkuushéviota [Taubman and Prandolini, 2003]. Nain ol-
len sopivaksi piirin kooksi valittiin standardin teknisten ominaisuuksien perus-
teella 128 x 128 ja sopivaksi koodiblokin kooksi 64 x 64. Nopeiden verkkoyhte-
yksien ollessa edellytys virtuaalimikroskopian soveltamisessa, useiden laatu-
kerrosten kayton hyoty havaittiin ainoastaan hyvin hitailla JPIP-yhteyksilla. Sa-
tunnaisen hajakasittelyn tehostamiseksi tile-virta-osan otsakkeeseen on suotui-
saa sijoittaa pakettien pituudet maarittelevd PLT-markkerilohko. Jos pakattu
kuva ylittda nelja gigatavua, jonka seurauksena tile-virta-osien lukumaaraa on
nostettava, on lisaksi hyodyllista sijoittaa tile-virta-osien pituudet maarittava

TLM-markkerilohko koodivirran padotsakkeen sisdan.

7.4. JVS-ohjelmistopaketti

JVS-ohjelmistopaketti kehitettiin demonstroimaan JPEG2000-standardin sovel-
tuvuutta virtuaalimikroskopiaan. Ohjelmistopaketti on padosin suunniteltu

™

Windows® 2000 ja XP -kayttojarjestelmille, mutta se on myos Windows Vista
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yhteensopiva. Virtuaalindytelasien JPEG2000-pakkausohjelmisto JVScomp on
julkaistu  vapaan ldhdekoodin lisenssin alaisuudessa ja JVSview-
katseluohjelmiston seka JVSserv-palvelinohjelmiston bindaritiedostot (eli suori-
tuskelpoiset tiedostot) on julkaistu vapaaseen, ei-kaupalliseen kayttoon. Lisaksi
ohjelmistopaketin rinnalle kehitettiin XML-skeema JVSschema, joka kuvaa
formaalisti JVS-ohjelmistopaketin kdyttaman metatiedon rakenteen. Ohjelmis-
topaketti on saatavilla tutkimuksen yhteyteen perustetuilta web-sivuilta

(http://jvsmicroscope.uta.fi/). Web-sivusto sisdltdd my06s julkisen JPIP-

palvelimen sekd useita virtuaalindytelasikokoelmia, joiden katselu onnistuu

JVSview-ohjelmiston avulla.

JVScomp. Tama ohjelmisto tuottaa optimaalisesti parametrisoituja JPEG2000-
virtuaalindytelaseja, joita voidaan katsella ja jakaa JVSview- sekd JVSserv-
ohjelmistojen avulla (Taulukko 6). JVScomp on komentorivipohjainen ja se
noudattelee kohdassa 7.3. esitettyja optimaalisia koodivirran parametreja. Oh-
jelmisto kykenee vastaanottamaan useita eri syOtetiedostoformaatteja (kuten
PPM, BMP ja JPEG) ja se sisdltdd tuen tuplaydinprosessori-ympadristoille, jotka
tunnistetaan automaattisesti. Vaikka muodostuvan koodivirran koon ennalta
maadritteleminen on hyddyllinen JPEG2000-standardin ominaisuus, se ei ole vir-
tuaalimikroskopian kannalta merkityksellinen, jossa tavoitteena on yleensa
mahdollisimman pieni koodivirran koko annettuun laatutasoon ndhden. Ta-
man vuoksi JVScomp on suunniteltu suorittamaan JPEG2000-pakkaus mahdol-
lisimman tehokkaasti noudattaen kdyttdjan maarittelemda lopullisen pakkaus-
suhteen arviota (target compression ratio). Virtuaalindytelasien tapaukesssa
tama arvio on pakkaussuhde, jota kdytetdan solu- ja kudosalueilla. Vastaavasti
jos virtuaalindytelasi sisdltdd paljon alueita, jotka ovat erityisen herkkid pakka-
ukselle (esimerkiksi homogeeniset taustalasialueet, jotka eivat sisdlld kudosta),
JVScomp kayttda nailld alueilla tiiviimpaa pakkausuhdetta. Ndin ollen saavute-

taan suurempi kokonaispakkausuhde seka pienempi tiedostokoko.
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Taulukko 6. JVScomp JPEG2000-virtuaalindytelasien pakkausohjelmiston kes-

keisimmat ominaisuudet.

Ominaisuuksien lista

Optimoitu JPEG2000-koodivirran parametrisointi virtuaa-

limikroskopian tarpeisiin

Pakkaustehokkuus maksimoitu ilman ennakoitavaa tiedos-
tokokoa

Tuki tuplaydinprosessoreille
Tuki useille eri syotetiedostoformaateille (kuten PPM, BMP
ja JPEG)

JVSview. Tama ohjelmisto on JPEG2000-virtuaalindytelasien katselusovellus, jo-
ka toimii identtisesti sekd paikallisten nédytelasien katselun etta verkon yli ta-
pahtuvan JPIP-pohjaisen katselun yhteydessa (Taulukko 7). Ohjelma on graafi-
nen sovellus, jonka kayttoliittyma on esitetty Kuvassa 24. JVSview tarjoaa kayt-
tdjdlle yleisndkymadikkunan, joka nédyttda virtuaalindytelasista pienen tarkkuus-
tason version. Yleisndkyman rinnalla on paanakymad, joka esittda (yleensd) vain
pientd kuvan aluetta, jonka sijainti koko ndytteen kontekstissa esitetddn yleis-
nakymadikkunassa punaisella suorakaiteella. Ohjelmiston tarjoamat tarkkuusta-
sot kuvastavat eri mikroskooppiobjektiiveja. Kdyttdja voi navigoida naytetta
hiirelld “raahaamalla”, kdyttamallda nuolindppdimid tai valitsemalla haluttu
alue yleisndakymaikkunasta. Ohjelmisto tarjoaa kayttajdlle mahdollisuuden saa-
tdd kuvan kirkkautta, kontrastia seka varikylldisyytta. Virtuaalindytelasi voi-
daan esittdd tdyden ruudun katselutilassa, jonka avulla voidaan maksimoida
kaytettavissa oleva kuvapinta-ala. Lisdksi JVSview tarjoaa usean nayttolaitteen
tuen, jonka avulla tdyden ruudun katselutila levitetdaan kaikille kdaytossa olevil-
le nayttolaitteille. Naytteiden katselun vuorovaikutteisuus riippuu kaytetyn
laitteiston tehokkuudesta. Riittivan nopeaan katseluun kdy tavanomainen yh-
den prosessorin tydasema, mutta JVSview tukee myos moniydinprosessoreilla

varustettuja laitteistokokoonpanoja, jolloin JPEG2000-proesssointi nopeutuu.
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Taulukko 7. JVSview JPEG2000-virtuaalindytelasien katseluohjelmiston keskei-

simmat ominaisuudet.

Ominaisuuksien lista

Kuvien paikallinen katselu & etdkatselu hyodyntaen JPIP-protokollaa

Koko naytteen kattava yleisnakymaikkuna

Mikroskooppiobjektiiveja vastaavat tarkkuustasot

Navigointi hiirella seka nappaimistolla

Kirkkauden, kontrastin ja varikyllaisyyden sadatomahdollisuus

Tayden ruudun katselutilassa usean nayttolaitteen tuki

Tuki useille kuvatasoille (kuten tarkennustasot)

Kuvaan liittyvan oheistiedon ja haluttujen kuva-alueiden (ROI) tal-

lentaminen XML-metatietona

Toiminnallinen linkki ulkoisen kuva-analyysiohjelmiston kanssa

(Image])

_;":' J¥Sview - jpip:/ /jwvsmicroscope.uta.fi:2211/cyto2_pl,2,3.jpx _|EI|£|
File Edit Wiew Tools Help

[ {44444
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(NN EENNNNNERNNNNNNNNNNNERNNNNNNENNl

General |Image|nf0| ROl I Adiustmentsl
Magnification  [+/- keyz or mouse wheel] ‘ '*-T"

2:4| 5:-:| 1D:-c| ZDHI 4D>:| SD:-:I ; .
Mavigation [armow keps or panning) -

Focus [PoUp/FPalown keps or
right movsze button + wheel) ™

#
] :
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/

Kuva 24. JVSview JPEG2000-virtuaalindytelasien katseluohjelmiston graafinen
kayttoliittyma.
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JPEG2000-standardin kaytté mahdollistaa monia uusia virtuaalimikro-
skopian sovelluskohteita, joiden esittelemiseksi JVSview-ohjelmistoon on sisal-
lytetty tarkennustaso-ominaisuuden. Taman avulla kayttdja voi vapaasti vaih-
della eri soluja tai kudosta esittdvien kuvakerrosten valilla, jotka ovat kuvan-
nettu eri tarkennustasoilla (katso esimerkkeja web-sivuilta

http://jvsmicroscope.uta.fi/examples/). Tarkennustasojen kdytto tapahtuu siten,

ettd kaksi tasoa naytetdan paallekkdin osittain lapindkyvina ja niiden ldpindky-
vyyssuhdetta muutetaan kayttdjan manipuloidessa liukukosketinta (esimerkik-
si kun tarkennustaso a esitetdaan 25 % lapindkyvyydelld, niin talloin tarkennus-
taso b esitetaan 75 % lapinakyvyydelld). Lisaksi JVSview tarjoaa mahdollisuu-
den upottaa virtuaalindytelasitiedostojen otsakkeisiin tekstuaalista metatietoa,
joka voi sisdltda esimerkiksi kuvantamistarkkuuden, kyseessd olevan elimen
nimen, histopatologisen diagnoosin seka kaytetyn varjaysmenetelman. Metatie-
to on upotettu JP2- tai JPX-tiedostoformaattiin XML-muotoisena, jonka rakenne
on kuvattu formaalisti kdyttden JVS-ohjelmistopaketin rinnalle kehitettyda XML-

skeemaa JVSschema (http://jvsmicroscope.uta.fi/jvsschema/). Metatietoa voi-

daan lisdtd ja muokata kdyttaen JVSview-ohjelmiston sisadltamia tyokaluja. Me-
tatiedon kaytto on tarkoitettu pddasiallisesti ndytekokoelmiin, joihin ei liity po-
tilastietoja (esimerkiksi opetuskayttoon tarkoitetut kokoelmat). Metatietoa
hyodyntamalld JVSview tarjoaa mahdollisuuden maaritella ja tallentaa virtuaa-
lindytelasiin mielenkiintoisia kuva-alueita (Region Of Interest, ROI), jotka maa-
ritelldadn halutun kokoisella ja varisella ellipsilld seka tekstilld, joka ndytetdaan
hiiren kursorin ollessa kyseisen alueen pdalld (Kuva 25). Liséaksi virtuaalindyte-
lasin sisaltamat ROI-alueet esitetdaan kayttdjdlle yleisndkymaikkunassa graafisin
symbolein ja tekstuaalisena listana, joilla kayttdja voi nopeasti siirtyd halutulle
alueelle. JVSview sisaltaa toiminnallisen linkin Image]J-kuva-
analyysiohjelmiston [Rasband, 2008] kanssa. Tama tarjoaa helpon tavan analy-
soida kuvan pituuksia ja pinta-aloja seka suorittaa esimerkiksi partikkelilasken-
taa (kuten kuvassa nakyvia soluja ja tumia) kayttden Cell Counter -lisdosaa [De
Vos, 2008].
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Kuva 25. JVSview-ohjelmiston tarjoama mielenkiintoisten nakymadalueiden (Re-
gion Of Interest, ROI) maarittely ja tallennus kayttden metatietoa.

JVSserv. Tama ohjelmisto on JPEG2000-virtuaalindytelasien kuvapalvelin, joka
kayttda tiedonsiirrossa JPIP-protokollaa (Taulukko 8). Palvelinta voidaa halli-
noida sekd komentoriviltd ettd graafisen kayttoliittyman avulla (Kuva 26).
JVSserv perustuu kdu_server-ohjelmistoon [Taubman, 2008], jota on muutettu
lisdaamalla graafinen kayttoliittymd, poistamalla kuvan kokoon liittyvia rajoi-
tuksia sekd muuttamalla palvelimen viestinvalitysjdrjestelmada. Tastd syysta
JVSserv-ohjelmistoa tulisi kdyttad ainoastaan JVS-ohjelmistopaketin yhteydes-
sd. JVSserv tukee useita yhtaaikaisia asiakasyhteyksia seka kayttaa tavanomais-
ta jonopohjaista (First In, First Out — FIFO) valimuistimallia, jonka avulla palve-
limen valimuistissa sdilytetdan eniten kasitelty kuvainformaatio. Ohjelmisto tu-
kee lisdksi kuormanjakamista (load balancing), jonka avulla padpalvelimeen
kohdistuva tyomaara voidaan jakaa useiden alipalvelimien kesken, taten mah-

dollistaen jarjestelméan kokonaiskayttdjakapasiteetin nostamisen.
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Taulukko 8. JVSserv JPEG2000-virtuaalindytelasien kuvapalvelinohjelmiston

keskeisimmat ominaisuudet.

Ominaisuuksien lista

Virtuaalinaytelasien vilitys tietoverkkojen yli kdyttaen JPIP-
protokollaa

Palvelimen hallinointi sekd komentorivilta etta graafisen kaytto-

liittyman avulla

Tuki usealle yhtaaikaiselle asiakkaalle

Kuormanjako (load balancing)

_1 I¥Ssery - Stopped

=101 %]

— Server options

“Waorking directony: Iu::"xspecimens"u

Browse... |

Cache directorn: Iu::'xu:au:he"-.

Browsze... |

Log file: Il::"xll:ug.t:-:t

IF address: [127.0.0.1
Timeout: Im g
Cache: |—1E ME

Browse... |
Port nurnber: m
bax kBytes £ = Iﬁ
M ax clients: Iw

[T Enable load balancing Configure... |

Mate: a field can be left blank for default serer behaviour

About. .. |

Stop I Exit |

Kuva 26. JVSserv-palvelinohjelmiston graafinen kayttoliittyma.

7.5. JPEG2000-pakkauksen suorityskyky

JPEG2000-pakkauksen suorituskykya mitattiin, jotta voitiin varmistua sen sopi-
vuudesta automaattisen mikroskooppikuvantamisen yhteyteen. Pakkaustesta-
uksessa kdytetyn virtuaalindytelasin (Kuva 19), ja siita johdettujen pienempien
versioiden perusteella, JPEG2000-pakkauksen vaatima aika on karkeasti lineaa-
rinen suhteessa alkuperdisen kuvan kokoon. Keskusmuistin kadyttd prosessin
aikana oli pienta: 7 gigatavun nayte aiheutti JVScomp-ohjelmistoa kaytettdessa
vain noin 70 megatavun muistikuormituksen. Pakkausnopeudessa JVScomp
ylsi kdytetylla tuplaydinkokoonpanolla 50 gigatavuun per tunti. Rajoittava te-
kija oli prosessorinopeus, silla ldhdekiintolevy, johon suurin osa levyoperaati-
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oista kohdistuu, olisi pystynyt tehokkaasti kasittelemdan yli kaksi kertaa

enemman lukupyyntdja.

7.6. JPIP-kuvapalvelimen suorituskyky

JPIP-protokollan  kuvanjakelunopeutta arvioitiin  kayttamalla JVSserv-
kuvapalvelinohjelmistoa. Lisdksi tata verrattiin yleisesti kdytossa olevaan Zoo-
mifyer EZ™ -kuvapalvelinohjelmistoon. Molemmilla ohjelmistoilla virtuaali-
ndytelasien jakelun rajoittavana tekijana oli kiintolevyjen lukunopeus; proses-
sorikuormitus oli tasaisesti alle 50 %, kuten myos keskusmuistin kaytto. Verk-
koyhteyden (100 Mbit/s) kayttoaste oli vain noin 25 % kokonaiskaistanlevey-
destd”. Asiakkaiden lukumaaran noustessa, keskimaaradinen kiintolevyjen luku-
jonojen pituus ylitti nopeasti tehokkaan rajan (rajana kaytettiin arvoa 2.0).
Kayttamalla virtuaalindytelasia, joka oli kopioitu jokaisella asiakkaalle,
JVSserv pystyi tehokkaasti palvelemaan noin 30:td samanaikaista asiakasta,
Zoomifyer-ohjelmiston (Apache HTTP -palvelimen valitykselld) kyetessa palve-
lemaan tehokkaasti noin 20 yhtaaikaista asiakasta. Tama eroavaisuuden voi se-
littaa silla, ettd Zoomifyer jakaa virtuaalindytelasin tuhansiin pieniin JPEG-
kuvatiedostoihin, joiden lukeminen aiheuttaa ylimaardista levykuormitusta. Jos
testauksissa olisi kdytetty valimuistia, seka JVSserv ettd Zoomifyer olisivat hyo-
tyneet asiakkaista, jotka katselevat samaa virtuaalinaytelasia. Jos oletetaan, etta
jotkin asiakkaat katselevat samaa naytelasia, ja ettd jokainen asiakas sietda hie-
man katseluviivettd, JVSserv-ohjelmiston voidaan arvioida pystyvan palvele-
maan noin 50:td samanaikaista asiakasta. Lisdksi JVSserv sisdltdd kuormanjako-
ominaisuuden, jota voidaan kayttdd jakamaan asiakkaat usealle eri alipalveli-
melle. Ndin ollen, kdyttamalla neljaa tai viitta alipalvelinta, tavanomaisella lait-
teistokokoonpanolla ja 100 megabitin verkkoyhteydelld varustetun JVSserv-
palvelimen voidaan olettaa pystyvan palvelemaan noin 200 — 300 yhtédaikaista

asiakasta.

" Koska verkkoyhteyksien todellinen kaistanleveys on harvoin ldhelld sen teoreettista maksimi-
nopeutta, testauksissa kéytetty kokonaiskaistanleveys mitattiin kokeellisesti, ja nédin ollen se

vastasi verkon todellista maksiminopeutta.
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8. Pohdinta

Liittyessani professori Isolan tutkimusryhmaan vuonna 2005, tavoitteena oli
kehittad ratkaisuja virtuaalimikroskopiaan liittyviin ongelmakohtiin (luku 3).
Ensimmadinen selked pullonkaula ndytelasien kuvantamisprosessissa oli osit-
taiskuvantamisessa syntyvien kuva-alkioiden yhdistiminen kuvamontaasiksi
siten, ettd montaasin sauma-alueille ei muodostu néakyvid epdjatkuvuuksia. Mi-
kdan tunnettu ja avoin ohjelmisto ei pystynyt suorittamaan tata riittavan laa-
dukkaasti sitten, ettd se olisi yhtdaikaisesti kyennyt my0s kasittelemaan virtu-
aalimikroskopiassa kaytettyja erittdin suuria kuvakokoja. Téta tarkoitusta var-
ten kehitettiin LargeMontage, jonka todettiin oman tutkimusryhman rutiinikay-
tossd tuottavan riittavan hyvalaatuisia kuvamontaaseja, riittavallda nopeudella.
Ohjelmisto — mukaanlukien sen lahdekoodi — asetettiin vapaasti saataville ja se
onkin kasvattanut suosiotaan ImageJ-ohjelmiston web-sivujen ansiosta, jossa
yllapidetaan listausta kaikista julkisista Image]J-lisdosista. Nykyisin ohjelmiston
kayttd oman tutkimusryhmamme sisélld on vahentynyt, silla kaupallisten mik-
roskooppiskannereiden kuvantamisvirheiden mdara on laskenut sekd kuvan-
tamisohjelmistojen tuottamat montaasikuvat ovat jo riittdvan laadukkaita.
LargeMontage-ohjelmiston kehittdmisen jdlkeen kuvantamisprosessi ha-
luttiin saada automatisoitua siten, ettd kuvamontaasin luominen tapahtuu il-
man kayttdjalta vaadittaava manuaalista vélivaihetta. Tatd varten kehitettiin
DirObserver-ohjelmisto, joka tulisi toimimaan kuvantamisprosessin keskeisena
hallinnoijana: ohjelmisto tarkkailee syntyvid kuva-alkioita, joiden valmistuttua
se aloittaa kuvamontaasin luomisen kutsumalla LargeMontage-ohjelmistoa ja
lopuksi huolehtii kuva-alkioiden sekd muiden tilapdistietojen siivoamisesta.
Ohjelmisto suunniteltiin joustavaksi ja laajennettavaksi, silld jo kehityksen ai-
kana suunniteltiin yhteindisen kuvaformaatin kartoittamista virtuaalimikro-
skopian kayttoon, joka vaatisi kuvantamisprosessiin lisdd valivaiheita. DirOb-
server todettiin oman tutkimusryhmamme rutiinikdytossa toimivaksi ja se jul-
kaistiin vapaan ldhdekoodin kera avoimeen levitykseen. On huomattavaa, etta
ohjelmisto ei ole erityisesti rajattu vain mikroskopian kuvantamissovelluksiin,

vaan sitd voidaan kadyttda ohjaamaan myos muunlaisia prosesseja.

8.1. JPEG2000 - yhtendinen kuvaformaatti virtuaalimikroskopiaan

Nykyisin monet virtuaalindytelasien skannerivalmistajat kayttavat suljettuja
kuvaformaatteja, jotka estavat virtuaalindytelasien siirtdimisen eri valmistajien
jarjestelmien valilla. Lisdaksi valmistajien tuki néille suljetuille, epastandardeille
formaateille voi olla hyvin lyhytikainen. Naista syista avoimeen standardiin pe-

rustuva kuvaformaatti on ehdoton edellytys suurimittaisten virtuaalindyte-
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lasikokoelmien perustamiseksi. Kokoelmat kasvavat ja niitd hyodynnetaan
useiden vuosien, jopa vuosikymmenten ajan. Koska automaattisten naytelasis-
kannereiden tekninen kehitys tullee jatkumaan nopeaa tahtia, on hyodyllista
erottaa itse kuvantamisprosessi virtuaalindytelasien arkistoinnista ja jakelusta.
Ndin varmistetaan, ettd vanhoilla laitteistoilla kuvannetut virtuaalindytelasit
ovat yhteensopivia uusien laitteistojen kanssa. Kaikki edelld mainitut vaati-
mukset tdyttyvat JPEG2000-standardin yhteydessd, joka on monipuolisilta
ominaisuuksiltaan ideaalinen valinta virtuaalimikroskopian yhtenaiseksi kuva-
formaatiksi. Jotta JPEG2000-standardia voidaan tehokkaasti hyodyntaa virtuaa-
limikroskopiassa, on JPEG2000-koodivirran parametrisointi oltava optimaali-
nen suurille kuvako’oille. Optimaalinen koodivirtaparametrisointi méaéariteltiin
ja sitd kdytetdan tutkimusryhmadssamme kuvannetuissa virtuaalindytelaseissa,
joissa se on osoittautunut toimivaksi.

Optimaalisten JPEG2000-koodivirran parametrien maarittelemisen jalkeen
kehitettiin niihin perustuva ohjelmistopaketti, joka soveltuu virtuaalimikrosko-
pian kayttotarkoituksiin. Ohjelmistopaketti sai nimekseen JVS (JPEG2000 Vir-
tual Slide), joka koostuu virtuaalindytelasien JPEG2000-pakkausohjelmasta
JVScomp, katseluohjelmasta JVSview sekd kuvapalvelinohjelmasta JVSserv.
Ohjelmistopaketin kdyttama metatieto kuvattiin formaalisti JVSschema-nimisen
XML-skeeman avulla. Paketti julkaistiin kokonaisuudessaan vapaaseen kayt-
toon, mutta ainoastaan JVScomp asetettiin vapaan ldhdekoodin alaisuuteen,
silld, johtuen kaytetyn ohjelmistokehyksen lisensointiehdoista, JVSview- seka
JVSserv-ohjelmistojen lahdekoodia ei ollut mahdollista julkaista. Ohjelmistopa-
ketti on todettu toimivaksi ja sitd hyodynnetdan tutkimusryhmdssamme rutii-

ninomaisesti. Lisdksi tutkimuksen yhteyteen avattiin julkinen JVSserv-JPIP-

palvelimen (http://jvsmicroscope.uta.fi/), joka sisdltda virtuaalindytelasiko-
koelmia, jotka on luotu kdyttden JVScomp-ohjelmistoa, ja joiden katselu onnis-
tuu kayttaen JVSview-ohjelmistoa.

Virtuaalindytelasien pakkaus JPEG2000-muotoon on laskennallisesti vaa-
tiva prosessi. Kuten JPEG2000-suorituskykytestauksemme osoittavat, rajoittava
tekija tavanomaisella tuplaydinprosessorilla varustetulla ty0asemalla on itse
prosessorin nopeus. Kuitenkin, koska JPEG2000-pakkausohjelmistot voidaan
suunnitella hydodyntdmdan moniydinprosessoreita, kiintolevyjen lukunopeu-
den maksimiraja saavutetaan nopeasti, ja pakkausprosessi muuttuu kiintolevyn
lukunopeudesta  riippuvaiseksi. Hyodyntamallda  peilattua ~ RAID-
tallennustekniikkaa, jossa useiden toisiinsa liitettyjen kiintolevyjen sisdltd on
identtinen, lukunopeutta ja hakuaikaa voidaan kasvattaa kiintolevyjen luku-
madrdn kerrannaisena. Ndin ollen voidaan arvioida, ettd neliydinprosessoria

hyodyntava JPEG2000-pakkausohjelma kykenee pakkaamaan yli 100 gigatavua
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kuvadataa per tunti, joka vie vahemman aikaa kuin mitd nykyisilta kuvanta-
mislaitteistoilta kestda digitoida 20 x 20 mm -kokoinen mikroskooppinayte,
kayttden tarkkuutta 0.23 um per pikseli [Rojo et al., 2006]. Tasta syysta nayttaisi
siltd, ettd JPEG2000-pakkauksen laskennalliset vaatimukset virtuaalimikrosko-
piassa voidaan tdyttdaa kayttden ohjelmistopohjaisia ratkaisuja, eika laitteisto-
kiihdytettyja toteutuksia (esimerkiksi VLSI-mikropiirit [Acharya, 2006]) ole tar-
peen kayttaa.

JPEG2000 eroaa edeltdjastaan, JPEG-standardista, monin tavoin. Virtuaa-
limikroskopian kannalta tarkein edistysaskel on JPEG2000-standardin kaytan-
nossa rajaton kuvakoko (seka pikseli- ettd tavukoko) ja mahdollisuus kuvan sa-
tunnaiseen hajakasittelyyn. Lisaksi virtuaalindytelaseissa kaytetty yleisndkyma
voidaan purkaa JPEG2000-koodivirrasta hyvin nopeasti, silla eri mikroskoop-
piobjektiiveja vastaavat tarkkuustasot ovat DWT-muunnoksen luontaisia oheis-
tuotoksia. Nain ollen, koosta riippumatta, yksi JPEG2000-tiedosto voi sisaltaa
koko virtuaalindytelasin. Kdayttamalla JPX-tiedostoformaattia, yhden tiedoston
sisdlle voidaan upottaa useita koodivirtoja, jotka voivat vastata esimerkiksi eri
tarkennustasoja. Kuvanlaadullisesti JPEG2000 on ylivoimainen JPEG-
formaattiin ndhden, etenkin haviéttoman pakkauksen suurilla pakkaussuhteil-
la. Pakkaamaton, 7-gigatavuinen, 50 000 x 50 000 pikselin kokoinen virtuaali-
naytelasi voidaan pakata 300-megatavuiseksi JPEG2000-kuvaksi riittdvan hy-
valla laadulla. Jos nayte sisédltdd suuria taustalasialueita, pakatun kuvan koko
pienenee merkittavasti, ilman kuvanlaadun heikentymista solu- ja kudosalueil-
la.

Hiljattain esiteltya BigTIFF-laajennusta [Aware, 2008] yleisesti kaytettyyn
TIFF-tiedostoformaattiin on ehdotettu mahdolliseksi virtuaalimikroskopian
kuvaformaatiksi. Se ei sisdlld TIFF-formaatin neljan gigatavun tiedostokokora-
joitusta, mahdollistaen ndin erittdin suurten kuvien kasittelyn. BigTIFF ei itses-
sadn madrittele uutta pakkausalgoritmia, vaan se voi sisdltda esimerkiksi useita
JPEG- tai LZW-pakattuja kuvabittivirtoja, jotka on organisoitu tile-ositusta
kayttden. Kayttamalla JPEG-pakkausta BigTIFF-formaatin sisdlld menetetdan
haviollisen JPEG2000-pakkauksen tuomat hyodyt. JPEG2000-pakkauksen sisél-
lyttaminen BigTIFF-formaatin sisdan on kyseenalaista, silla JPEG2000-
koodivirran rakenne itsessdan mahdollistaa, muiden ominaisuuksien ohessa,
tehokkaan satunnaisen hajakasittelyn. Lisaksi JPEG2000-standardi maarittelee
JPIP-protokollan kuvien jakamiseen tietoverkkojen yli, jollaista BigTIFF ei kir-
joitushetkelld viela sisalla.

Johtuen JVS-ohjelmistopaketin esimerkinomaisesta luonteesta, tietoverk-
kojen yli tapahtuvaa liikenndintia ei salata. Jos tarvetta salatulle yhteydelle kui-

tenkin ilmenee, ohjelmistopaketin yhteydessa on mahdollista hyodyntéa stan-
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dardoituja, suojattuja tietoliikenneprotokollia (kuten SSH tai TLS) ohjaamaan
suojaamaton JPIP-liikenne niiden ldpi. Esimerkiksi TLS-protokollaa voidaan
kayttda Virtual Private Networking (VPN) -tekniikan kanssa, jossa JPIP-
palvelimen rinnalle perustetaan VPN-palvelin  ja JPEG2000-
katseluohjelmaasiakkaan rinnalle perustetaan VPN-asiakas. VPN-asiakas toimii
valittdjana JPEG2000-asiakkaalle, toimittaen katseluohjelman pyynnét salatun
yhteyden yli VPN-palvelimelle, ja sieltd edelleen varsinaiselle JPIP-palvelimelle,

sekd pdinvastoin.

8.2. Malli JPEG2000-pohjaiselle virtuaalimikroskopiajirjestelmaille

Kuten tutkielman tuloksista kdy ilmi, JPEG2000 tarjoaa ratkaisut moniin, olen-
naisiin virtuaalimikroskopian ongelmiin. Kuvassa 27 on esitetty malli helposti
paivitettavissa olevalle JPEG2000-pohjaiselle virtuaalimikroskopiajarjestelmalle,
joka hyodyntdd kuormanjakoa. Jarjestelma koostuu yhdesta JPIP-
padpalvelimesta ja siihen liittyvistd useista alipalvelimista. Padpalvelin on va-
rustettu kahdella verkkoliitynnalld: 100-megabittinen asiakasyhteys (joko inter-
net tai intranet) ja 1-gigabittinen ldhiverkko (LAN) tiedonvalitykseen paapalve-
limen ja alipalvelinten valilld. Virtuaalindytelasit jaetaan jarjestelman alipalve-
linten kiintolevyille ja padpalvelin sisdltaa tietokannan, josta kay ilmi virtuaali-
naytelasien sijainti alipalvelinten kiintolevyilla. Tietokantaa voidaan kayttaa
myos muunlaisen tiedon tallentamiseen (esimerkiksi aiemmin kuvattu metatie-
to). Padapalvelin delegoi saapuvat asiakasyhteydet eteenpdin alipalvelimelle, jo-
ka sisaltad halutun naytelasin. Ideaalinen alipalvelin on edullinen tydasema,
joka on varustettu kolmella kiintolevyllad (yksi levy kuville, yksi niiden var-
muuskopioille ja yksi kayttojarjestelmalle sekd ohjelmistoille). Varmuuskopi-
ointiin kaytettdva levy on itsendinen levy, joka aktivoidaan esimerkiksi vain
kerran y0ssa suoritettavan varmuuskopioinnin yhteydessa. Talla hetkelld saa-
tavilla olevat yhden teratavun kiintolevyt kykenevit varastoimaan noin 3 000 —
4 000 virtuaalindytelasia. Kun alipalvelimen kiintolevykapasiteetti tayttyy, uusi
palvelin voidaan helposti liittda osaksi jarjestelmaa. Nain ollen tama on tehokas
ja edullinen laajentamisstrategia, joka voidaan toteuttaa osittain pitkan aikajak-
son kuluessa. Lisdksi jarjestelmdn modulaarisuus mahdollistaa osittaisen ali-
palvelinten alasajon, ilman ettd se vaikuttaa jarjestelmdn toimintaan kokonai-

suutena.
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Kuva 27. Malli JPEG2000-pohjaiselle virtuaalimikroskopiajarjestelmalle.

8.3. Jatkotutkimusten aiheita

Virtuaalimikroskopian laajamittaisen kayttoonoton edellytyksend on yhteenso-
pivuus Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM) -
standardin [DICOM, 2008a] kanssa, jota pidetddn tarkeimpana spesifikaationa
kliinisen ladketieteen digitaalikuville. Kirjoitushetkella DICOM-standardiin on
sisallytetty joitakin osia JPEG2000-standardista: ensimmainen osa (Part 1) on
liitetty DICOM-standardiin Supplement 61 (JPEG 2000 Transfer Syntaxes) -
lisdiyksen [DICOM, 2008b] myota sekd toinen osa (Part 2) Supplement 105
(JPEG 2000 Part 2 Multi-component Transfer Syntaxes) [DICOM, 2008c] -
lisdiyksen myota. Hiljattain Supplement 106 (JPEG 2000 Interactive Protocol) -
lisays [DICOM, 2008d] liitti standardiin myos JPIP-protokollan. DICOM-
pohjaisessa Picture Archiving and Communication System (PACS) -
jarjestelmassa JPIP-protokollaa voidaan kayttaa valittimdan virtuaalindytelasin
kuvapikselitieto erillddn potilas- ja tutkimustiedosta.

Kéaytannon kliinisessd toteutuksessa virtuaalindytelasit vievat hyvin to-
denndkoisesti suurimman osan kaikesta jdrjestelmén tallennuskapasiteetista,
muiden kuvantamisalueiden osuuden ollessa hyvin pieni. JPIP-toiminnallisuus
voidaan helposti liittdd osaksi olemassa olevaa PACS-jdrjestelmaa siten, etta vir-
tuaalindytelasit sisdltiva JPIP-palvelin asennetaan tavanomaisen DICOM-
palvelimen rinnalle. DICOM-palvelin toimii kuten ennenkin, sisdltdaen potilas-
ja tutkimustiedon yhdistettyna vastaavaan kuvatietoon ja palvellen esimerkiksi

radiologian asiakkaita tavanomaiseen tapaan. Jos asiakas pyytda esimerkiksi
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potilaan mikroskooppikudosnaytettd, DICOM-palvelin ldhettdd potilas- ja tut-
kimustiedot tavanomaiseen tapaan, mutta pikselitiedon sijaan ldhetetadankin
Uniform Resource Locator (URL) -merkkijono, joka sisdltda viittauksen kuva-
pikselitiedon toimittajaan (eli JPIP-palvelimeen) sekd kuvatiedoston nimen tai
vastaavan tietokantatunnuksen. Tiedoston nimi tai tietokantatunnus voi olla
mielivaltaisesti annettu, joka ei suoraan liity potilastietoihin. Tietojen saapuessa
DICOM-asiakkaalle, virtuaalindytelasi avataan ulkoisen - tai DICOM-
asiakkaaseen sisddnrakennetun — JPIP-asiakasohjelmiston avulla. Virtuaalinay-
telasin katselu aiheuttaa suoraa liikennointid JPIP-asiakkaan ja -palvelimen va-
lill4, joka ei ole sidoksissa DICOM-asiakkaan ja -palvelimen keskindiseen yhtey-

teen. Edelld kuvatun jarjestelman periaate on esitetty Kuvassa 28.
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tietopyyndt
DICOM-asialcas DICOM-palvelin Fotilas-
* ) ) ) tietokanta
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Futsuu

¥

Euvapyynndt ¥
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tietokanta

F

Furapikselitieto

Kuva 28. JPEG2000- ja JPIP-toiminnallisuuden yhdistaminen DICOM-
pohjaiseen PACS-jarjestelmaan.

Olemme professori Isolan kanssa mukana DICOM-standardin patologian
tyoryhmassa (WG-26: Pathology) [DICOM, 2008e], jonka tavoitteena on laajen-
taa standardia tukemaan patologian kasitteistoa ja ndytekuvia (useimmiten vir-
tuaalindytelaseja). Tahan liittyen olemme kehittdimassd JVSdicom-nimistd oh-
jelmistoa, joka mahdollistaa JPEG2000-muotoisten virtuaalindytelasien kayton
DICOM-standardin yhteydessd. JVSdicom koostuu DICOM-palvelimesta ja
DICOM-asiakkaasta, jotka osaavat hyodyntda kuvatiedon siirtoon JPIP-
prokollaa edelld kuvatun periaatteen mukaisesti. JVSdicom sisaltaa tavanomai-
sen potilas- ja tutkimustietojen hakutoiminnon sekda mahdollisuuden kasitelld
kuvia Image]-kuva-analyysiohjelmiston avulla. Kun JVSdicom vastaanottaa vir-
tuaalindytelasin, joka sisdltdaa JPIP-viittauksen, se nayttaa potilas- ja tutkimus-

tiedot omassa ikkunassaan ja kutsuu ulkoista JVSview-ohjelmistoa avaamaan
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naytelasikuvan JPIP-yhteyden avulla toiseen ikkunaan. Ndin esimerkiksi kah-
den ndyttolaitteen avulla toisella ruudulla voidaan selata potilastietoja ja toisel-
la ruudulla voidaan katsella vastaavaa naytelasikuvaa.

Olemme my6s mukana projektissa, joka hankki syksylla 2007 Pirkanmaan
sairaanhoitopiirin Laboratoriokeskukseen automaattisen nédytelasien skannaus-
laitteiston (ScanScope® XT, Aperio Technologies, USA), jonka vuorokausikapa-
siteetti on 120 ndytelasia. Tavoitteena on liittaa skannauslaitteisto osaksi rutii-
ninomaista kuvantamisprosessia, jossa kaikki naytelasit digitoidaan ennen fyy-
sistd arkistointia. Jotta kuvantaminen voidaan toteuttaa automatisoidusti, nay-
telasit on identifioitava viivakoodilla, jonka skannauslaitteisto lukee automaat-
tisesti. Viivakoodien kaytto aloitettiin Laboratoriokeskuksessa vuoden 2007
loppupuolella. Itse kuvantamisprosessissa tullaan hyodyntamaan DirObserver-
sekd JVS-ohjelmistoja: DirObserver ja JVScomp huolehtivat, yhdessa skannaus-
ohjelmiston kanssa, ndytelasien kuvantamisesta ja muuntamisesta JPEG2000-
muotoon; JVSserv vastaa virtuaalindytelasien jakamisesta Tampereen yliopis-
tollisen sairaalan sisdverkkoon; ja JVSview tarjoaa asiakastydasemille ndytelasi-
en katselumahdollisuuden. Jarjestelmda tullaan alkuvaiheessa kdyttamaan il-
man suoraa liitosta potilastietojdrjestelmiin, mutta tulevaisuudessa se saatetaan
yhdistda sairaalan DICOM-PACS-tietojarjestelmédan edelld kuvattujen periaat-
teiden mukaisesti.

Julkisten organisaatioiden, kuten sairaalat ja oppilaitokset, tietoturvapoli-
tilkkka on usein hyvin tiukka. Ulkopuolisten, suorituskelpoisten tiedostojen aja-
minen tietojdrjestelmadan kuuluvilla ty6asemilla on usein kielletty, Windows®-
kayttojarjestelman rekisteriin kirjoittaminen on usein hyvin rajattua tai sen si-
saltd palautetaan alkutilaan kayttdjan kirjautuessa ulos, web-selainten lisdosien
asennus on mahdotonta ja niin edelleen. Nama rajoitukset koskevat usein my0s
vuokrattavien konferenssi- ja kokoustilojen kiinteitd, esitelmdintiin kaytettavia
tyoasemia. Virtuaalimikroskopian ndytelasiseminaarien yleinen ongelma on
esitelmoijien vaihtelevat virtuaalindytelasiformaatit, joiden ndyttamiseen vaadi-
taan erityisohjelmisto tai web-selaimen lisdosa. Taman kaltaisissa tilanteissa oli-
sikin suotavaa, jos virtuaalindytelaseja voitaisiin katsella web-selaimen avulla,
ilman lisdosien tai ulkoisten ohjelmistojen asennusta. Nykyiselld tekniikalla ai-
noa mielekds ratkaisu on kayttaa JavaScript-ohjelmointikieltd, joka on sisdllytet-
ty kdytannossa kaikkiin yleisimpiin web-selaimiin. Sen avulla voidaan suunni-
tella niin kutsuttuja Dynamic HTML (DHTML) -sivustoja, joiden sisdltd gene-
roidaan ja pdivitetddn dynaamisesti, kdyttdjan vuorovaikutuksen ohjaamana.
Hyvana esimerkkina tasta on Google Maps -palvelu [Google, 2008], jonka peri-
aatteet ovat ldhelld virtuaalimikroskopiaa. Vastaavanlaisen tekniikan sovelta-

minen virtuaalimikroskopiassa on vain ajan kysymys. Tutkimusryhmamme
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seuraavana tavoitteena virtuaalimikroskopian osalta on kehittaa JPEG2000-
standardiin ja JPIP-protokollaan perustuva DHTML-kuvapalvelin, joka hyo-
dyntda karttasovelluksiin tarkoitettua, avoimen ldhdekoodin OpenLayers-

nimista JavaScript-kirjastoa [OpenLayers, 2008].
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9. Yhteenveto

Téssa tutkielmassa kasiteltiin virtuaalimikroskopian ongelmakohtia ja niiden
ratkaisuja, jotka edesauttavat virtuaalimikroskopian laajamittaista kayttoonot-
toa. Osittaisen mikroskooppikuvantamisen avuksi kehitettiin ohjelmisto, joka
kykenee luomaan montaasikuvia ilman ndkyvid sauma-alueiden epdjatku-
vuuksia. Kuvantamisprosessin automatisointia varten luotiin yleiskayttoinen
apuohjelmisto, jonka avulla prosessiin voidaan liittda ulkopuolisia ohjelmistoja.
Avoimen JPEG2000-standardin osoitettiin soveltuvan hyvin virtuaalimikrosko-
pian tarpeisiin: se mahdollistaa automaattisten naytelasiskannereiden tuottami-
en suurten kuvatiedostojen pakkaamisen, katselemisen, arkistoinnin ja jakelun
tietoverkkojen yli. Tehokkaan hyddyntdmisen edellytyksena oli virtuaalinayte-
lasien JPEG2000-koodivirran parametrisoinnin optimaalinen maarittely. Maarit-
telyn pohjalta kehitettiin ohjelmistopaketti, joka koostuu JPEG2000-muotoisten
virtuaalindytelasien pakkaus-, katselu- ja kuvapalvelinohjelmistoista. Kaikki
tutkielmassa kuvatut ohjelmistot on julkaistu vapaaseen levitykseen ja niitd

hyddynnetdan rutiininomaisesti tutkimusryhmamme kaytossa.
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ABSTRACT

Virtual microscopy (i.e., the viewing of
entire microscope specimens on a com-
puter display) is becoming widely ap-
plied in microscopy teaching and clinical
laboratory medicine. Despite rapidly in-
creasing use, virtual microscopy cur-
rently lacks of a universally accepted
image format. A promising candidate is
JPEG2000, which has potential advan-
tages for handling gigabyte-sized virtual
slides. To date, no JPEG2000-based
software has been specifically suited for
virtual microscopy. To study the utility
of JPEG2000 in virtual microscopy, we
first optimized JPEG2000 code-stream
parameters for virtual slide viewing (i.e.,
fast navigation, zooming, and use of an
overview window). Compression using
ratios 25:1-30:1 with the irreversible
wavelet filter were found to provide the
best compromise between file size and
image quality. Optimal code-stream pa-

rameters also consisted of 10 wavelet
decomposition levels, progression order
Resolution-Position-Component-Layer
(RPCL), a precinct size of 128x128, and
code-block size of 64x64. Tiling and the
use of multiple quality layers were
deemed unnecessary. A compression ap-
plication (JVScomp) was developed for
creating optimally parameterized
JPEG2000 virtual slides. A viewing ap-
plication (JVSview) was developed spe-
cifically for virtual microscopy, offering
all of the basic viewing functions.
JVSview also supports viewing of focus
stacks, embedding of textual descrip-
tions, and defining regions of interest as
metadata. Combined with our server ap-
plication (JVSserv), virtual slides can be
viewed over networks by employing the
JPEG2000 Interactive Protocol (JPIP).
The software can be tested using virtual
slide examples located on our public
JPIP serverhtp://jvsmicroscope.uta.ji/
The software package is freely
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downloadable and usable for noncom-
mercial purposes.

Keywords: JPEG2000, JPIP, telepathol-
ogy, digital pathology, virtual slide

BACKGROUND

Virtual slides are digitized versions of
whole microscope specimens that can be
viewed on a computer displayVirtual
slide image files can be accessed from
the computés hard disk, transportable
media (e.g., a USB memory stick or a
DVD), or, more practically, over net-
works? Within the internal network of a
hospital or pathology department, virtual
slides can be used for case meetings,
slide seminars, and didactic live audi-
ence presentatiorisBy allowing access
over the internet, virtual slides can be
used more widely for national and inter-
national conferences and in interlabora-
tory quality assurance programnies.
Feedback from microscopists shows that
virtual microscopy can be regarded as a
significant improvement over digital
snapshot images and the use of multi-
headed microscopé$.

To create virtual slides that resemble real
microscopy viewing experiences, speci-
mens must be scanned at high optical
resolution. Image resolutions from 0.20

to 0.40um per pixel are considered nec-
essary for sufficient image quality.
Since microscope specimens are often up
to 20x 30 mm in size, a virtual slide can
contain up to 40 gigabytes of uncom-
pressed image data (with three 8-bit
color channels). When virtual slides are
applied in cytopathology or hematology,
a higher optical magnification (scanning
with oil-40x, oil-60%, or 0il-100x lens)
is often needed. This multiplies the
amount of image data produced when
compared to standard scanning. More-
over, when several focus planes (along
Z-axis) are digitized, the resulting data
amount is further multiplied by the num-
ber of planes. Due to the large size of the
virtual slide files, it is not possible to use
conventional image viewing software
(such as Photosh8)p which requires the
image data to be loaded entirely into
computels memory (RAM). For this
reason, the virtual slide viewing systems
described to date apply the on-demand
principle, that is, the viewing software
decodes and displays only a user-
requested area of the virtual slide at the
requested resolution. When using JPEG-
compressed images, this requires split-
ting the virtual slide image data into tens
of thousands of very small image files,
which are uploaded to the client on de-
mand (e.g., Zoomifyj.Proprietary image
formats provided with commercial slide
scanners (e.g., Mirax by Carl Zeiss Mi-
crolmaging, USA; dotSlide by Olympus
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UK, UK; and ScanScofeby Aperio
Technologies, USA) also follow this
principle in their web viewing solutions.
Due to competition, it is unlikely that
any of the proprietary industry-based im-
age formats will become universally ac-
cepted in virtual microscopy.

A promising candidate for a universal
image format for virtual microscopy is
JPEG2000, which is a family of stan-
dards, developed by the Joint Photo-
graphic Experts Grouf’.lt is based on a
wavelet-based compression scheme that
is defined in the core part of the standard
series (published as International Stan-
dard ISO/IEC 15444-1 | ITU-T Rec.
T.800)M JPEG2000 provides many fea-
tures that support scalable and interac-
tive access to large-sized images such as
virtual slides. These include an efficient
and unified compression architecture,
especially at low bit-rates, resolution and
quality scalability, region of interest cod-
ing, spatial random access, and effective
error resiliency”** Currently, the
JPEG2000 standard consists of 11 parts,
which describe techniques that are useful
in various areas of imaging. Part 1 (Core
Coding System)! Part 2 (Extensions),
and Part 9 (Interactivity Tools, APIs and
Protocols)® are the most essential for
virtual microscopy. The first part speci-
fles the JPEG2000 code-stream syntax
and the JP2 file format“jp2’ as the
common file extension), which offers,

for example, the possibility of adding
textual metadata into the image header.
The second part specifies the JPX file
format (jpx” and “jpf” as the common
file extensions), which contains more
advanced features, such as building
stacks of images (e.g., for specimens
scanned at multiple focal depths), and
associating textual and graphical meta-
data with spatial regions. The ninth part
defines the JPEG2000 Interactive Proto-
col (JPIP), which provides a client
server architecture for network-based
remote viewing of JPEG2000 family im-
ages-’ Currently, web browsers do not
have direct, built-in support for JPIP. For
this reason, internet-based viewing of
virtual slides over JPIP requires external
viewing software, which is, for example,
invoked automatically from the browser
upon clicking on a virtual slide URL
link.

Although JPEG2000 has theoretical ad-
vantages for application in virtual mi-
croscopy, no efficient application soft-
ware has been described so far. The
computational demands of virtual mi-
croscopy images differ to a large extent
from that of radiology and other medical
imaging because of the larger size of the
image files (up to tens of gigabytes). In
this study, we first searched for an opti-
mal parameterization of JPEG2000 for
virtual microscopy and constructed a
JPEG2000-based software package enti-
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tled JVS (for JPEG2000 Virtual Slide),
consisting of image compression, view-
ing, and network server applications.
The performance of JPEG2000 was
evaluated using JPIP image serving
speed and compression execution time
as outcome measures. In addition, the
performance of our network server ap-
plication (JVSserv) was compared
against the commonly used virtual slide
server solution Zoomify. Finally, we
present a model for a simple, scalable,
and inexpensive JPEG2000-based virtual
microscopy system.

MATERIALS AND METHODS

Image Acquisition

We acquired test images by using a Zeiss
Axioskop40 microscope (Carl Zeiss Mi-
crolmaging, USA) which was equipped
with 10x, 20x and o0il-40x objectives
and a motorized specimen stage (Marz-
hauser Wetzlar GmbH, Germany). The
images were captured with a CCD color
camera (QICAM Fast, Qlmaging, Can-
ada; 24-bit color depth; resolution
1,388x%1,036 pixels, pixel size 4.65n).
The camera was attached to the micro-
scope with a 1x phototube. Image acqui-
sition was controlled by the Surveyor
imaging system (Objective Imaging, UK,
software version 5.03) running on a

standard Window$ XP workstation.
The Surveyor software controls for stage
and focus movements matched with
automated image acquisition. In addition
to standard histological samples, cyto-
logical slides were scanned using a mul-
tiple focus layer image acquisition op-
tion (Z-stack). Image tiles (up to 5,000
per scanned slide) were primarily saved
in an uncompressed file format (BMP)
and stitched as a contiguous montage
either using the built-in function of Sur-
using the LargeMontage
plugin'® of the publicly available image
analysis software Image?.

veyor, or

JPEG2000 Code-Stream Parame-
ter Optimization

The JPEG2000 code-stream parameter
optimization was based on theoretical
assumptions of the JPEG2000 code-
stream properties, visual assessment of
the time needed to initially load the im-
age, the time needed for image refresh-
ment during magnification change and
navigation within the specimen, and to
lesser extent, the compression execution
time. Tests were performed using the
highly configurable Kakadu
kdu_compress and kdu_show applica-
tions, version 5.2.2°
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JPEG2000 Performance Evalua-
tion

The performance of JPEG2000 was
evaluated using JPIP image serving
speed and compression execution time
as outcome measures. The tests were
carried out on a WindoWsXP work-
station, equipped with a dual-core proc-
essor, 3 gigabytes of RAM, two ATA
hard disks, and a 100 Mbit network link.
The used main test virtual slide image
can be seen on our website
(http://jvsmicroscope.uta.fi/fexamples/
The image had 42,865x57,222 pixels,
three 8-bit color channels, totaling 6.9
gigabytes uncompressed, and it was
stored as a binary encoded PPM file. An
additional set of test images was created
by extracting sub-resolutions from the
original image, halving the resolution in
each step.

The compression tests were performed
using our JVScomp application. During
these tests, we monitored the processor
load, RAM usage, disk usage percentage,
and the average disk read and write
gueue lengths. The image serving per-
formance of JPIP was evaluated with our
JVSserv application, in comparison to
the Zoomifyer EZ', version 3.0. While
JVSserv is a standalone server applica-
tion, Zoomifyer requires an external
HTTP server underneath it. The Apache
HTTP server, version 2.2°4,was se-

lected for this. The evaluation and com-
parison were performed by simulation, in
which 10 local area network worksta-

tions were each simulating 10 clients,
yielding a 100-client pool. Each client

had their own test image, which was du-
plicated from the main test image. Server
and client caches were disabled. During
these simulations, we monitored the
servets average disk read queue length,
processor load, network bandwidth us-
age, RAM usage, and subjectively evalu-
ated the clientssiewing interactivity.

Software Package Development

The demonstrational software package
was written with the C++ programming
language and built for 32-bit Windofis
platforms, but can be run under a 64-bit
Windows® platform as well. The pack-
age consists of three applications:
JVScomp—a compression application
for creating optimally parameterized
JPEG2000 virtual slides; JVSviewa
viewer application capable of viewing
both local and remote JPEG2000 virtual
slides; and JVSserva JPIP server for
remote serving of JPEG2000 virtual
slides. JVScomp is built on the ECW
JPEG 2000 SDK? while JVSview and
JVSserv are built on the Kakadu
JPEG2000 FrameworK.
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RESULTS

JPEG2000 Code-Stream Parame-
ter Optimization

To fully utlize the advantages of
JPEG2000 in virtual microscopy, we
first searched for an optimal combination
of JPEG2000 code-stream parameters.
The findings are summarized in Talile

In virtual microscopy, lossy compression
is mandatory due to the large amount of
image data. It is shown that highly com-
pressed JPEG2000 images can be used
for pathological diagnostic studiésWe
found compression ratios ranging from
25:1 to 30:1 in areas containing cells or
tissue sections to produce virtual slides
without disturbing visible image com-
pression artifacts at the original image
resolution. A comparison of the image
quality between different JPEG2000
lossy compression ratios is demonstrated
on our website
(http://jvsmicroscope.uta.fi/fexamples/

Table 1. JPEG2000 Code-Stream Parameters Found Optimal for
Virtual Microscopy

JPEG2000 Code-Stream Parameter Parameter Value

25:1 to 30:1
Irreversible

Compression ratio (lossy)
Wavelet filter

Wavelet decomposition levels 10

Tiling Not needed
Tile-parts 1

128 x 128
64 x 64
RPCL
Quality layers 1

PLT pointer marker segments

Precinct size
Code-block size
Progression order

Inserted always

Of the two alternative wavelet filters (re-
versible and irreversible), the irreversible
filter yielded somewhat better visual
quality, but at the expense of compres-
sion speed. The Discrete Wavelet Trans-
form (DWT) process decomposes the
original image into several low-
resolution versions. To extract an over-
view image, we found 10 DWT levels to
be sufficient for even the largest virtual
slides, although this creates redundant
resolution levels for smaller slides. Til-
ing and the use of multiple tile-parts
were not found to be useful in virtual
slides. Technically, an untiled JPEG2000
image actually contains a single tile
whose size is identical to the image size.
We found precincts to be a more useful
alternative  for the
JPEG2000 code-stream for random ac-
cess. A precinct size of 128x128 was a
suitable average for all resolution levels.
Precincts are further divided into code-
blocks, the optimal size of which was
64x64. The progression order defines
how packets-the basic segments of a
JPEG2000 codestrearare prioritized.
We found the Resolution-Position-
Component-Layer (RPCL) order most
useful, since it allowed the fastest access
to different image resolutions, as well as
fast spatial random access. No particular
advantages were found for multiple qual-
ity layers, since the gradual image qual-
ity improvement after navigation or
zooming became noticeable only with

partitioning
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very slow-speed JPIP connections. The
JPEG2000 codestream headers are com-
posed of so-called markers and marker
segments, which are used, for example,
to specify the image size and to offer
pointers to the code-stream. To further
increase the codestream random access,
we found it advantageous to use packet
length pointer marker segments within
the tile-part header (PLT).

JPEG2000 Compression Perform-
ance

We performed various compression
speed tests to ensure that JPEG2000 can
be used within a real virtual microscopy
scanning system. The duration of the
compression process was linearly de-
pendent on the original virtual slide im-
age size. RAM usage was relatively low,
as during the compression of a 7-
gigabyte virtual slide the memory foot-
print of JVScomp constantly remained
around 70 megabytes. JVScomp reached
a compression speed of 50 gigabytes per
hour on a dual-processor workstation.
The limiting factor was the processor
performance, as the source hard disk
could have effectively processed over
twice the number of read requests.

JPIP Image Serving Performance

We evaluated the serving performance of
the JPIP protocol using our JVSserv ap-

plication. In addition, a comparison was
made to the commonly used Zoomifyer
EZ™ virtual slide server solution. On
both systems, virtual slide serving was
limited by the speed of the hard disk; the
processor load was constantly under
50%, as was the RAM allocation. The
network bandwidth (100 Mbit/s in our
tests) was utilized only about 25% of the
maximum transmission rate. As the
number of clients increased, the average
disk read queue lengths quickly reached
the effective performance limits (an av-
erage of 2.0 was considered to be a suit-
able limit).

With the main test virtual slide, which
was duplicated for every client, JVSserv
could effectively handle about 30 simul-
taneous clients, while the Zoomifyer (run
on top of the Apache HTTP server) had
its limit at around 20 simultaneous cli-
ents. The difference can be explained by
the fact that Zoomifyer splits the image
into tens of thousands of small JPEG
files, which the HTTP server (Apache)
then serves to the clients. Because of
caching policies, both servers would
have benefited for clients that browse the
same image simultaneously. Thus, as-
suming that some clients are usually
viewing the same image, JVSserv could
easily serve 50 simultaneous clients.

Furthermore, JVSserv features a load
balancing function, which can be used to
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distribute clients to several sub-servers.
Thus, we estimate that a standard
JVSserv workstation behind a 100
Mbit/s network link could handle 200 to

300 simultaneous clients when supple-
mented with 4 to 5 sub-servers.

Software Package Description

We developed the demonstrational JVS
software package to illustrate the utility
of JPEG2000 in virtual microscopy. The
package is designed primarily for Win-
dows® 2000 and XP, and is Windows
Vista' compatible. JVScomp is licensed
under the GNU General Public License,
while the binaries (i.e., the actual execu-
table programs) for JVSview and
JVSserv are released for free,
commercial usage. The software package
can be obtained from our website
(http://jvsmicroscope.uta.ju Our web-
site also features a public JPIP server
with several virtual slide collections,
which can be viewed using JVSview.

non-

JVSview This software is a JPEG2000
virtual slide viewer that works identi-
cally both in local storage and JPIP-
based virtual slide viewing (Tablg).
JVSview displays an overview of the
entire sample and a detailed microscopic
view. The magnifications have been set
to mimic commonly used microscope
objectives. The user can navigate around
the sample using either the arrow keys,

mouse panning, or by clicking on a loca-
tion in the macroscopic view. The appli-
cation allows the user to interactively
adjust brightness, contrast and color
saturation of the main window. Multiple
display devices can be used in full screen
viewing mode. Viewing interactivity is
dependent on the processor performance
of the client workstation. Acceptable
speed can already be achieved with con-
ventional single-processor computers,
although JVSview has an automatic sup-
port for multiprocessor environments.

Table 2. Main Features of the JVSview JPEG2000 Viewer
Application

List of Features

Local image viewing & remote image viewing over JPIP
Overview window representing the entire specimen
Magnifications resembling common microscope objectives
Interactive panning with mouse or keyboard

Image brightness, contrast & colour saturation adjustments
Multi-display full screen viewing

Support for multiple image layers (e.g., focus layers)

Storing information and regions of interest as XML metadata
A functional link with image analysis software (Imaged)

To illustrate new functionalities of vir-
tual microscopy, made possible by ad-
vanced features of JPEG2000, we in-
cluded a focus feature, which enables
switching between alternative image lay-
ers, each representing the cells or tissue
scanned at different focal depth (see the
examples on our website
http://jvsmicroscope.uta.fi/examplgs/

We also included the possibility to em-
bed short textual data conveniently
within the header of the virtual slide file.
The textual data, called metadata, can
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contain information on the scanning
resolution, organ and histopathologic
diagnosis, and the staining method, for
example. The metadata is written in
XML format and its structure is de-
scribed formally with an XML schentf4;

it can be added and edited within
JVSview. The metadata is primarily for
the purposes of image collections, where
the associated patient data is irrelevant
(e.g., those used in teaching). JVSview
also allows specifying and storing re-
gions of interest (ROIs), which can then
be retrieved from a ROI list by the cli-
ents. JVSview also provides a functional
link with ImageJ'? which is an efficient,
feature-rich, public domain image analy-
sis application. The link to ImageJ is an

easy way to measure lengths and areas as

well as to count particles (e.g., cells and
nuclei) using a click-and-count feature.

JVSsery This software is a JPEG2000
virtual slide server application, which
utilizes the JPIP protocol as its data
transfer technique (Tabl®). It is based
on the kdu_server application by the
Kakadu Softwaré® It has been modified
by adding a simple graphical user inter-
face, and by modifying image sample
count restrictions and the messaging sys-
tem. Therefore, JVSserv should only be
used with the JVSview viewer applica-
tion. JVSserv supports multiple simulta-

neous client connections and uses a stan-

dard FIFO (First In, First Out) caching

policy, which is used to maintain the

most frequently accessed data in mem-
ory. JVSserv also supports load balanc-
ing, which means sharing the main

servets workload to several sub-servers,
thereby allowing the system to handle
more simultaneous clients.

Table 3. Main Features of the JVSserv JPEG2000 Server
Application

List of Features

Remote image serving over JPIP
Graphical user interface for administration
Support for multiple simultaneous clients
Multiple server clustering (load balancing)

JVScomp This software is a JPEG2000
virtual slide compression application ca-
pable of creating virtual slides that are
optimized for viewing and serving with
JVSview and JVSserv (Tablg. It fol-
lows the parameterization guidelines de-
scribed earlier, and it is capable of com-
pressing various input file formats, such
as PPM, BMP, and JPEG. It supports
dual-processor  workstation
ments, which are detected automatically.
JVScomp utilizes the ECW JPEG 2000
SDK compression algorithff, which
employs a rate control policy that yields
as efficient a compression as possible. If
an image contains areas that are substan-
tially responsive to compression, for ex-
ample, homogenous areas of virtual slide
glass background with no tissue section,
a higher compression ratio is applied to
these areas. Thus, a greater overall com-

environ-
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pression ratio and a smaller file size can
be achieved.

Table 4. Main Features of the JVScomp JPEG2000 Compression
Application

List of Features

Optimised parameterisation for virtual microscopy
Efficient rate control policy for virtual microscopy
Support for dual-processor environments

Support for various input file formats

DISCUSSION

Today many manufacturers of virtual
slide scanners use proprietary image for-
mats, which preclude image exchange
between different systems. Support of
proprietary non-standard image formats
may also be short-lived. For these rea-
sons, the use of an open image standard
is a prerequisite for large-scale virtual
slide collections that are supposed to be
accumulated and utilized for years or
even decades. Since technical develop-
ment is likely to continue rapidly in slide
scanners, it is advantageous if image ac-
quisition can be decoupled from image
archival and delivery. This ensures that
virtual slides generated with older gen-
eration equipment are compatible with
newer ones. All these conditions are met
with the JPEG2000 image format,
which, based on its advanced features, is
in many ways an ideal choice for virtual
microscopy. The present study defined
optimal codestream parameters, which

are essential for fast
JPEG2000 virtual slides.

viewing of

Compression of virtual slide image data
into JPEG2000 format is a computation-
ally intensive process. As shown in our
experiments, the limiting factor with a
conventional dual-core processor envi-
ronment is the processor performance.
However, given that JPEG2000 com-
pression software can be designed to ef-
ficiently utilize new multiprocessor envi-
ronments, the hard disk reading per-
formance eventually becomes critical.
By utilizing the mirrored RAID data
storage scheme, in which multiple hard
disks are combined together and data
content is duplicated to all disks, the
reading performance can be effectively
multiplied. Thus, we estimate that a
JPEG2000 compression application us-
ing a quad-core processor is capable of
compressing over 100 gigabytes of im-
age data per hour, which is faster than
the time it takes to scan a 20x20-mm
tissue section with a 0.28n per pixel
resolution using current scannérs.
Therefore, it seems that the computa-
tional demands of JPEG2000 image
compression can be fulfiled with a
software-based solution, and there is
probably no need for external JPEG2000
processing hardware.

In general, JPEG2000 differs from its
predecessor JPEG in many important
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ways. With regards to virtual micros-
copy, the most important improvement
over JPEG is the possibility to retrieve
any part of the image with random spa-
tial accessing. Moreover, due to the na-
ture of the JPEG2000 data structure, dif-
ferent image resolutions (magnification
levels in virtual slides) can be retrieved
without compromising viewing speed. A
single JPEG2000 file can thus contain
the entire virtual slide data, and even
data from multiple focus layers, when
using the JPX file format. It has been
extensively documented that when using
the average Peak Signal-to-Noise Ratio
(PSNR) image quality metric, JPEG2000
outperforms JPEG at all compression
ratios™*'*? |f the quality assessment is
based on human observations, the supe-
riority of JPEG2000 becomes evident at
compression ratios of 20:1 or higHéin
practice, an 8-gigabyte uncompressed
50,000x50,000 pixel virtual slide can be
readily compressed into a 300-megabyte
JPEG2000 image. If the slide contains
vast glass background areas, the corre-
sponding file size can be substantially
reduced, without compromising the
overall image quality of the cells and
tissues to be imaged.

Recently, an expansion proposal for the
common TIFF file format, entitled Big-
TIFF?" has been suggested as a candi-
date image format for virtual micros-
copy. It circumvents the 4-gigabyte file

size limitation of TIFF, thereby enabling
the manipulation of very large images.
BigTIFF does not define a compression
scheme of its own. It can contain, for
example, several JPEG or LZW com-
pressed image code-streams structured in
a tile-like fashion. However, by using
JPEG compressed BigTIFF, the benefits
of JPEG2000 lossy compression are lost.
Incorporating a JPEG2000 codestream
within BIgTIFF is questionable, since the
internal structuring of the JPEG2000
code-stream already enables, among
many other advantages, an efficient spa-
tial random access. In addition,
JPEG2000 specifies the JPIP protocol
for image remote viewing, which has not
been described for BigTIFF so far.

Due to its demonstrational nature, the
current version of JVS software package
does not include any encryption scheme
for transmitted image data. However,
should a need for encrypted network
transmission arise, it is possible to use a
standard secure network protocol, such
as SSH or TLS, to tunnel the unen-
crypted JPIP traffic through it. For ex-

ample, use of the TLS protocol with Vir-

tual Private Networking (VPN) requires

setting up a VPN server alongside the
JPIP server in the server end, and a VPN
client alongside the JPEG2000 viewer in
the client end. The VPN client would

then act as a proxy for the JPEG2000
viewer, redirecting the viewear requests
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through the network to the VPN server,
and from there to the actual JPIP server,
and vice versa.

A Model System for JPEG2000-
Based Virtual Microscopy

As shown in our results, JPEG2000 al-
ready meets the functional needs of vir-
tual microscopy viewing. We have de-
scribed a model for an easily upgrade-
able JPEG2000-based virtual
copy system that utilizes load balancing
(Fig. 1). The system consists of a main
JPIP server with two network interfaces:
a 100-Mbit link for client accesses (via
internet or intranet) and a 1-Gbit local
area network (LAN) connection for data
traffic between main server and sub-
server(s). The images are distributed on
the hard disks of the sub-servers. The
main server includes a database of the
image locations within the sub-server
hard disks. The database can also store

micros-

other relevant information (similar to
metadata described earlier). The main
server delegates incoming client image
requests onwards to the sub-servers ac-
cording to the image location data. An
ideally suited sub-server is an inexpen-
sive workstation equipped with three
hard disks (one disk for the images, one
disk for their backup, and one disk for
system software). The backup disk is an
independent hard disk, activated only
during a nightly backup. Currently avail-
able one terabyte hard disks can contain
approximately 3,000 to 4,000 virtual
slides. As the sub-server hard disks reach
their storage capacity, a new sub-server
can be easily inserted into the system.
Thus, this represents an efficient and in-
expensive upscaling strategy that can be
done gradually over time. In addition,
the modularity of the system allows parts
of the system to be offline without af-
fecting the functionality as a whole.
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Image storage & retrieval
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Fig 1. A model system for JPEG2000-based virtual microscopy.

Future Prospects

Large-scale clinical utilization of virtual
microscopy requires compatibility with
the Digital Imaging and Communica-
tions in Medicine (DICOM) standard,
which is currently recognized as the
standard specification for image archival
in clinical medicine. At the present time,
DICOM includes some parts of the
JPEG2000 standard, the foremost being
Part 1, which is included in Supplement
61 (JPEG 2000 Transfer Syntaxés).
Recently, Supplement 106 (JPEG 2000
Interactive Protocoff introduced the
JPIP protocol as a method of delivering
the image pixel data apart from the pa-
tient data. A joint international effort

towards consolidating pathology con-
cepts and virtual slide imaging with
DICOM s currently underway by the

DICOM working group for pathology

imaging (WG-26)" Thus, we assume

that the next step towards full implemen-
tation of JPEG2000 in clinical pathology
and virtual slide imaging requires inte-
gration with DICOM.

CONCLUSION

We conclude that JPEG2000 is a well-
suited image format for virtual micros-
copy. It enables compressing, viewing,
and serving the large image files pro-
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duced by the modern microscope slide
scanners. We developed a demonstra-
tional software package for JPEG2000
compression, viewing, and JPIP-based
network serving, all suited for the needs
of virtual microscopy. The package is

freely downloadable and usable for non-
commercial purposes.
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A software package demonstrating the utility of JPEG2000 and JPIP as an effi-
cient means of using virtual slides in DICOM
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Main topic: Virtual Microscopy applications

Abstract: Large-scale utilization of virtual microscopy requires compatibility
with DICOM, which is currently recognized as the standard specification for
digital imaging in clinical medicine. Direct application of conventional DICOM-
based systems in virtual microscopy is currently impossible, mainly because vir-
tual slides (also known as whole-slide images) exceed the specification’s image
object size limit (2 gigabytes). One solution is to utilize the JPEG2000 standard, a
well-suited image format for virtual microscopy, which is partly included in
DICOM with Supplements 61 (lossless and lossy compression), 105 (multi-
component transformations), and 106 (the JPEG2000 Interactive Protocol, JPIP).
By using the JPIP protocol, image pixel data can be transmitted apart from pa-
tient data, and thus the DICOM image size limits can be overcome. Moreover,
since the image and patient data are not connected, virtual slides are readily in-

terchangeable with non-DICOM system:s.

Although the possibility to use the JPIP protocol has been described in the
DICOM standard specification, we are not aware of any open software solutions
or libraries supporting it. In this study, we developed a software package to
demonstrate the utility of JPEG2000 virtual slides and the JPIP protocol in a
DICOM-based Picture Archiving and Communication System (PACS). First, we
modified an open source DICOM library (OFFIS DICOM Toolkit) by adding the
JPIP support as described in the Supplement 106. The library was used as a basis
for our software package, consisting of a virtual slide construction application
(JVScomp) and a DICOM client-server application (JVSdicom). JVScomp is our

existing JPEG2000 compression application, which we extended to include
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DICOM functionality. In addition to the actual JPEG2000 image file, JVScomp
generates a DICOM file, which contains medical information, image properties,
and a JPIP reference to the JPEG2000 image. Accompanied with our existing JPIP
server (JVSserv), the server half of JVSdicom provides a proof-of-principle of a
DICOM server capable of transmitting DICOM JPEG2000 virtual slides with the
JPIP protocol. The client half of JVSdicom interacts with the server as a conven-
tional DICOM client, but it can also invoke an external JPEG2000 virtual slide
viewing application when a JPIP reference is received. As a default external
viewing application, the software package features our existing JPEG2000 viewer
(JVSview). JVSdicom is designed to be readily usable with commercial-grade
DICOM servers. The software package can be obtained for free from our website
(http://jvsmicroscope.uta.fi/), which also features a demonstrational DICOM JPIP

server.

To our knowledge, the software package described in this study is the first prac-
tical solution to overcome the limitations of DICOM in virtual microscopy. Com-
pared to other approaches, such as splitting virtual slide into thousands of small
image tiles, which are stored as a DICOM Series (an ongoing DICOM WG-26
project), JPEG2000 (with JPIP) is a well-working alternative, and its utility in
DICOM should be explored in detail.



