HORUSkop: Gewebedarstellung mittels
zerstorungsfreier Bildgebungsmethoden

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Verena Stehl

aus Duisburg

Dusseldorf, 22.07.2025



aus dem Institut fur Pathologie

des Universitatsklinikums Dusseldorf und der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Berichterstatter:

1. Dr. med. Maximilian Seidl

2. Prof. Dr. rer. nat. Henrike Heise

Tag der mundlichen Prifung: 21.11.25



Mit der Arbeit in Verbindung stehendende Publikationen

Finale Phase der iterativen Korrekturrunde der Autor:innen des fertigen Manuskripts, kurz vor
geplanter Publikation:

Stehl V, Chen J, Weber A, Lolkes C, Thalwaththete Gedara M, Moser S, Langkemper R, Pichotka
M, Meier N, AlKallaa M, Scheckenbach K, Foll M, Heusinger-Hess V, Bronsert P, Wieczorek M, Seidl
M. High Resolution X-ray Computed Tomography and Intelligent Evaluation of Histological Tissue
Samples for Diagnostics (HORUS).

Vorhandene Publikationen:

von Schoenfeld A, Bronsert P, Poc M, Fuller A, Filby A, Kraft S, Kurowski K, Sérensen K, Huber J,
Pfeiffer J, Proietti M, StehlV, Werner M, Seidl M. Multiple Immunostainings with Different Epitope
Retrievals-The FOLGAS Protocol. Int J Mol Sci. 2021 Dec 25;23(1):223. doi:
10.3390/ijms23010223. PMID: 35008649; PMCID: PMC8745613. [1]

Chen, J., Ronchetti, M., Stehl, V., Nguyen, V., Kallaa, M. A., Gedara, M. T., Lolkes, C., Moser, S.,
Seidl, M., & Wieczorek, M. (2024). 2D-3D Deformable Image Registration of Histology Slide and
Micro-CT with ML-based Initialization. arXiv (Cornell University).
https://doi.org/10.48550/arxiv.2410.14343 [2]

Lakkimsetty SS, Weber A, Bemis KA, Stehl V, Bronsert P, Foll MC, Vitek O. MSlreg: an R package
for unsupervised coregistration of mass spectrometry and H&E images. Bioinformatics. 2024 Nov
1;40(11): btae624. doi: 10.1093/bioinformatics/btae624. PMID: 39418178; PMCID:
PMC11530229. [3]






Zusammenfassung

Das Projekt ,,Hochauflésende Réontgentomographie und intelligente Auswertung histologischer
Gewebeproben fur die Diagnostik® (HORUS, Forderkennzeichen: 13GWO057D) wird vom BMBF
gefordert und hat die Erforschung innovativer Lésungen zur Entlastung der Pathologie in
Deutschland zum Ziel. Die Pathologie ist durch hohen Arbeitsaufwand, Fachkraftemangel und
begrenzte digitale Prozesse gepragt. HORUSkop ist ein Teilprojekt, das den Fokus auf die
Etablierung des Proof-of-Concept legt und die verschiedenen Mdéglichkeiten zur Erganzung der
pathologischen Diagnostik auslotet.

Der Fokus von HORUSkop liegt auf der Anwendung der Mikro-CT-Bildgebung (UCT) zur Erzeugung
dreidimensionaler Bilder von formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebeproben
und der Erkennung histologischer Gewebestrukturen in den dreidimensionalen Daten. Die
erstellten uCT-Datenséatze dienen als Grundlage fur die Identifikation optimaler Schnittebenen fur
mikroskopische Untersuchungen. Somit kann die prazise Schnittfihrung zur Optimierung der
Diagnosefindung beitragen.

Ein wesentlicher Bestandteil von HORUSkop ist die Erkennung von Tumorgewebe im pCT-
Datensatz. Hierbei kommt kunstliche Intelligenz (KI) und maschinelles Lernen zum Einsatz, um
die automatisierte Erkennung des Tumorgewebes zu zeigen. Dies kann zukUlnftig eine schnellere,
prazisere und ressourcenschonendere Diagnostik ermoglichen.

Weiterhin ist die Identifizierung histologischer Schnitte und molekularbiologischer Anwendungen
in HORUSkop, wie Multiplex- oder immunhistochemische Farbungen, im pCT-Datensatz mittels
eines fur HORUS programmierten Algorithmus. Die Verknupfung der 2D-Informationen mit der
raumlichen Information wird durch diese Entwicklung ebenfalls ermaglicht.

Der Ausblick von HORUSKkop ist nach dem erfolgreichen Proof-of-Concept die Schaffung einer
umfassenderen und individuelleren pathologischen Diagnostik, welche durch die zusatzlichen
Moglichkeiten der zerstorungsfreien, raumlichen Gewebedarstellung eine patientenorientierte
Erganzung der konventionellen Pathologie ermaoglicht.



Abstract

The project “High-resolution X-ray tomography and intelligent evaluation of histological tissue
samples for diagnostics” (HORUS, funding code: 13GWO057D) is funded by the BMBF and aims to
research innovative solutions to relieve the burden on pathology in Germany. Pathology is
characterized by a high workload, a shortage of specialists and limited digital processes.
HORUSkop is a sub-project that focuses on establishing proof-of-concept and exploring the
various options for supplementing pathological diagnostics.

The focus of HORUSkop is on the application of micro-CT imaging (UCT) to generate three-
dimensional images of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples and the
recognition of histological tissue structures in the three-dimensional data. The pCT data sets
created serve as the basis foridentifying optimal sectioning planes for microscopic examinations.
In this way, precise sectioning can help to optimize the diagnosis.

A key component of HORUSkop is the detection of tumor tissue in the uCT data set. Artificial
intelligence (Al) and machine learning are used to demonstrate the automated detection of tumor
tissue. This can enable faster, more precise and more resource-efficient diagnostics in the future.

Another key component of HORUSkop is the identification of histological sections and molecular
biology applications, such as multiplex or immunohistochemical staining, in the uCT data set
using an algorithm programmed for HORUS. The linking of 2D information with spatial information
is also made possible by this development.

Following the successful proof-of-concept, the outlook for HORUSkop is the creation of more
comprehensive and individualized pathological diagnostics, which, thanks to the additional
possibilities of non-destructive, spatial tissue imaging, enables a patient-oriented supplement to
conventional pathology.
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1. Einleitung

1.1. Pathologie und Digitalisierung

1.1.1.  Konventionelle Pathologie und Histologie in Deutschland

In Deutschland spielt die Histopathologie eine zentrale Rolle in der medizinischen Diagnhostik und
Forschung. Uber die mikroskopische Untersuchung von Gewebeproben, Zellen und
Korperflussigkeiten werden Krankheiten diagnostiziert und Informationen Gber deren Ursachen
und Verlauf gewonnen [5]. Die Pathologie ist eng mit der medizinischen Praxis verbunden, da sie
Arzten dabei hilft, genaue Diagnosen zu stellen und geeignete Behandlungspléne zu entwickeln.
Sie liefert wichtige Informationen fur die medizinische Forschung, indem sie dazu beitragt, neue
Krankheiten zu identifizieren, ihre Ursachen zu erforschen und effektive Therapien zu entwickeln

[5].

Die Bedeutung der konventionellen Pathologie und Histologie in Deutschland spiegelt sich auch
inder Anzahlder Facharzt:innen fur Pathologie wider. Mit etwa 1800 berufstatigen Facharzt:innen,
die jahrlich rund 40 Millionen Gewebeproben auswerten und befunden mussen, ist dieser Bereich
von entscheidender Bedeutung flir das Gesundheitswesen [6]. Die Auswahl der zu befundenden
Teile der Proben erfolgt auf Grundlage von Erfahrung, was zu Variabilitat der Probenauswahl und
Diagnose, somit den Behandlungsverlauf haben kdénnte. Es ist daher entscheidend, dass
Prozesse in der Pathologie kontinuierlich Uberpruft und optimiert werden, um die bestmogliche
Diagnosequalitat und Patientenversorgung zu gewahrleisten [5]. Um diesem Anspruch gerecht zu
werden, implementiert die Pathologie in Deutschland angemessene Qualitatsstandards und
Richtlinien, setzt geschultes Personal ein und verfligt Uber moderne technische Ausstattung [7],

8].

Ein Problem in der konventionellen Histologie ist, dass die ausgewahlten Schnitte eine rein
zweidimensionale Darstellung des Gewebes bieten, welche zusatzlich zum Rest des Gewebes
verzerrt ist [9]. Die elastische Verzerrung ergibt sich durch die Anfertigung der Schnitte: Die
Gewebe werden in der Regel in diinne Scheiben (ca. 1 bis 2 pym Dicke) geschnitten und auf ein
Wasserbad Ubertragen. Etwaige Falten werden durch das warme Wasser gestreckt und dadurch
geglattet. AnschlieBend wird der Schnitt auf Glasobjekttrager uberfihrt und gefarbt, umihn unter
dem Mikroskop zu betrachten. Somit konnen nur etwa 0,5 % einer Gesamtprobe prapariert und
untersucht werden, was ein Risiko von Fehldiagnosen oder zum Ubersehen wichtiger
Informationen darstellt [9]. Da die durch die Schnittanfertigung verursachte Verzerrung
ungerichtet ist und sich je nach Schnitt anders verhalt, fuhrt dies zu einer nicht gleichbleibenden
Qualitat in der konventionellen Histologie. Die Einfuhrung digitaler Losungen in der Pathologie,
insbesondere die digitale Bildgebung und Bildanalyse, bietet vielversprechende Moglichkeiten,
diese Probleme zu lGsen.

1.1.2. Bisherige Digitalisierung in der deutschen Pathologie

Die Digitalisierung spielt in der Pathologie in Deutschland eine zunehmende Rolle [10]. Sie
ermoglicht die Verbesserung von Diagnoseverfahren, die effiziente Verwaltung von
Patientendaten, die Maoglichkeit zur Fernkonsultation und Zusammenarbeit zwischen
verschiedenen Fachleuten. Die Implementierung digitaler Losungen in der Pathologie eroffnet die
Maoglichkeit zur Integration von Kunstlicher Intelligenz und maschinellen Lernverfahren, um die
Diagnosegenauigkeit weiter zu erhdhen und automatisierte Analysemethoden zu entwickeln.
Digitale Standards sind in der Pathologie jedoch noch nicht weit verbreitet, [11], [12]. Zu den
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digitalpathologischen Standards gehdren zu aktuellem Zeitpunkt im Institut fir Pathologie in
Dusseldorf ein Slidescanner und Speech-to-Text fur die Befunderstellung. Sie ermodglichen die
digitale Erfassung und Analyse von Gewebeproben sowie die automatisierte Erstellung von
Befunden. Diese allerdings gestalten sich aktuell als Mehrarbeit fur das Personal, da Scans von
einzelnen Gewebeproben manuell zum Ende des Workflows durchgefihrt werden mussen.
Genauso ist es bei Speech-to-Text Assistenten: die aktuell verwendeten Systeme bendtigen
Korrektur und Anpassung durch das Personal, um eine fehlerfreie Ubertragung der gesprochenen
Texte zu gewahrleisten. Die Implementierung einer effizienten digitalen Pathologie erfordert daher
nicht nur die Bereitstellung entsprechender Technologien, sondern auch die Schulung des
Personals, um diese Technologien effektiv nutzen zu kdnnen.

1.1.3. Der Ansatz von HORUS

Zu den Herausforderungen der Pathologie in Deutschland zdhlen insbesondere der hohe
Arbeitsaufwand, der Mangel an Fachpersonal und die eingeschrankte Nutzung digitaler
Arbeitsablaufe. Um diesen Herausforderungen zu begegnen, hat das BMBF-geforderte Projekt
HORUS (Forderkennzeichen: 13GWO057D) eine innovative Losung erforscht (s. Abbildung 1).
Mittels nicht-invasiver Rontgenbildgebung werden dreidimensionale Bilder von Gewebeproben
erstellt, die eine detaillierte morphologische Analyse ermdglichen. Die zu untersuchenden
Gewebeproben werden vor dem Scan formalin-fixiert und paraffin-eingebettet (FFPE), sodass
anschlieBend konventionelle histopathologische Untersuchungen unverdndert moglich sind.
Mittels der 3D-Datensatze gesamter Proben kénnen optimale Schnittebenen fur folgende
mikroskopische Untersuchungen identifiziert und somit die Diagnosefindung unterstutzt werden.
HORUS erweitert die konventionelle Histologie um die digitale Rontgenbildgebung und zusatzlich
um eine virtuelle Histologie. Innerhalb des virtuell dargestellten Datensatzes kann auf Grundlage
eines zuvor trainierten kunstlichen neuronalen Netzwerks eine automatisierte Erkennung des
Tumorgewebes erfolgen.

Ziel ist zunachst eine prazise SchnittfUhrung, wodurch eine schnellere und zuverlassigere
Diagnosestellung ermoglicht werden soll. Ein weiterer Aspekt ist die Materialersparnis. Diese
fuhrt zu einer effizienteren Nutzung der Ressourcen und einer moglichen Reduzierung von Kosten.
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Die gesparten Gewebeproben konnen fur die Erforschung verschiedener Therapien und die
eeOptimierung der Patientenversorgung eingesetzt werden.

manchmal Nachschnitt
erforderlich
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des pathologischen Workflows und der HORUS-Methode. Oben: Sobald die
Probe eintrifft, wird diese 24 Stunden in Formalin fixiert. Danach erfolgt der grobe Zuschnitt, bevor der Feinschnitt
erfolgt. Diese Schritte erfolgen nach Erfahrung, es werden ca. 0,5% der Probe verarbeitet. Danach wird die Probe
entwéassert und paraffiniert, sodass eine formalin-fixierte, paraffineingebettete Probe auf einer Plastikkassette
entsteht, der FFPE-Block. Die Probe wird danach in 1 bis 2 um dtinne Scheiben geschnitten und auf Glasobjekttrager
(OT) aufgezogen. Dann wird der Schnitt an den OT angebacken. Danach wird der Schnitt entparaffiniert und wieder
bewéssert Uber eine absteigende Alkoholreihe, bevor die histopathologischen Farbungen, wie bspw. Hamatoxylin-
Eosin, durchgefiihrt werden. Nachfolgend wird eine aufsteigende Alkoholreihe durchgefihrt und der Schnitt schlieBlich
mit einem hydrophoben Eindeckmittel eingedeckt, sodass dieser dann an die behandelnden Patholog:innen
tibergeben werden kann. Je nachdem, ob der relevante Bereich in den diinnen Schnitten sichtbar ist, ist ein Nachschnitt
der Probe erforderlich, sodass daraus ein iterativer Prozess wird. Nach der Beurteilung wird eine Diagnose abgegeben.
Unten: Vor Ankunft der Probe, wird in der Klinik bereits ein Order-Entry-Auftrag erstellt, damit nach den
Fixierungsschritten direkt der uCT-Scan der Probe erfolgen kann. Nach dem Scan werden die Daten in das
Krankenhausinformationssystem (KIS) hochgeladen und kénnen dort abgerufen werden. Bei Abruf werden die Daten in
der ImFusion Software gedffnet. Mithilfe der zuvor trainierten KI werden Patholog:innen bei der Erkennung von
Tumorgewebe im uCT-Datensatz unterstlitzt. Ggf. kann eine erste diagnostische Einschatzung gegeben werden.
Wéhrend der digitalen Analyse kdnnen Schnitte gezielt angefertigt werden, da im 3D-Datensatz relevante
Schnittebenen mittels eines Algorithmus festgestellt werden. Anhand der Schnitte kbnnen molekulare Analysen, wie
bspw. Multiplex-Farbungen und histologische Analysen durchgefihrt werden, sodass am Ende eine individualisierte
Diagnose getétigt werden kann.

In dem von uns konzipierten Projekt HORUS wurde untersucht, inwiefern sich mithilfe von
kunstlicher Intelligenz und maschinellem Lernen histopathologische Bilder in einem pCT-
Datensatz identifizieren und histologische Details im Mikrometerbereich in 3D auflosen lassen (s.
Abbildung 2)

Die verschiedenen Messmethoden werden zur rdumlichen Darstellung histologischer Details
zusammengebracht. Diese Vereinbarung der histologischen Schnittpraparate (s. Abbildung 2b)
mit den Messungen direkt am FFPE-Block durch die fluoreszente Oberflachenfarbung (s.
Abbildung 2c), der Aufnahme des Oberflachenprofils (s. Abbildung 2a) und den pCT-Aufnahmen
als raumliche Komponente (s. Abbildung 2d), stellen den HORUS-Workflow dar (s. Abbildung 1).
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Abbildung 2: Oberflachenprofil und verschiedene Oberflachenaufnahmen von FFPE-Tonsillengewebe im Paraffinblock
und auf dem Glasobjekttrager. (a) Das Oberflachenprofil der Probe wurde mit einem Lasermikroskop vermessen,
sodass eine Heatmap der Oberfléche erstellt werden konnte. Zu erkennen ist, dass der Hoéhenunterschied Uber die
gesamte Probe 162,5 um betragt. Das Gewebe steht aus dem Paraffin hervor. Zur Farbung der FFPE-Blockoberfldche
wurde eine hydrophile Oberflédche geschaffen. (b) Der auf einen Glasobjekttrédger gezogene H&E-Schnitt einer Probe
zeigt die Standardférbung in der Pathologie. (c) Die rote Fluoreszenzférbung, zeigt eine Struktur- und Zellkernféarbung
auf der Blockoberfldache, welche dank der hydrophilen hervorstehenden Gewebeoberfliche verzerrungsfrei
durchgefiihrt werden konnte. (d) Dazu ist die Synchrotronaufnahme aus dem DESY an derselben Probe zu sehen,
welche die histologisch auf dem HE-Schnitt festgelegten relevanten Strukturen in unverzerrtem und markierungsfreiem
Zustand offenbart.

1.2. Gewebe, Praparation und Immunologie

1.2.1. Humanes Gewebe und Tumorimmunologie

Krebs ist durch eine pathologische Veranderung des Gewebes gekennzeichnet, die durch
unkontrolliertes Zellwachstum und invasives Eindringen in benachbartes Gewebe charakterisiert
ist. Diese Transformation geht mit einer gestorten Zellteilung und der Fahigkeit zur Infiltration
benachbarter Gewebe einher. Als ursachlich werden multifaktorielle Prozesse identifiziert, zu
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denen insbesondere genetische Mutationen, Exposition gegenlber kanzerogenen
Umweltfaktoren wie Tabakrauch und ionisierender Strahlung sowie bestimmte Infektionen zahlen
[13]. Zu den infektionsbedingten Ursachen zahlen insbesondere onkogene Viren (Onkoviren), wie
das Humane Papilloma Virus (HPV), das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das Hepatitis-B-Virus
(HBV). Die Integration der Viren in das Wirtsgenom bedingt eine Dysregulation der zellularen
Kontrollmechanismen und eine unkontrollierte Proliferation [14].

Auf molekularer Ebene sind Krebszellen durch die Freisetzung von ,Damage-Associated
Molecular Patterns®“ (DAMPs) charakterisiert. Diese Signalmoleklle werden bei Zellstress oder
Gewebeschadigung freigesetzt und kdnnen das Immunsystem aktivieren. Je nach Tumorkontext
fordern DAMPs entweder tumorunterdrickende Immunreaktionen oder beglnstigen durch die
Stimulierung chronischer Entziindungen das Tumorwachstum [15].

Ein weiteres tumorbiologisch relevantes Merkmal ist die Entstehung sogenannter Neoantigene.
Diese entstehen durch genetische Mutationen und resultieren in neuartigen, far das
Immunsystem potenziell erkennbaren Proteinstrukturen. Neoantigene sind von besonderem
Interesse in der Krebsimmuntherapie, da sie Zielstrukturen flr spezifische Immunantworten
darstellen und Grundlage personalisierter Therapien bilden [16].

Das Fortschreiten der Tumorentwicklung wird durch komplexe Interaktionen zwischen
Tumorzellen und dem Immunsystem beeinflusst. Tumorzellen entwickeln dabei spezifische
Mechanismen zur Umgehung der Immunuberwachung (Immun-Escape-Strategien). Dazu zahlt
unter anderem die Herunterregulation von MHC-I-Molekulen, die fur die Antigenprasentation an
zytotoxische T-Zellen essenziell sind. Zudem exprimieren Tumorzellen Checkpoint-Molekule wie
PD-L1 und CTLA-4-Liganden, welche T-Zellen in einen anergen Zustand versetzen und so deren
zytotoxische Aktivitat verhindern [17], [18], [19].

Daruber hinaus fordern Tumorzellen durch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie
Transforming Growth Factor-beta (TGF-B) und Interleukin-10 (IL-10) ein Tumormikromilieu, das
regulatorische T-Zellen (Tregs) und myeloide Suppressorzellen (MDSCs) anzieht. Diese Zelltypen
tragen aktiv zur Unterdriickung einer effektiven Immunantwort bei [20].

Die Analyse von Gewebeproben, insbesondere die Untersuchung von regionalen
Lymphknotenmetastasen, liefert entscheidende Erkenntnisse Uber die Tumorbiologie und die
Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Immunzellen. Lymphknoten spielen eine zentrale
Rolle in der Koordination der Immunantwort. Die Untersuchung von Metastasen in regionalen
Lymphknoten kann wichtige Informationen Uber die Tumorbiologie liefern, da Lymphknoten eine
zentrale Rolle bei der Aktivierung und Koordinierung der Immunantwort gegen den Tumor spielen
[21]. Lymphknotenmetastasen treten auf, wenn Tumorzellen Uber die LymphgefaBe in
nahegelegene Lymphknoten gelangen. Dies ist ein kritischer Schritt bei der Metastasierung, u.a.
von Kopf-Hals-Tumoren. Die Prasenz von Tumorzellen in Lymphknoten kann das Immunsystem
aktivieren, allerdings koénnen Tumorzellen auch immunmodulatorische Mechanismen
entwickeln, um der Erkennung und Zerstorung durch Immunzellen zu entgehen [17]. Die
Interaktion zwischen Tumorzellen und Immunzellen in den Lymphknoten kann daher
entscheidend fur die Prognose und das Ansprechen auf Therapien sein.

1.2.2. Gaumenmandeln (Tonsillae Palatinae)

Die Tonsillae palatinae, Gaumenmandeln, sind lymphatische Organe im Waldeyer-Rachenring.
Diesisteine Gruppe von lymphatischen Geweben im Pharynx und in der Mundhohle, die als erste
erteidigungslinie“ gegen eindringende Pathogene dienen. Die immunologische Funktion und
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der Aufbau der Tonsillen sind komplex und spezifisch darauf ausgerichtet, den Koérper vor
Infektionen zu schitzen [22].
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Abbildung 3: Anatomische Seitenansicht des humanen Kopf-Hals-Bereichs. Rot bzw. Griin eingekreist sind die

Gaumenmandeln, welche sich im oberen Rachenbereich am Zungenende befinden. Abbildung verdndert nach Netter
[23].

Sie sind ein gutes Modell zur Erforschung und Diagnose von Krebserkrankungen im Kopf-Hals-
Bereich. In allen Phasen der Tumorentwicklung spielen die Wechselwirkungen zwischen dem
Immunsystem und den Tumorzellen sowie die Entstehung einer chronischen Entzindung in
unmittelbarer Umgebung des Tumors eine entscheidende Rolle. Eine entzlindliche Reaktion in
den Gaumenmandeln (Tonsillae palatinae) geht mit charakteristischen histologischen Mustern
einher [24], [25]. Zunachst zeigt sich eine ausgepragte Infiltration des Gewebes mit Immunzellen,
insbesondere T-Lymphozyten, B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen. Haufig geht
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diese mit einer Hyperplasie der lymphatischen Follikel einher, die durch vergroBerte Keimzentren
gekennzeichnet sind, in denen die Aktivierung und Proliferation von B-Zellen stattfindet. Auch die
subepitheliale Zone, die T-Zell-reich ist, kann eine deutliche VergroBerung aufweisen [22], [24].
Die Gewebearchitektur verandert sich weiter durch eine Hyperplasie des Epithels, das die Krypten
der Gaumenmandeln auskleidet. In vielen Fallen sind die Krypten erweitert und enthalten
vermehrt Zelldetritus sowie exsudative Bestandteile. Das Oberfldchenepithel kann Anzeichen
einer Erosion oder Ulzeration aufweisen. Zudem treten haufig vaskuladre Veradnderungen auf,
darunter eine Dilatation und Hyperamie der BlutgefaBe [22]. Die Endothelzellen proliferieren und
es bildet sich ein entziindliches Odem im Interstitum. Zudem werden vermehrt
Adhasionsmolekulle auf den Endothelzellen exprimiert, die die Migration von Immunzellen ins
Gewebe erleichtern. In chronischen Fallen kann eine Fibrosierung auftreten, wobei kollagene
Fasern das lymphatische Gewebe durchziehen und dessen Funktion beeintrachtigen kénnen.
Diese strukturellen Verdnderungen kdnnen zu einer gestorten Immunfunktion fuhren und ein
potenziell immunsuppressives Mikromilieu schaffen, was wiederum das Risiko flr eine tumordse
Transformation erhdhen kann [22], [26].

Immunologisch sind die Gaumenmandeln folgendermaBen aufgebaut [26], [27]: Sie bestehen aus
lymphatischem Gewebe, dasin eine Kapsel aus Bindegewebe eingebettet ist. Die Oberflache der
Tonsillen ist von einer Schleimhaut bedeckt, die tiefe Furchen, sogenannte Krypten, aufweist.
Diese Krypten erhdhen die Oberflache der Tonsillen erheblich. Die immunologischen Prozesse in
den Tonsillen beginnen, wenn Pathogene in die Krypten gelangen. Die Aktivierung des
Immunsystems in den Tonsillen fuhrt oft zu einer Entzindungsreaktion, die durch die
Anwesenheit von Immunzellen und die Produktion von Zytokinen gekennzeichnet ist. Diese
Entzindung hilft, Pathogene zu eliminieren, kann aber auch zu den typischen Symptomen einer
Tonsillitis fuhren, wie Schmerzen und Schwellungen.

Das lymphatische Gewebe der Tonsillen enthalt hauptsachlich Lymphozyten, darunter B- und T-
Zellen, sowie andere Immunzellen wie Makrophagen und dendritische Zellen. Innerhalb des
lymphatischen Gewebes befinden sich Follikel mit Keimzentren, die besonders aktiv in der
Immunantwort sind. In diesen Keimzentren finden die Proliferation und Differenzierung von B-
Zellen zu Plasmazellen statt, was zur Bildung von spezifischen Antikorpern gegen eingedrungene
Pathogene fuhrt. B-Zellen sind fur die Produktion von Antikorpern verantwortlich, wahrend T-
Zellen eine Rolle bei der Zell-vermittelten Immunitat spielen. Dendritische Zellen erkennen die
eindringenden Pathogene und prasentieren ihre Antigene den T-Zellen. Dies aktiviert die T-Zellen,
die wiederum B-Zellen aktivieren. Aktivierte B-Zellen differenzieren sich z.T. in Plasmazellen, die
spezifische Antikorper gegen die erkannten Antigene produzieren. Diese Antikorper binden an die
Pathogene und markieren sie fur die Zerstorung durch andere Immunzellen, das
Komplementsystem oder neutralisieren sie direkt. Einige der aktivierten B- und T-Zellen werden
zu Gedachtniszellen, die bei einem erneuten Kontakt mit demselben Pathogen eine schnellere
und starkere Immunantwort ermoglichen [26], [28].

1.2.3. Kopf-Hals-Tumoren und korrespondierende
Lymphknotenmetastasen

Kopf-Hals-Tumoren, insbesondere Plattenepithelkarzinome (HNSCCs - Head and Neck
Squamous Cell Carcinomas), sind eine heterogene Gruppe von malignen Erkrankungen, die meist
aus dem Epithel im Bereich von Mund, Rachen, Kehlkopf oder anderen Kopf-Hals-Regionen
hervorgehen. Sie treten meist in Form von Plattenepithelkarzinomen auf. Diese Tumorarten
konnen HPV-assoziiert sein. Kopf-Hals-Karzinome haben oft eine schlechte Prognose, da sie
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meist erst in fortgeschrittenen Stadien erkannt werden. Zu diesem Zeitpunkt sind sie meist schon
lymphonodal metastasiert [29].

In der vorliegenden Arbeit werden die verhornten und nicht-verhornten Anteile des Tumors
identifiziert.

Verhorntes Tumorgewebe ist durch eine uUbermaBige Verhornung (Hyperkeratose) oder
Parakeratose (Verhornung mit erhaltenen Zellkernen) gekennzeichnet [30]. Das Gewebe weist
eine Differenzierung auf, die an normales Plattenepithel erinnert, jedoch durch Mutationen in
Genen wie TP53, CDKN2A oder EGFR dysreguliertist [31]. Die Verhornung wirkt oft als physische
Barriere gegen die Infiltration von Immunzellen und erschwert die Prasentation tumorassoziierter
Antigene, was zu einer verminderten Immunaktivitat fhrt [30], [31]. Histologisch zeigt verhorntes
Tumorgewebe eine starke Differenzierung mit eosinophilem Zytoplasma und charakteristischer
Keratinbildung [32].

Demgegeniuber weist nicht-verhorntes Tumorgewebe eine defizitare Fahigkeit zur Keratinisierung
auf, was sich in einer weniger differenzierten, haufig aggressiveren Morphologie manifestiert. Die
zugrunde liegenden Mutationen umfassen Gene wie NOTCH1 oder PIK3CA [33], [34]. In HPV-
assoziierten Tumoren spielt zusatzlich die virale Integration eine zentrale pathogenetische Rolle.
Nicht-verhornte Tumoren zeigen oft eine starkere metabolische Aktivitat und ziehen mehr
Immunzellen an [32]. Bei HPV-positiven Tumoren tritt zudem eine ausgepragte Aktivierung von T-
Zellen auf, was mit einer hohen Tumormutationslast und der Prasentation von Neoantigenen
korreliert [35]. Dennoch ist es diesen Tumoren méglich, Mechanismen wie die Uberexpression
von PD-L1 zu nutzen, um die Immunantwort zu unterdriicken [36]. Histologisch zeigt sich ein
hohes Kern-Plasma-Verhaltnis mit basophiler Farbung und einem weniger differenzierten
Erscheinungsbild [32].

Das Tumorstroma nimmt ebenfalls eine zentrale Rolle in der Tumorprogression und
Immunregulation ein. Es besteht aus krebsassoziierten Fibroblasten (CAFs), Endothelzellen,
Immunzellen wie tumorassoziierten Makrophagen (TAMs), regulatorischen T-Zellen (Tregs) und
myeloiden Suppressorzellen (MDSCs) sowie einer reichhaltigen extrazellularen Matrix (ECM) [37],
[38]. Das Stroma fordert die Tumorentwicklung durch die Sekretion von Zytokinen wie IL-10 und
TGF-B, die eine immunsuppressive Mikroumgebung schaffen. Gleichzeitig wirkt die Extrazellulare
Matrix (ECM) oft als physische Barriere, die die Migration von Immunzellen behindert.
Fibroblasten und TAMs, die mit dem malignen Tumor assoziiert sind, fordern die
Tumorprogression und die Bildung neuer BlutgefaBe (Angiogenese) durch die Sekretion von
Wachstumsfaktoren und chemotaktischen Molekulen [37], [38]. Das Stroma zeigt histologisch
eine kollagenreiche Matrix und heterogene Zellpopulationen [32].

Immunzellen, einschlieBlich T-Zellen, naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und dendritischen
Zellen, infiltrieren haufig Tumorgewebe und konnen sowohl tumorhemmende als auch
tumorfordernde Wirkungen haben. T-Zellen erkennen spezifische Antigene auf Tumorzellen und
konnen diese direkt angreifen [39]. NK-Zellen kbnnen Tumorzellen ohne vorherige Sensibilisierung
abtoten [40]. Dendritische Zellen sind fur die Prasentation von Tumorantigenen und die
Aktivierung von T-Zellen entscheidend. Die Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden
Signalen bestimmt, ob eine effektive Immunantwort gegen den Tumor initiiert wird oder nicht.

Die Entdeckung der immunmodulatorischen Mechanismen von Tumorzellen hat zur Entwicklung
von Immuntherapien gefluhrt, insbesondere von Immuncheckpoint-Inhibitoren, die darauf
abzielen, die durch Tumorzellen induzierte Immunsuppression zu Uuberwinden [18].
Beispielsweise zielen Therapien, die PD-1 oder PD-L1 blockieren, darauf ab, die Aktivitat von T-
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Zellen gegen den Tumor wiederherzustellen [36]. Diese Therapien haben in der Behandlung von
Kopf-Hals-Tumoren vielversprechende Ergebnisse gezeigt, insbesondere bei Patienten mit PD-L1
hoch exprimierenden Tumoren [36].

1.2.3.1. Humanes Papillomavirus und Bedeutung fir Kopf-Hals-Tumorerkrankungen

Das humane Papillomavirus (HPV) bezeichnet eine Gruppe von DNA-Viren, welche vornehmlich
Epithelien infizieren. Unter den Uber 200 bekannten HPV-Typen werden einige als hochrisikogen
eingestuft, da sie in engem Zusammenhang mit der Entstehung von Karzinomen stehen [41]. Von
besonderer Relevanz sind die Typen HPV-16 und HPV-18, die fur einen GroBteil der HPV-
assoziierten Tumoren verantwortlich sind. Das Virus produziert Onkoproteine wie E6 und E7,
welche Tumorsuppressoren wie p53 und Rb inaktivieren, ferner wird die virale DNA in das Genom
infizierter Zellen integriert [42]. Es folgt ein unkontrolliertes Wachstum der Zellen, genetische
Instabilitat und letztlich Bildung von Tumoren.

Humane Papillomaviren (HPV) sind ein maBgeblicher Risikofaktor fur die Entwicklung einer
spezifischen Untergruppe von Kopf-Hals-Tumoren, insbesondere flur das oropharyngeale
Plattenepithelkarzinom (OPSCC) [43]. Obgleich klassische Risikofaktoren fur Kopf-Hals-Tumoren
wie Rauchen und Alkoholkonsum nach wie vor von Relevanz sind, zeigt sich eine Zunahme von
Fallen, deren Atiologie auf eine persistierende HPV-Infektion zuriickzufiihren ist [35]. Diese
Tumoren weisen charakteristische Merkmale auf, darunter eine Lokalisation im Oropharynx, eine
bessere Prognose als HPV-negative Tumoren sowie eine starkere Assoziation mit
Lymphknotenmetastasen [44], [45]. Bereits bei der Erstdiagnose lassen sich bei vielen
Patientinnen und Patienten klinisch oder mikroskopisch nachweisbare Metastasen in den
zervikalen Lymphknoten feststellen [46] [47]. Diese ausgepragte Metastasierungsneigung wird
durch die Modulation des Tumormikromilieus sowie die Aktivitat viraler Onkoproteine gefordert
[48]. Trotz dieser aggressiven Metastasierungsdynamik zeigen HPV-positive Tumoren eine
bessere Ansprechrate auf Strahlen- und Chemotherapie, was mit einer insgesamt gunstigeren
Prognose einhergeht [49]. Diagnostisch sind bildgebende Verfahren wie PET-CT und MRT von
entscheidender Bedeutung zur Detektion von Lymphknotenmetastasen. Zur Bestatigung der
HPV-Atiologie kommen immunhistochemische Marker wie p16 sowie molekulare Tests zum
Nachweis von HPV-DNA zum Einsatz [50].

1.2.3.2. Immuntherapeutische MaBnahmen

Die Immuntherapie hat das Potenzial, die Behandlung von Krebserkrankungen grundlegend zu
erweitern, indem sie das korpereigene Immunsystem gezielt aktiviert oder moduliert, um
Tumorzellen zu bekdmpfen [51]. Im Gegensatz zu klassischen Therapiemethoden wie der Chemo-
oder Strahlentherapie fordern sie die immunologische Erkennung und Eliminierung von
Tumorzellen. Zu den wichtigsten Ansatzen zahlen die Blockade von Checkpunkten [18], die
Immunmodulation durch Zytokine [20], adaptive Zelltherapien [52] sowie therapeutische
Impfstoffe [53].

Ein zentraler Mechanismus ist dabei die Blockade des PD-1/PD-L1-Signalwegs, der
normalerweise die T-Zell-Aktivitat hemmt und damit eine Tumorflucht vor dem Immunsystem
ermoglicht [36]. Checkpoint-Inhibitoren wie der monoklonale Antikorper Nivolumab verhindern
diese Hemmung, indem sie die Interaktion zwischen PD-1 und seinen Liganden PD-L1/PD-L2
blockieren. Dies resultiert in der Reaktivierung von T-Zellen und einer verstarkten Immunantwort
[18].

Insbesondere bei Kopf-Hals-Tumoren mit rezidivierenden oder metastasierenden Verlaufen hat
Nivolumab eine signifikante Verlangerung des Uberlebens im Vergleich zu Standardtherapien
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gezeigt [54] [55] [56]. Die Wirksamkeit ist bei Patienten mit hoher PD-L1-Expression besonders
ausgepragt [55]. Die zielgerichtete Blockade dieses Signalwegs verbessert sowohl die
Tumorkontrolle als auch die Lebensqualitat der Patientinnen und Patienten.

1.2.4. Praparationsvorgang von Proben in der Pathologie

In die Pathologie werden Gewebeentnahmen aus der Klinik eingesandt. Die Gewebeentnahme
wird zunachst in Formalin fixiert, meist 24 Stunden fur Operationspraparate. Danach erfolgt die
Praparation, mit gezielter Entnahme von Proben zur weiteren Aufarbeitung. AnschlieBend wird die
Probe in den Einbettautomaten gegeben. Dort wird sie entwassert und mit Paraffin geflutet, im
Anschluss in einen Paraffinblock gegossen, es resultiert ein formalinfixierter,
paraffineingebetteter (FFPE) Gewebeblock. Nach etwa 37 Stunden ist der FFFPE-Block
schnittbereit am Mikrotom. Dabei werden die meist zwischen 1 - 2 pm dicke Schnitte auf ein
Wasserbad Uberfuhrt, sodass diese sich strecken. Aus dem Wasserbad heraus werden die
Schnitte auf Glasobjekttrager (OTs) aufgezogen. Dieser Schritt fuhrt zu einer elastischen
Verzerrung gegenuber dem Ubrigen FFPE-Block. AnschlieBend werden die Schnitte, nachdem sie
getrocknet sind, in einem Ofen erhitzt, um die Adhasion des Gewebeschnittes an das Glas zu
verstarken. Das umgebende Paraffin schmilzt haufig bereits an. Danach wird das auf dem
Glasobjekttrager befindliche Gewebe wieder durch eine absteigende Alkoholreihe hydrophilisiert,
um es empfanglich fur die nachfolgenden Farbemethoden zu machen. Nach der jeweiligen
Farbung wird ein Deckglas aufgesetzt, um das Gewebe zu schitzen und die optische Qualitat zu
verbessern. AnschlieBend ist es fur die Patholog:innen zur Befundung bereit. In vielen Fallen ist
ein Nachschnitt der Probe erforderlich. In den meisten Fallen werden nur ca. 0,5 % der
Gesamtprobe von Patholog:innen begutachtet, was unvollstandige oder gar falsche Diagnosen
zur Folge haben kann [5].

In HORUS soll dieser Workflow durch das Einbinden von zerstorungsfreien, hochauflésenden
Bildgebungsmethoden erganzt werden. Dabei wird vor der Erstellung der ersten Schnitte der
vorbereitete FFPE-Block mit einem pCT gescannt, um eine prazisere Schnittflhrung zu
ermoglichen, sodass kein Nachschnitt mehr erforderlich ist. Die Nutzung dieser zusatzlichen
Bildgebungsmethoden ermaoglicht eine verbesserte Prazision bei der Histologie. So kdnnte bereits
nach dem pCT-Scan eine erste grobe Behandlungsempfehlung ausgesprochen und der Schnitt
durch die dreidimensionale Darstellung prazise gelenkt werden. Dadurch kénnte Material gespart
und effizientere diagnostische Entscheidungen getroffen werden.

1.3. Farbemethoden in HORUS

Innerhalb des Projektes wurden an den Geweben verschiedene Farbemethoden durchgefiuhrt.
Farbungen von Gewebe dienen in erster Linie dazu, strukturelle Merkmale sichtbar zu machen
und bestimmte Komponenten oder Zellen im Gewebe gezielt anzufarben. Diese Farbemethoden
ermoglichen es den Patholog:innen, wichtige Informationen tUber das Gewebe zu erhalten und
Diagnosen und Behandlungsempfehlungen abzugeben.

1.3.1. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine der wichtigsten Farbemethoden in der Histologie. Sie
besteht aus zwei Schritten: der Hamatoxylin-Farbung und der Eosin-Farbung (s. Abbildung 4).

Hamatoxylin ist Ublicherweise in Blauholz enthalten. Es handelt sich dabei um einen farblosen,
leicht beigen Stoff, welcher durch Oxidation zu Hamatein oxidiert wird. Dadurch wird die
Anwesenheit eines Oxidationsmittels vonnoten, um den gewuinschten Farbeeffekt hervorzurufen.
Dafur werden in der Regel mehrwertige Kationen verwendet, durch dessen Zugabe sich
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Farbstoffkomplexe durch Chelatbildung bilden. Die Kationen sind meist Eisen oder Aluminium,
sogenannte Hadmalaune. Durch die gebildeten Metallkomplexe entsteht der Farbeeffekt. Bei der
Hamatoxylin-Farbung wird Hamatoxylin als Farbstoff verwendet, der vor allem die Zellkerne und
basophilen Strukturen blauviolett anfarbt. Dies ermdglicht die Unterscheidung von differenten
Zelltypen und Strukturen im Gewebe. Hamatoxylin fungiert dabei chemisch als basischer
Farbstoff und bindet an saurereiche Bestandteile der Zellen [57].

Eosin hingegen ist ein saurer Farbstoff, welcher Ublicherweise aus Steinkohle und Teer gewonnen
wird. In der Pathologie wird haufig Eosin Y verwendet. Eosin leitet sich grundlegend von
Fluorescein ab. Eosin ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der basische Bestandteile im Gewebe
anfarbt und somit eosinophil wirkende Strukturen wie Zytoplasma und extrazellulare
Komponenten rot bis rosa farbt. Es hat eine tetrazyklische Struktur und enthalt zwei hydroxylierte
Seitenketten, was seine saure Eigenschaft verleiht [58].

Nachdem das Gewebe geschnitten wurde, wird es an die Objekttrager uber Erhitzung
angebacken. Danach wird das hydrophobe, paraffinierte Material durch eine Alkoholreihe wie
Xylol und absteigende Ethanolkonzentrationen wieder hydrophil gemacht, um es fur die Farbung
zu behandeln. Zunachst erfolgt die Hamatoxylin-Farbung, bei der die Zellkerne blau-violett
gefarbt werden. AnschlieBend wird mit Eosin gegengefarbt, bei dem die Zytoplasmastrukturen
rot-violett erscheinen. Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung gibt Aufschluss Uber die
Gewebearchitektur, die Zellmorphologie, die Verteilung von Matrix und Stroma sowie den
Differenzierungsgrad von Tumoren [59].

Die HE-Farbung ist eine der haufigsten Farbungen in der pathologischen Diagnostik und stellt den
Goldstandard dar. Sie ermoglicht die Darstellung von Zellkernen, Zytoplasma und extrazelluldren
Strukturen wie Bindegewebe und verknUpft die Starken beider Einzelfarbungen miteinander.

Abbildung 4: Beispielbild eines 1,5 um dicken und HE-gefdrbten Schnittes einer Kopf-Hals-Tumorprobe. Die Probe
wurde mit einem 40x Objektivim Slide Scanner Aperio AT2 der Firma Leica gescannt.
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1.3.2. Ethidiumbromid-CFSE Farbung

Weiterhin haben wirin HORUS eine fluoreszente Farbung fur die korrespondierende Schnittflidche
auf dem FFPE-Block entwickelt. Die fluoreszente Farbung besteht aus den Bestandteilen einer
Strukturfarbung Uber Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) und einer Zellkernfarbung
Uber Ethidiumbromid (EtBr). Diese Farbemethode wurde gewahlt, weil die Eigenschaften von EtBr
die Rontgendichte potenziell gewahrleisten kdénnen, so dass Zellkerne in der pCT durch
fluoreszierende Oberflachenfarbung mit hoher Rontgenabsorption sichtbar gemacht werden
kénnten.

Ethidiumbromid ist ein Phenanthridin-Derivat, das in die kleine Furche doppelstrangiger DNA-
Molekule interkaliert. Hierbei bindet EtBr aufgrund seiner planaren Struktur. EtBr zeichnet sich
durch eine hohe Affinitdt und Selektivitat gegeniiber DNA aus. Ublicherweise wird EtBr zur
Farbung von Nukleinsauren eingesetzt, da es unter UV-Licht fluoresziert und somit eine
Visualisierung ermdglicht [60]. Die Rontgenabsorbtion von EtBr kdnnte fur die Kontrastierung der
Zellkerne im pCT-Bild zukunftig gewinnbringend eingesetzt werden. Ethidiumbromid besitzt eine
hohe Absorption bei niedrigen Rontgenenergien, was auf die Prasenz schwerer Atome (wie Brom)
zuruckzufuhren ist. Dies macht es geeignet fur Anwendungen, bei denen eine hohe
Rdéntgendichte erforderlich ist.
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Abbildung 5: Die Kurve stellt die totale Absorption inklusive der kohdrenten Streuung von EtBr dar. X-Achse (Photon
Energy in MeV): Dies ist die Energie der Photonen in Megaelektronenvolt (MeV). Sie ist logarithmisch skaliert. Y-Achse
(cmz/g): Dies ist der totale Absorptionskoeffizient, ausgedriickt in Quadratzentimetern pro Gramm (cmz/g). Sie ist
ebenfalls logarithmisch skaliert. Der Graph wurde online generiert bei XCOM [61].

Im niedrigen Energiebereich (unter 0,1 MeV) zeigt der Graph eine hohe Absorption (s. Abbildung
5). Das deutet darauf hin, dass Ethidiumbromid in diesem Bereich Photonen stark absorbiert.
Dies ist typisch fur Substanzen mit schweren Atomen wie Brom, das eine hohe
Wahrscheinlichkeit fur den Photoelektrischen Effekt hat. Die steilen Abfalle im niedrigen
Energiebereich sind charakteristisch fur Absorptionskanten. Diese treten auf, wenn die
Photonenergie die Bindungsenergie der inneren Elektronen eines Atoms erreicht, was zu einem
sprunghaften Anstieg der Absorption fuhrt. Zwischen etwa 0,1 und 10 MeV sinkt die Absorption
kontinuierlich. In diesem Bereich dominiert der Compton-Effekt, bei dem Photonen Energie
verlieren, indem sie an Elektronen inelastisch streuen. Ab etwa 10 MeV flacht die Kurve ab und
zeigt einen relativ konstanten niedrigen Absorptionswert. In diesem Bereich dominiert die
Paarbildung, bei der Photonen in der Nahe des Atomkerns ein Elektron-Positron-Paar erzeugen
konnen. Der konstante Wert deutet darauf hin, dass die Wahrscheinlichkeit dieses Prozesses Uber
einen weiten Energiebereich hinweg konstant bleibt.

CFSE ist ein Fluorophor mit gelber Emission beim Anregen mit blauem Licht. Er reagiert mit
nukleophilen Gruppen, wie primaren Aminen oder Thiolen, welche in Proteinen und
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Zellmembranen zu finden sind. Somit konnen Zellumrisse und extrazelluldre Matrix kontrastreich
angefarbt werden [62].

Die Kombination aus EtBrund CFSE stellt eine fluoreszente Oberflachenfarbung des FFPE-Blocks
zur Verfugung, die sowohl Zellkerne als auch Zellstrukturen markiert. Mithilfe dieser Farbung ist
eine Beschriftung des korrespondierenden Gewebeteils im pCT maoglich.

Abbildung 6: Ethidiumbromid-CFSE-Farbung auf der Oberfliche eines FFPE-Blockes mit prapariertem
Tonsillengewebe. Flr die Aufnahme wurden mehrere Teilscans mit einem 60x Objektiv mit Wasserimmersion
verwendet und schlussendlich zusammengelegt.

1.3.8. Multiplex-Farbungen verschiedener Marker

Multiplex-Farbungen stellen eine Technik dar, welche die simultane Detektion mehrerer
Biomarker in einer Probe ermoglicht. |hr besonderer Wert fur die Biomedizin liegt in der
Maoglichkeit, eine Vielzahl von Proteinen oder anderen molekularen Zielstrukturen gleichzeitig zu
untersuchen, wodurch ein tieferes Verstandnis zellularer Prozesse ermoglicht wird [63], [64]. So
erlaubt beispielsweise die gleichzeitige Analyse von Immunzellinfiltration, Tumorzellmarkern und
Signalwegen in Tumor-Mikroumgebungen ein tiefes Verstandnis Uber das Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen [65].

Die Heterogenitat von Tumoren stellt einen zentralen Aspekt bei der Krebsentwicklung und der
Reaktion auf therapeutische MaBnahmen in der Onkologie dar [66]. Durch den Einsatz von
Multiplex-Farbungen ist es moglich, die genannten Zelltypen gleichzeitig zu untersuchen, um
sowohlTumorzellen als auch Immunzellen in der Tumormikroumgebung sichtbar zu machen [66].
Dies ermoglicht ein besseres Verstandnis der Interaktionen zwischen verschiedenen
Zellpopulationen sowie der Reaktion des Immunsystems auf Tumoren. Dies ist insbesondere in
der personalisierten Medizin und Immunonkologie von Bedeutung, da die detaillierte Analyse der
Immunzellinfiltration im Tumor Aufschluss Uiber das potenzielle Ansprechen auf Immuntherapien
wie Checkpoint-Inhibitoren gibt [18], [66].

In der Immunologie ermoglichen Multiplex-Farbungen die Untersuchung von
Immunzellpopulationen und ihrer Aktivierungszustande in verschiedenen Geweben [64].
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Multiplex-Farbungen ermoglichen die gleichzeitige Analyse dieser Zelltypen und ihrer
Interaktionen [64], [66]. Dies erweist sich insbesondere bei der Erforschung von
Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten sowie bei der Bewertung von Immuntherapien
als vorteilhaft, bei denen die Aktivierung oder Unterdrickung spezifischer
Immunzellpopulationen eine zentrale Rolle spielt [18].

Im Rahmen des vorliegenden Projekts wurden insgesamt 17 verschiedene, fur die Immunologie
relevante Marker eingesetzt. Das Oberfldchenprotein CD4 wird vornehmlich auf T-Helferzellen
exprimiert [67]. Diese Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung anderer
Immunzellen, wie B-Zellen, die Antikdrper produzieren, und Makrophagen [67]. Eine Interaktion
zwischen CD4 und dem MHC-II-Komplex findet auf antigenprasentierenden Zellen statt. Ein
Verlustvon CD4-Zellen, wie er bei HIV-Infizierten beobachtet wird, fihrt zu einer Beeintrachtigung
der immunologischen Antwort [67]. CD8 wird auf zytotoxischen T-Zellen exprimiert, welche die
Aufgabe haben, infizierte oder entartete Zellen zu erkennen und zu zerstéren [68]. Diese Zellen
spielen eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle von Virusinfektionen und Tumorzellen [68].

CDg3 ist ein essenzieller Oberflachenmarker, der auf allen T-Zellen exprimiert wird und eine
zentrale Rolle bei der Signaltransduktion der T-Zellen spielt [69]. Es ist ein Proteinkomplex, der
aus mehreren Untereinheiten besteht, darunter CD3y, CD36 und CD3e. Diese Untereinheiten
sind Bestandteil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes (TCR), der fur die Erkennung von Antigenen
verantwortlich ist, die von MHC-Molekllen (Major Histocompatibility Complex) prasentiert
werden. Der TCR erkennt Antigene spezifisch, besitzt aber keine intrinsische Fahigkeit zur
SignalUbertragung [70]. Nach der Antigenerkennung durch den TCR leiten CD3-Moleklile, die
intrazellulare ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) enthalten,
Aktivierungssignale in das Zellinnere weiter. Dies fuhrt zur Aktivierung von Signalkaskaden, die fur
die Proliferation, Differenzierung und Effektorfunktion der T-Zellen essenziell sind [69], [70].

PD-1/CD279 ist ein inhibitorischer Rezeptor auf T-Zellen, welcher durch Bindung an PD-L1 oder
PD-L2 die Aktivierung von T-Zellen hemmt und somit die Immunantwort dampft [71]. Dies dient
dem Schutz des Organismus vor UberschieBenden Reaktionen, wird jedoch haufig von
Tumorzellen genutzt, um einer Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen [71].

CD20 ist ein Oberflachenmolekul, welches auf B-Zellen exprimiert wird und an deren Aktivierung
beteiligt ist [72]. Es stellt ein Ziel fur therapeutische Antikorper wie Rituximab dar, welche bei der
Behandlung von B-Zell-Lymphomen und Autoimmunerkrankungen zum Einsatz kommen [72].
CD79a stellt einen Bestandteil des B-Zell-Rezeptorkomplexes dar und ist an der Aktivierung von
B-Zellen beteiligt [73]. Des Weiteren findet der Marker Anwendung in der Diagnostik von B-Zell-
Lymphomen. PD-L1/CD274 fungiert als Ligand fur PD-1 und ermdglicht Tumorzellen, sich der
Immunuberwachung zu entziehen. Therapeutische Ansatze zielen darauf ab, diese Interaktion zu
blockieren, um eine Verstarkung der T-Zell-Aktivitat gegen Tumoren zu erreichen [73].

CD68 ist ein Marker fur Makrophagen, deren Funktion in der Phagozytose von Pathogenen und
Zelltrummern besteht [74]. Der Nachweis dieser Zellen in Gewebeproben erfolgt haufig unter
Verwendung des genannten Markers, insbesondere in der Tumorpathologie und bei
entzindlichen Erkrankungen [74]. FoxP3 ist ein Transkriptionsfaktor, der in regulatorischen T-
Zellen (Tregs) exprimiert wird [75]. Diese Zellen unterdricken GbermaBige Immunreaktionen und
verhindern die Entwicklung von Autoimmunitat. Eine Verdnderung des FoxP3-Gens kann zu einer
Reihe von schwerwiegenden Autoimmunerkrankungen fihren [75].

Tbet ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Funktion in der Steuerung der Differenzierung von Th1-
Zellen liegt [76]. Diese Zellen sind von essenzieller Bedeutung fur die Abwehr von intrazellularen
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Pathogenen, wie Viren, und spielen zudem eine Rolle bei der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen [76]. CD163 hingegen fungiert als Marker fur M2-Makrophagen, die
antiinflammatorische Funktionen aufweisen und eine Rolle bei der Auflésung von Entztindungen
spielen [77].

Der Marker CD138 ist ein spezifisches Merkmal von Plasmazellen und Epithelien und findet daher
haufig Anwendung in der Diagnose von Plasmazellmyelomen [78]. CD31 ist ein
Zelladhasionsmolekul, welches auf Endothelzellen sowie einigen Immunzellen vorkommt [79].
Des Weiteren ist es an der Transmigration von Leukozyten durch das Endothel beteiligt und wird
als Marker fur GefaBendothelzellen verwendet [79]. CD34 stellt einen Marker far
hamatopoetische Stammzellen dar, welcher zur Identifizierung und Isolation dieser Zellen,
beispielsweise im Kontext der Stammzelltransplantation, zum Einsatz kommt [80].

Der Antikorper Pan-Cytokeratin ist in der Lage, verschiedene Cytokeratine zu erkennen, die
ihrerseits in epithelialen Zellen vorkommen [81], [82]. In der Pathologie finden diese Marker
Anwendung bei der Identifikation epithelialer Tumoren [81], [82].

LAG-3/CD223 stellt einen inhibitorischen Rezeptor auf T-Zellen dar, welcher deren Aktivierung
hemmt [83]. Es stellt ein potenzielles Ziel in der Immuntherapie dar, da eine Blockade desselben
eine Verstarkung der Immunantwort gegen Tumore zur Folge haben konnte [83]. TIM-3/CD366
stellt einen weiteren inhibitorischen Rezeptor dar, welcher die Immunantwort reguliert und in der
Tumorimmunologie von Interesse ist, da er bei der Erschopfung von T-Zellen in der
Tumormikroumgebung eine Rolle spielt [84].

1.4. Mikroskopische Methoden in HORUS

Neben der Volumenbildgebung mittels pCT kommen im HORUS-Projekt konventionelle
oberflachenmikroskopische Verfahren zum Einsatz, um zusatzliche Informationen uber die
Gewebeproben zu gewinnen [85], [86].

1.4.1. Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie zahlt zu den zentralen Methoden in der Pathologie [87]. Sie ermoglicht die
hochauflosende Darstellung von Zellen und Gewebestrukturen und bleibt bis heute das
wichtigste Diagnosewerkzeug fur Patholog:innen. Mit verschiedenen Farbetechniken, wie der
Hamatoxylin-Eosin-Farbung, lassen sich Gewebe kontrastreich darstellen.
Immunhistochemische Farbungen zeigen zusatzlich die Verteilung molekularer Marker [88] [87].

Ein Lichtmikroskop nutzt das Prinzip der Lichtbrechung: Licht wird durch einen Kondensor auf die
Probe gelenkt, durchlauft diese und wird vom Objektiv vergroBert abgebildet. Unterschiede in
Brechungsindex, Absorption und Streuung erzeugen Kontraste. Die numerische Apertur (NA)
beschreibt die Fahigkeit eines Obijektivs, Licht zu sammeln und Details aufzulosen. Sie
beeinflusst zusammen mit der Lichtwellenldange die Abbesche Auflosungsgrenze [89]. Dies
bedeutet im mathematischen Kontext folgendes:

1,22 A
= k — =
2 NA

0,61 * ————
* n *sin @

Zur Kontraststeigerung kommen Methoden wie Hellefeld-, Phasenkontrast- oder Differentieller
Interferenzkontrast (DIC) zum Einsatz. Diese ermoglichen eine verbesserte Darstellung
spezifischer Gewebeeigenschaften.
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1.4.2. Aufnahmen der histologischen Schnittpraparate mittels Slide
Scanner

Slide Scanner wandeln mikroskopische Praparate in hochauflésende digitale Bilder um (,Whole
Slide Imaging®). Sie bestehen aus einem Lichtmikroskop mit hochauflésender Kamera und
praziser Objekttischsteuerung. Die Proben werden zeilenweise gescannt und die Einzelbilder zu
einem nahtlosen Gesamtbild zusammengesetzt [90].

Digitale Slides erlauben die Betrachtung unter verschiedenen VergroBerungen, den einfachen
Datenaustausch und die Fernbefundung [91]. Moderne Gerdte ermdglichen hohe
Scangeschwindigkeiten und unterstitzen automatisierte Workflows [92], [93].

1.4.3. Multiplex-Bildgebung von FFPE-Schnittpraparaten

Die Multiplex-Bildgebung erlaubt die gleichzeitige Visualisierung mehrerer Proteine in
Gewebeproben [94], [95].

Sie basiert auf dem Einsatz spezifischer Antikdrper, die durch Fluorophore markiert sind und an
Zielantigene binden [96], [97]. Dabei werden Signale verstarkt, z. B. durch sekundare Antikdrper
oder die Tyramid-Signalverstarkung (TSA) [98], [99].

Die Bildaufnahme erfolgt meist mittels Fluoreszenz- oder konfokaler Mikroskopie. Zur Trennung
Uberlappender Emissionsspektren verschiedener Fluorophore wird eine spektrale Entmischung
durchgefuhrt [100][95].

Im Projekt kommt das MACSima™ Imaging System von Miltenyi Biotec zum Einsatz. Es kombiniert
Farbung und Bildgebung in einem automatisierten Workflow und nutzt das REAffinity™-System flr
wiederholbare Farbungen [101]. Durch sequentielle Inkubation und Entfernung von Antikdrpern
sind Analysen zahlreicher Proteinmarker innerhalb einer einzigen Probe mdglich - ohne
SignalUberlagerung [101], [102].

1.4.4. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Diese Technik ermoglicht optische Schnittbilder mit hoher Auflosung. Eine zentrale Komponente
ist die Lochblende, die nur Licht aus der Fokusebene durchlasst. Die Anregung erfolgt durch
Laser, die Fluorophore zur Emission bringen [103].

Das emittierte Licht durchlauft eine konfokale Apertur, die Streulicht aus anderen Ebenen
unterdruckt, wodurch Bildkontrast und Auflosung verbessert werden [100], [103].

Durch punktweises Abscannen der Probe entstehen hochaufldosende Bilder, die sich zu 3D-
Rekonstruktionen zusammensetzen lassen.

1.4.5. Oberflachenscans der entparaffinierten FFPE-
Blockoberflachen

Zur besseren Ruckfuhrung 2D-Bildinformationen auf die 3D-Gewebestrukturen wurden im Projekt
3D-Laserscanningmikroskopie-Scans entparaffinierter FFPE-Blockoberflachen durchgefiihrt
[104]. Die Technik kombiniert Lasertriangulation und konfokale Mikroskopie zur prazisen
Hohenmessung.

Ein fokussierter Laserpunkt wird auf die Oberflache projiziert, die Reflektion analysiert, und
daraus die Hoheninformation berechnet [105].
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Die resultierenden 3D-Hbdhenkarten erlauben eine exakte Zuordnung der x-, y- und z-Koordinaten.
Vertikale Auflésungen im Nanometerbereich und hohe Scan-Geschwindigkeit ermdglichen die
automatisierte Analyse auch groBerer Probenareale [106].

1.5. Zerstorungs- und markierungsfreie Bildgebungsmethoden

In der medizinischen Bildgebung sind zerstorungsfreie Methoden wie die Computertomographie
(CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) von groBer Bedeutung. Diese Methoden
ermoglichen es, detaillierte Bilder des Korperinneren zu erstellen, ohne dass der Patient invasiven
Eingriffen unterzogen werden muss. Allerdings kdnnen diese Methoden ebenfalls fur biologische
und medizinische Proben verwendet werden, um die Proben zerstérungs- und markierungsfrei
von innen betrachten zu kénnen.

1.5.1.  Mikro-Computertomographie

Die  Mikro-Computertomographie  (uCT) ist eine hochauflésende Variante der
Computertomographie, die es ermdglicht, kleine Strukturen und Gewebe in hdchster
Detailgenauigkeit darzustellen. Anwendung findet die Methode normalerweise in der
Materialforschung, der Palaontologie und der praklinischen Forschung [107].

Die Mikro-CT funktioniert nach demselben Prinzip wie die klinische CT, wobei jedoch anstelle
eines Ganzkdrper-Scanners ein Gerat mit deutlich kleineren Dimensionen verwendet wird. Der zu
untersuchende Probenhalter wird langsam durch einen feinen Rontgenstrahl gefahren, wobei
eine Vielzahl von Projektionen aufgenommen werden. Aus diesen Projektionen wird dann
rechnerisch ein dreidimensionales Bild der Probe rekonstruiert [107].

Ein typisches Anwendungsgebiet der Mikro-CT ist die Bildgebung von biologischen Proben, wie
zum Beispiel kleine Tiere, Organteile oder einzelne Zellen. Durch die zerstérungsfreie,
hochauflosende Darstellung kdnnen so wertvolle Informationen Uber die innere Struktur und
Morphologie gewonnen werden, ohne dass die Probe daflir prapariert oder gar zerstort werden
muss [108].

Ein uCT-System besteht aus einer Rontgenquelle, welche eine Energie zwischen 20 und 150 keV
aufweisen kann[108]. Sie erzeugt Rontgenstrahlung durch die Beschleunigung von Elektronen auf
ein Metallziel. Zudem besitzt ein uCT-Gerat einen Probenhalter, der die Probe wahrend des Scans
in den Strahlengang positioniert und sie wahrend des Scanvorgangs dreht. Weiterhin gibt es einen
Detektor im Gerat, der die Intensitat der durch die Probe hindurchgehenden Rontgenstrahlung
misst. Dieser wandelt die durchdringenden und auf ihn treffenden Rontgenstrahlen in Grauwerte
um. Aus diesen kdnnen Bilder rekonstruiert werden [108]. Dichtes Material, wie Knochen oder
Metall, absorbiert mehr Strahlung und erscheint auf den aufgenommenen Bildern dunkler,
wahrend weniger dichtes Material, wie Gewebe oder Kunststoff, weniger Strahlung absorbiert und
heller dargestellt wird [109].

Der Detektor erfasst die abgeschwachten Rontgenstrahlen, die durch die Probe hindurchtreten
[109], und erstellt dabei viele 2D-Projektionsbilder aus verschiedenen Winkeln. Die
aufgenommenen 2D-Projektionsbilder werden mithilfe von Rekonstruktionsalgorithmen, wie der
gefilterten Ruckprojektion, zu einem 3D-Bild zusammengesetzt. Jedes Volumenpixel (Voxel) im
3D-Bild reprasentiert die Rontgendichte des entsprechenden Bereichs der Probe. Diese
volumetrische Rekonstruktion ermdglicht es, die innere Struktur der Probe in hoher raumlicher
Auflosung zu visualisieren. Die Bildqualitat eines YCT-Scanners hangt von verschiedenen
Faktoren ab, darunter die Auflosung des Detektors, die GroBe der Rontgenquelle und die
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geometrische VergroBerung. Typische uCT-Scanner bieten eine raumliche Aufldsung zwischen 2
pmund 50 pm.

Das Phasenkontrast-uCT ist eine Technik, die es ermdglicht, die inneren Strukturen eines Objekts
mit hoher Auflésung darzustellen, insbesondere wenn die Materialien schwache
Absorptionseigenschaften haben, wie Weichgewebe [110]. Phasenkontrast-uCT nutzt die
Anderung der Phasen der Réntgenstrahlen, die durch das Objekt hindurchgehen. Wenn
Roéntgenstrahlen ein Objekt passieren, werden sie nicht nur abgeschwacht, sondern ihre Phase
wird ebenfalls veradndert. Diese Phasenverschiebung wird von der Dichte und dem
Brechungsindex des Materials beeinflusst [111]. Wahrend bei der normalen
Absorptionsbildgebung nur die Intensitatsunterschiede erfasst werden, detektiert der
Phasenkontrast-pCT auch diese Phasenverschiebungen. Dazu verwendet das System spezielle
Detektoren oder Interferometrien, um die Phasenanderungen sichtbar zu machen [112].

Der Vorteil des Phasenkontrasts besteht darin, dass er auch feine Strukturen und
Materialubergange darstellen kann, die in der klassischen Rdntgenbildgebung schwer zu
erkennen sind [110]. Besonders nutzlich ist das Verfahren in der Biologie und Medizin, da es
weiche Materialien, wie Gewebe, ohne die Notwendigkeit von Kontrastmitteln sichtbar machen
kann.

Fir HORUS wurden FFPE-Blocke mittels eines Absorptions-pCT-Gerats des Fraunhofer Ernst-
Mach-Instituts (EMI) und mittels eines Phasenkontrast-puCT der Firma Exciscope (im Auftrag von
Fraunhofer EMI) untersucht.

1.5.2.  Synchrotron-Bildgebung

Synchrotron-Bildgebung ermdglicht eine noch hohere raumliche Auflosung und detailliertere 3D
Rekonstruktion. Hierbei wird anstelle einer konventionellen Rontgenquelle ein Synchrotronstrahl
verwendet. Synchrotronstrahlung entsteht, wenn Elektronen mit nahezu Lichtgeschwindigkeit
durch ein Magnetfeld gelenkt werden. Diese Strahlung ist extrem intensiv, koharent und hat ein
breites Energiespektrum, was sie ideal fur verschiedene Bildgebungsverfahren macht [111],
[113]. Die Bestandteile eines Synchrotrons sind Hilfskomponenten wie Biegemagnete und
Einflgevorrichtungen in Speicherringen, und freie Elektronenlaser werden verwendet, um
hochenergetische Elektronen zur Aussendung von Photonen anzuregen [114] (s. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Elektronensynchrotrons. Im Zentrum befindet sich der Linearbeschleuniger
(LINAC), der die Elektronen von der Elektronenkanone beschleunigt und sie tber den Injektionsmagneten in den
Synchrotronring einspeist. Der Ring besteht aus mehreren Beschleunigungsstrecken und wird von Klystron-Sendern
angetrieben. Fokussierungsmagnete und Ablenkmagnete sorgen fur die Stabilisierung und Umlenkung des
Elektronenstrahls im Ring. Sobald die Elektronen die gewiinschte Energie erreicht haben, werden sie Uber den
Ejektionsmagneten zum Experiment geleitet. Abbildung verédndert nach Spektrum.de.

Die erzeugte Strahlung wird durch Kollimatoren und Filter geleitet, um einen speziell
abgestimmten Strahl zu erzeugen. Diese Strahlung kann ein breites Energiespektrum umfassen,
von ultraviolettem Licht bis zu harter Rontgenstrahlung. Der Strahl wird auf das zu untersuchende
Objekt gerichtet. Die Strahlung durchdringt das Objekt und interagiert mit dessen Materie, wobei
sie je nach Material unterschiedlich abgeschwacht oder gestreut wird. Hinter dem Objekt
befindet sich ein Detektor, der die Strahlung aufzeichnet, die das Objekt durchdringt. Moderne
Detektoren sind oft digitale Systeme, die hochauflosende Bilder in Echtzeit erzeugen kdénnen
[114]. Die gesammelten Daten werden mithilfe von Computeralgorithmen verarbeitet, um
detaillierte Bilder zu erstellen. Diese Bilder konnen verschiedene Informationen Uber die innere
Struktur des Objekts liefern, einschlieBlich Dichteverteilungen und
Materialzusammensetzungen.

Im Projekt HORUS haben wir erganzend zu den hochauflosenden pCT-Bilddaten ebenfalls
Synchrotron Radiographie-Verfahren eingesetzt, um zusatzliche Informationen tber die Probe zu
erhalten. Diese Methode ermdglicht es uns, feinere Details im Inneren der Probe zu erfassen und
damit eine genauere Strukturannotation durchzufiihren, um diese auf die schlechter aufgelosten
MCT-Bilddaten zur Weiterverarbeitung zu tUbertragen.
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1.6. Annotation und Strukturerkennung von histopathologischen
Strukturen

Zu Beginn wurden histopathologische Details in einem Lastenheft (s. Anhang) festgehalten, um
festzulegen, welche Strukturen im pCT-Datensatz erkannt werden mussen, um eine vergleichbare
Qualitat der histopathologischen Analyse zu gewahrleisten.

1.6.1.  Software zur Annotation und Segmentierung

Innerhalb des Projektes wurden verschiedene Software-Werkzeuge zur Annotation und
Segmentierung der hochauflésenden 3D-Bilddaten und den 2D-HE-Slidescans eingesetzt.

Zunachst wurde eine pCT-Sichtungssoftware verwendet, um die 3D-Datensatze zu visualisieren,
zu navigieren und eine erste manuelle Annotation durchzuftuhren. Diese Software wurde uns von
unseren Kooperations- und Projektpartnern von der ImFusion GmbH zur Verfigung gestellt.

Nach den ersten pCT-Aufnahmen wurden zudem HE-Schnitte und von diesen 2D-HE-Slidescans
unserer Gewebeproben erstellt. Diese wurden mit der Open-Source Software QuPath [115]
annotiert und segmentiert.

Die Ergebnisse dieser manuellen Annotation und Segmentierung wurden anschlieBend genutzt,
um supervised Machine Learning Algorithmen im Bereich der Bildsegmentierung zu trainieren.

1.6.1.1. QuPath

QuPath ist eine frei verfugbare, offene Software-Plattform flur die digitale Bildanalyse,
insbesondere fur die quantitative Bildanalyse in den Lebenswissenschaften. QuPath wurde
speziell fir die Analyse von histologischen Gewebeschnitten entwickelt, bietet aber auch
Funktionen fur die Analyse von Zellkulturen, Mikroskopaufnahmen und andere Bildtypen [116].

Die Software unterstutzt eine Vielzahl an Funktionen wie die Visualisierung und Navigation durch
digitale Pathologie-Slides, Annotationen und Segmentierungen von Objekten wie Zellen oder
Gewebebereichen sowie fortgeschrittene Bildanalysefunktionen wie z.B. die Quantifizierung von
immunhistochemischen Farbungen [116], [117].

QuPath wurde von Forschenden der Queen's University Belfast entwickelt und steht unter der
GNU General Public License v3. zur freien Nutzung zur Verfugung [116].

Die Annotation der HE-Schnitte lief mithilfe von QuPath folgendermaBen ab: Zunachstwurden die
Slides digital eingescannt und als high-resolution svs-Bilddateien in QuPath geladen. Dann
wurden die relevanten histologischen Strukturen wie Gewebe, Zellen oder Gewebearten manuell
mit Hilfe von Zeichenwerkzeugen markiert und annotiert. Die einzelnen Annotationen wurden
dann mittels Zellzahlung ausgewertet. Diese Werte wurden in Tabellen Gberfihrt und miteinander
verglichen.

1.6.1.2. ImFusion Labels

Zur Annotation der fluoreszent gefarbten FFPE-Block-Schnittflachen und der dreidimensionalen
MCT-Daten wurde die Software der Kooperationspartner, ImFusion Labels, genutzt. ImFusion
Labels ist eine Bildannotations-Software, die es erlaubt, auf 2D- und 3D-Bilddaten manuell
Annotationen und Segmentierungen vorzunehmen.

Innerhalb unseres Projektes dienten die erzeugten Annotationen dazu, Trainingssets flir machine
learning-basierte Segmentierungsmethoden zu erstellen.
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Bei den in ImFusion Labels annotierten Daten handelt es sich zunadchst um die Daten der
fluoreszent gefarbten FFPE-Block-Schnittflachen.

Bei den hochauflésenden dreidimensionalen Bilddaten wurden pCT-Daten aus einem
Phasenkontrast-uCT der Firma Exciscope und Bilddaten aus einem Synchrotron in ImFusion
Labels annotiert.

Die Annotation der fluoreszent gefarbten Blockschnittfldchen lief zundchst uber manuelle
Annotation der Zellkerne ab, um die Grundlage fur ein Uberwachtes Lernverfahren zur
automatischen Segmentierung zu schaffen. Auf Grundlage der manuellen Annotation wurde
anschlieBend ein machine learning-basierter Algorithmus trainiert, um die Zellkerne automatisch
zu erkennen. Die Zellkerne kdnnen so Uber die unverzerrte fluoreszente Oberflachenfarbung im
3D-Datensatz identifiziert und kartiert werden.

Fusion PSILROIs 24 11788-15-105 LR HA 1 Database | Annotation

R Pointer

View Layaut

Display Optians

Abbildung 8: Annotierte Tumorprobe in der ImFusion Labels Software. Zu sehen ist der Ausschnitt eines uCT-Bildes, in
welchem die histopathologisch erkennbaren Strukturen mit verschiedenen Markern gekennzeichnet wurden.

Die Annotation der uCT-Daten lief ahnlich ab. Die Daten wurden allerdings aufgrund der GroBe in
kleinere Subvolumen aufgeteilt, welche dann einzeln annotiert wurden. Anhand der einzeln
annotierten Subvolumen konnten ebenfalls die Bilddaten, welche fur das Training des Modells
unerlasslich sind, kiinstlich vermehrt werden, da es nur eine begrenzte Anzahl an uCT-Scans gibt.
Es wurden verschiedene histopathologische Strukturen von Relevanz ausgewahlt, die leicht
erkennbar im pCT-Datensatz waren. Dazu gehorten unter anderem GefaBe, Fettzellen,
lymphatisches Gewebe mit Keimzentren und Bindegewebe. Diese wurden manuell annotiert, um
anschlieBend als Trainingsdaten fur uberwachte maschinelle Lernverfahren zur automatischen
Segmentierung dienen zu konnen. Die Annotation erfolgte Uber eine Graphen-basierte
Segmentierung. Mit Hilfe der graphenbasierten interaktiven Segmentierung ist es nicht notwendig
gewesen, jede Ebene einzeln zu annotieren, da die graphenbasierte Segmentierung die
Beschriftung vervollstandigt, indem sie zunachst einen Graphen aus dem Bild erzeugt, bei dem
jedes Pixel ein Knoten ist. Das Gewicht einer Kante ist ein MaB fuir die Unahnlichkeit zwischen den
beiden Pixeln. Dieser Algorithmus findet die Kanten, die den Graphen in mehrere Komponenten
aufteilen und somit das Eingabebild segmentieren. Mithilfe dieser Daten wurde ein Deep
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Learning-Modell trainiert, um die histologischen Strukturen vollautomatisch in neuen
Bilddatensatzen zu segmentieren [118], [119].

1.6.2. Einbindung kunstlicher Intelligenz zur Annotation und
Ebenenfindung

1.6.2.1. Segmentierungsmodelle
Zur automatisierten Segmentierung anatomischer Strukturen in pCT-Daten wurde ein U-Net-
Modell mit DicelLoss-Optimierung eingesetzt [120]. Die U-Net-Architektur, bestehend aus
Encoder und Decoder mit Skip-Verbindungen, ermoglicht eine prazise Lokalisierung von
Objekten. DicelLoss verbessert die Modellleistung bei unbalancierten Daten, da es die
Uberlappung mit den Referenzsegmentierungen misst und kleinste Strukturen gleichwertig
bertcksichtigt [121].

1.6.2.2. Ebenenfindung
Furdie multimodale Registrierung wurden LC2-Metrik, GANs, LNCC und FFD kombiniert. Die LC2-
Metrik misst lokale Bildahnlichkeit auch bei intensitatsunterschiedlichen Modalitaten [122][123]
[2], [124].

Ein kleines CNN beschleunigt die Berechnung. GANs, insbesondere CycleGANs, erzeugen
realistische Bilder ohne gepaarte Trainingsdaten, sind aber trainingsinstabil [125] [126].

LNCC bewertet die lokale Bildahnlichkeit unabhangig von Helligkeitsschwankungen [127] [128]
und dient zur Optimierung der Freiformverformung (FFD), die Bildverzerrungen durch
Kontrollpunktverschiebungen modelliert. Diese Methode ermdglicht flexible, lokal begrenzte
Verformungen auf Basis von B-Splines [129]. Die Kombination dieser Verfahren erlaubt robuste
Segmentierung, prazise Ebenenfindung und effektive Bildregistrierung selbst bei stark
variierenden Bildmodalitaten [130].

1.7. Statistische Auswertung von Annotationsdaten und
Korrelation mit klinischen Daten

Die Ableitung diagnostischer Prognosen aus den erhobenen Daten erfordert eine statistische
Auswertung. Eine Quantifizierung der Daten ermdglicht eine prazisere Einschatzung von Werten
wie der Tumorinfiltrationsrate (TIR) sowie des Tumordifferenzierungsgrads.

1.7.1.  Statistische Auswertung und Quantifizierung von
Annotationsdaten

Die in pCT-Datensatzen enthaltenen Annotationsdaten liefern wesentliche strukturelle
Informationen, beispielsweise hinsichtlich des Tumordifferenzierungsgrads. Die Erhebung dieser
Parameter erfolgt typischerweise durch manuelle oder algorithmische Annotation der uCT-Bilder,
wobei sowohl qualitative als auch quantitative Merkmale des Tumorgewebes erfasst werden.

1.7.1.1. Verhéltnis von verschiedenen Gewebearten des Tumors
Im Rahmen des histopathologischen Gradings findet das Verhaltnis von nicht-verhorntem
Tumorgewebe zu verhorntem Tumorgewebe Anwendung, um den Differenzierungsgrad des
Tumors zu bestimmen. Diese Information ist relevant flr die Einschatzung der Bosartigkeit und
des Wachstumsverhaltens des Tumors [131].

Mittels dieses Verhaltnisses lassen sich verschiedene Parameter einschatzen. Der so definierte
Differenzierungsgrad beschreibt, dass ein hoherer Anteil an verhorntem Gewebe mit einer
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besseren Differenzierung und einem geringeren Aggressivitatsgrad des Tumors einhergeht. Die
Tumoraggressivitat lasst sich beschreiben durch einen geringeren Anteil an verhorntem Gewebe,
was auf einen aggressiveren Tumor hindeuten kann, der schneller wachst und Metastasen bildet.

Das Verhaltnis ist ein entscheidendes Instrument fur die Einstufung von Tumoren in eine der vier
Grading-Stufen der Ordinalskala (G1 bis G4), wobei G1 gut differenziert und G4 undifferenziert
bedeutet [131]. Die Prognose wird beschrieben durch einen hdheren Anteil an verhorntem
Gewebe, was in der Regel mit einer besseren Prognose assoziiert ist, da gut differenzierte
Tumoren tendenziell ein langsameres Wachstum aufweisen. Zudem kann die Information der
Therapieplanung zugutekommen. Die Kenntnis dieser Faktoren kann bei der Entscheidung tber
die Intensitat der Behandlung von entscheidender Bedeutung sein, da die Behandlung
aggressiverer Tumoren oft eine intensivere Therapie erfordert [131], [132].

Zur Bestimmung des Verhaltnisses werden hochauflosende pCT-Datenséatze verwendet, die eine
detaillierte Analyse der Tumorstruktur ermoglichen. Der Prozess der Berechnung erfolgt in
mehreren methodischen Schritten: Zunachst wird der Tumor im pCT-Datensatz segmentiert, um
dessen Gesamtflache oder Gesamtvolumen zu bestimmen. In einem zweiten Schritt erfolgt die
Klassifizierung des Tumorgewebes, wobei durch Annotationen zwischen verhornten und nicht-
verhornten Tumoranteilen differenziert wird. AnschlieBend werden die Volumina in ein Verhaltnis
zueinander gesetzt. AbschlieBend wird dieses Verhaltnis als Quotient aus den segmentierten
Daten bestimmt. Dieser Wert liefert wichtige Informationen Uber das invasive Potenzial eines
Tumors und kann im klinischen Kontext dazu beitragen, die Aggressivitat der Erkrankung zu
bewerten und Therapieentscheidungen zu unterstutzen [133].

Volumen des nicht — verhorntem Tumors

Verhaltnis Tumorgewebearten =
Gesamtvolumen des Tumors

Das Verhaltnis wurde ebenfalls auf Signifikanz gepruft mittels einer Spearman-Korrelation.

1.7.2.  Statistische Auswertung mit RStudio

RStudio ist eine integrierte Entwicklungsumgebung (IDE) fur die Programmiersprache R und wird
vor allem fur statistische Analysen und Datenvisualisierungen eingesetzt [134] [135].

Die Oberflache gliedert sich in verschiedene Fenster: Im Skriptbereich werden R-Skripte
geschrieben, die Konsole zeigt Ausgaben, wahrend das Umgebungsfenster Variablen und
Datenrahmen anzeigt. Weitere Fenster bieten Zugriff auf Grafiken, Dateien, Pakete und
Hilfefunktionen [135], [136].

RStudio ermodglicht statistische Modellierungen, Hypothesentests, Datenbereinigung und
visuelle Darstellung von Daten. Im vorliegenden Projekt wurden Annotationsdaten in RStudio
quantifiziert und statistisch ausgewertet, um KlI- und manuelle Annotationen zu vergleichen.

1.7.2.1. Interquartilsbereich-Methode

Die IQR-Methode dient der Identifikation von AusreiBern [137]. Sie basiert auf dem
Interquartilsabstand, der die mittleren 50 % der Daten umfasst (Q3-Q1). Werte auBerhalb
definierter Grenzen gelten als AusreiBer. Die Methode ist robust gegenuber Verteilungen und
eignet sich gut zur Datenbereinigung [137].

1.7.2.2. Spearman-Korrelation

Spearman's Rho ist ein nicht-parametrisches MaB flir monotone Zusammenhange zwischen
Rangdaten [138]. Die Starke und Richtung einer monotonen Beziehung, unabhangig davon, ob
diese linearist oder nicht, wird durch dieses MaB ermittelt. Im Gegensatz zur Pearson-Korrelation,
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welche die Normalverteilung der Daten erfordert, ist die Spearman-Korrelation robuster
gegenuber AusreiBern [138].

Im Gegensatz zur Pearson-Korrelation ist sie unempfindlich gegentiber AusreiBern und setzt keine
Normalverteilung voraus. Die Berechnung erfolgt Uber Rangdifferenzen. Die Korrelation liegt
zwischen -1 und +1, wobei Signifikanztests tuber den p-Wert Aufschluss Uber die Relevanz des
Zusammenhangs geben [138].

1.7.2.3. Lineare Regression

Die lineare Regression beschreibt den Zusammenhang zwischen abhangigen und unabhangigen
Variablen mittels einer linearen Funktion [139], [140]. In der einfachen Form wird ein
Zusammenhang zwischen zwei Variablen modelliert, in der multiplen Regression mehrere
Einflussfaktoren berlicksichtigt. Die Parameter werden Uber die Methode der kleinsten Quadrate
geschatzt. Zur Modellbewertung dienen Kennzahlen wie das BestimmtheitsmaB R*und p-Werte.
Die Methode ist vielseitig einsetzbar — z. B. in der Medizin oder Naturwissenschaft — zur
Vorhersage oder Analyse von Einflussfaktoren [139], [140].
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2. Material und Methoden
2.1. Material

Die verwendeten Proben wurden aus Patient:innen in der Klinik fir Hals-Nasen-Ohren Heilkunde
entnommen und uns zur Verfligung gestellt. Die fur dieses Projekt verwendeten Proben, wurden
erst nach der abgeschlossenen Diagnostik verwendet. Die Patientendaten wurden verblindet,
sodass keine Ruckschlusse auf Einzelpersonen gezogen werden kénnen.

2.1.1. Proben der verwendeten Kohorte

Die folgend tabellarisch aufgelisteten Proben wurden fur das Projekt verwendet. Aufgelistet sind
die Gewebeart und der Probenname. Die Proben durften verwendet werden, dank des Antrags an
die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Medizinische Fakultat mit dem
positiv beschiedenen Antrag Nr. 2020-943 vom 3. Juni 2020. Die Tonsillen- und Kopf-Hals-
Tumorproben wurde dankenswerterweise von Prof. Dr. Kathrin Scheckenbach aus dem Kopf-
Hals-Tumorzentrum und Prof. Dr. Irene Esposito aus dem Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verwendung fur das Projekt zur Verfugung gestellt.

Tabelle 1: Namen und Gewebearten der Proben, die flr das Projekt in den verwendeten Methoden benutzt wurden.

Gewebeart Probenname
Tonsille 2022_2
Tonsille 2022_3
Tonsille 2022_4
Tonsille 2022 5
Tonsille 2022_6
Tonsille 2022_7
Tonsille 2022_26
Tonsille 2022_47
Tonsille 2022_49
Tonsille 2022_56
Tonsille 2022_75
Tonsille 2022_76
Kopf-Hals Tumor 2023_01_01
Lymphknotenmetastase 2023_01_02
Kopf-Hals Tumor 2023_02_01
Lymphknotenmetastase 2023_02_02
Kopf-Hals Tumor 2023_03_01
Lymphknotenmetastase 2023_03_02
Kopf-Hals Tumor 2023_04_01
Lymphknotenmetastase 2023_04_02
Kopf-Hals Tumor 2023_05_01
Lymphknotenmetastase 2023_05_02
Kopf-Hals Tumor 2023_06_01
Lymphknotenmetastase 2023_06_02
Kopf-Hals Tumor 2023_07_01
Lymphknotenmetastase 2023_07_02
Kopf-Hals Tumor 2023_08_01
Lymphknotenmetastase 2023_08_02
Kopf-Hals Tumor 2023_09_01
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Lymphknotenmetastase 2023_09_02
Kopf-Hals Tumor 2023_10_01
Lymphknotenmetastase 2023_10_02
Kopf-Hals Tumor 2023_11_01
Lymphknotenmetastase 2023_11_02
Kopf-Hals Tumor 2023_12_01
Lymphknotenmetastase 2023_12_02
Kopf-Hals Tumor 2023_13_01
Lymphknotenmetastase 2023_13_02
Kopf-Hals Tumor 2023_14_01
Lymphknotenmetastase 2023_14_02
Kopf-Hals Tumor 2023_15_01
Lymphknotenmetastase 2023_15_02

2.1.2.  Humane Gewebeproben

Die folgend aufgelisteten Materialien und Geratschaften wurden flr die Fixierung und Einbettung
des verwendeten Gewebes verwendet:

Tabelle 2: Verwendete Materialien fir die Fixierung und Einbettung des Gewebes. Aufgelistet sind das Material, der
Verwendungszweck, der Hersteller, die Katalognummer und die verwendeten Verdinnungen (wenn vorhanden).

Material Verwendung Hersteller Katalognummer | Verwendete
VerdlUnnungen
Formaldehyd 4%, | Fixierungvon neoFroxx LC-6470.5 4%
phosphatgepuffert | Gewebe (Einhausen,
Deutschland)

Becher Fixierung und Sarsted 75.9922.711 /

Lagerung von (NUmbrecht,

Gewebe Deutschland)
Ethanol Entwasserung VWR (Radnor, 85651.360 100%, 96%,

von Gewebe USA), Fischar (VWR), 715 70%

(Saarbrucken, 4102, 701 4064
Deutschland) (Fischar)

Xylol Entwasserung VWR (Radnor, 28973.363 100%
von Gewebe USA)

Paraffin Paraffinierung Vogel 1587697 100%
des Gewebes, (Fernwald-
Einbettung Annerod,

Deutschland)

Kassetten Halterung fur Langenbrinck 09-0815 /
eingebettetes (Emmendingen,
Gewebe Deutschland)

Tabelle 3: Verwendete Geréatschaften fur Fixierung und Einbettung des Gewebes. Aufgelistet sind das Material, der
Verwendungszweck, der Hersteller und die Katalognummer.

Gerat Verwendung Hersteller Bezeichnung
Einbettautomat Entwasserung und SLEE (Mainz, MPS CK, MPS P
Paraffinierung von Deutschland)

Gewebe
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Paraffinschmelze Schmelzen des SLEE (Mainz, MPS W
Paraffins Deutschland)
Metallkassetten Form far Sakura Finetek Tissue-Tek Paraform
geschmolzenes (Torrance, CA, USA)
Paraffin
Beschriftungsautomat | Beschriftung der Vogel (Fernwald- Surgipath SCP-2008
Plastikkassetten Annerod,
Deutschland)

2.1.3.

Erstellung der histologischen Schnittpraparate

In den untenstehenden Tabellen sind die Materialien und Geratschaften aufgelistet, welche far
die Erstellung der Schnittpraparate von den verwendeten FFPE-Blocken verwendet wurden. Die
histologischen Schnittpraparate wurden angefertigt von Eva Schorn, Paula Straszydlo und Anja
Harbecke, die wahrend des Projektes als technische Assistenzen fur HORUS angestellt waren.

Tabelle 4: Verwendete Materialien flir die Erstellung der histologischen Schnittprdparate. Aufgelistet sind das Material,

der Verwendungszweck, der Hersteller,

Inkubationszeit (wenn vorhanden).

die Katalognummer und die verwendeten Verdinnungen,

sowie

Material Verwendung | Hersteller Katalognum Verwendete Inkubationsz
mer Verdlinnunge | eit
n
Glas- Aufziehen KliniPath PR-001 / /
Objekttrager | dererstellten | (Amsterdam,
Schnitte Niederlande)
Deckglaser Abdeckung VWR 631-0121 / /
des Gewebes | (Radnor,
auf dem OT USA)
Hamatoxylin | Farbungdes | Sigma- 517-28-2 100% 30 Sekunden
Gewebes, Aldrich
Zellkern- (Steinheim,
farbung Deutschland)
EosinY Farbungdes | Thermo 409430250 100% 10 Minuten
Gewebes Scientific
(Runcorn,
UK)
Eukitt Eindeckmedi | Sigma- 25608-33-7 / /
um Aldrich
(Steinheim,
Deutschland)
Prolong Eindeckmedi | Thermo P36970 / /
Diamond um Scientific
(Runcorn,
UK)
Fluoromount | Eindeckmedi | Thermo 00-4958-02 / /
um Scientific
(Runcorn,
UK)
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Tabelle 5: Verwendete Geratschaften fir die Erstellung der histologischen Schnittpréparate. Aufgelistet sind das
Material, der Verwendungszweck, der Hersteller und die Katalognummer.

Gerat Verwendung Hersteller Bezeichnung

Rotationsmikrotom Anfertigung SLEE (Mainz, CUT 5062
histologischer Deutschland)
Schnitte

Wasserbad Streckung und Lauda (Lauda- GFL 1083
Aufziehen der Konigshofen,
histologischen Deutschland)
Schnitte

Ofen Fixation der Thermo Scientific Heracell 240i
histologischen (Schwerte,
Schnitte auf dem OT | Deutschland)

Kuhlplatte Kihlen des FFPE- medite Tissue Cool Plate
Blockes vor dem COP 20
Schneiden

Farbeautomat Automatisierte HE- Sakura Finetek Tissue-Tek Prisma
Farbungvon (Torrance, CA, USA) Plus
Schnitten

Im Rahmen des Projekts wurden histologische Schnittpraparate von 1,5 pm Dicke verwendet.

2.1.4.  Erstellung der Multiplex-Schnittpraparate und Multiplex-

Farbungen

Die Multiplex-Schnittpraparate wurden genau wie die histologischen Schnittpraparate angefertigt
bis zur abgeschlossenen Entparaffinierung durch Xylol. Danach erfolgten die Multiplex-
Farbungen bei den Kooperationspartnern von Miltenyi Biotech. Die verwendeten Antikdrper und
Gerate sind in den nachfolgenden Tabellen gelistet. Die Multiplex-Farbungen wurden von Eva
Schornund Aylin SaBor unter der Aufsichtvon José Villacorta Hidalgo bei der Firma Miltenyi Biotec
GmbH durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde TEC-Puffer zur Antigen-Demaskierung verwendet, wobei die 1 Liter 10-fache
Stammlésung mit einem pH-Wert von 9 aus folgenden Chemikalien hergestellt wurde:

- 2,5gTrizma-Base (1,25 g /500 ml)

- 5 g EDTA (Ethylenediaminetetraacetic; 2,5 g/ 500 ml)
- 3,2 gtri-Na-Citrat Dihydrat (1,6 g/ 500 ml)

- Geldstin 1000 ml VE-Wasser

Die Analyse der aufgenommenen Bilddaten erfolgte mit der Software MACS® iQ View — Spatial
Biology von Miltenyi Biotech.

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien, Puffer und Chemikalien fir die Multiplex-Farbungen der Tonsillen- und
Tumorproben.

Material Hersteller Katalognummer
REAplex Immuno- Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, | # 130-136-302
oncology Core Kit, Deutschland)

human, FFPE
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MACSwell™ One, Two
Imaging Frames

Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,

# 130-124-673, # 130-124-
675

MACSwell HighRes
Slide

Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,

# 130-126-799

MACSwell Deepwell
Plates

Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,

# 130-126-865

MACSima Running
Buffer

Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,

# 130-121-565

MACSwell Sealing Foils

Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,

# 130-126-866

Tabelle 7: Verwendete Geréatschaften fir die Multiplex-Farbungen der Tonsillen- und Tumorproben.

Gerat

Verwendung

Hersteller

Bezeichnung

MACSima System

Multiplex-Farbungen
und Aufnahme der
Bilddaten

Miltenyi Biotech
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)

MACSima System
130-121-164

Tabelle 8: Verwendete Antikorper fiir die Multiplex-Farbungen der Tonsillen- und Tumorproben.

Antikorper Hersteller Klon Verwendete
VerdlUnnungen

CD4 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1307 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD8a Miltenyi Biotech (Bergisch REA1024 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD3 Miltenyi Biotech (Bergisch REAL1097 1:50
Gladbach, Deutschland)

PD1/CD279 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1165 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD20 Miltenyi Biotech (Bergisch REAL1069 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD79a Miltenyi Biotech (Bergisch REA1142 1:50
Gladbach, Deutschland)

PD-L1/CD274 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1308 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD68 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1306 1:50
Gladbach, Deutschland)

FoxP3 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1253 1:50
Gladbach, Deutschland)

T-bet Miltenyi Biotech (Bergisch REA102 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD163 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1309 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD138 Miltenyi Biotech (Bergisch REA929 1:50
Gladbach, Deutschland)

CD31 Miltenyi Biotech (Bergisch REA1312 1:50
Gladbach, Deutschland)
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CD34 Miltenyi Biotech (Bergisch REAL487 1:50
Gladbach, Deutschland)

CKAE1/3/ Pan- Bio-Techne Ltd. (Abingdon, | NBP2-33200PE 1:50

Cytokeratin Vereinigtes Konigreich)

LAG-3/CD223 Miltenyi Biotech (Bergisch REA351 1:50
Gladbach, Deutschland)

TIM-3/CD366 Miltenyi Biotech (Bergisch REAL818 1:50
Gladbach, Deutschland)

2.1.5. Farbung der FFPE-Blockschnittflache

Die verwendeten Materialien und Geratschaften fur die FFPE-Blockschnittfldchenfarbung sind in
der untenstehenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Materialien fiir die FFPE-Blockschnittflachenférbung. Aufgelistet sind das Material, der

Verwendungszweck, der Hersteller, die Katalognummer, die verwendeten Verdiinnungen und die Inkubationszeit.

Material Verwendung | Hersteller Katalognum Verwendete Inkubationsz
mer Verdlinnunge | eit
n
Aceton Ablosen der Sigma- 1000142511 100% 2 Minuten
Paraffinschu | Aldrich
ppen auf (Steinheim,
dem FFPE- Deutschland)
Block
Ethidiumbro | Zellkern- CarlRoth 2218 1 ug/ml 10 Minuten
mid Farbungdes | GmbH
Gewebes (Karlsruhe,
Deutschland)
CFSE Strukturfarbu | Sigma- 21888 20 uM 10 Minuten
ng des Aldrich
Gewebes (Steinheim,
Deutschland)
DAPI Farbung der Sigma- #D9542 1:1000 10 Minuten
Zellkerne Aldrich
(Steinheim,
Deutschland)
SYTOX Deep | Farbungder Thermo S$11380, 1:1000 10 Minuten
Red Zellkerne Scientific P36987
(Schwerte,
Deutschland)
2.1.6. Bildaufnahmen der histologischen Schnittpraparate

Die erstellten Schnittpraparate wurden digital aufgenommen mit einem Slidescanner der Firma
Leica Biosystems (Nussloch, Deutschland). Es handelte sich um das Modell Aperio AT2. Fur alle
Aufnahmen wurde das 40x Objektiv des Slidescanners verwendet. Die Dateien wurden im svs-
Dateiformat mit einer Originalauflosung von 3,954 px/um gespeichert.
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2.1.7. Bildaufnahmen der fluoreszent gefarbten FFPE-
Blockschnittflache

Die fluoreszent geférbten FFPE-Blockschnittfldchen wurden in dem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop FluoView 3000 der Firma Evident (Tokyo, Japan) aufgenommen. Die
Aufnahmen wurden mit einem 60x Objektiv (UPLSAPO 60) mit Wasser als Immersionsflissigkeit
angefertigt. Die numerische Apertur des Objektivs betrug 1,2. Der refraktive Index des Objektivs
betrug 1,334. Die Arbeitsdistanz des Objektivs betrug 0,28.

Es wurden mehrere Einzelbilder einer Gesamtprobe angefertigt und anschlieBend mithilfe der
Mikroskop-eigenen Olympus-Software zu einem Bild vereint. Die LochblendengroBe betrug 260
pm.

Das konfokale Fluoreszenzmikroskop gehort zur Einrichtung des an der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf ansassigen ,,Center for Advanced Imaging” (CAi) und wurde fur das Projekt
zeitweise gebucht. Die Aufnahmen wurden im oir-Dateiformat (Olympus-eigenes Dateiformat fur
Bilddaten) mit einer originalen Auflosung von 2,4136 px/pm gespeichert und spater als tiff-
Dateien exportiert.

Die verwendeten Einstellungen der genutzten Fluoreszenzkanale sind in der untenstehenden
Tabelle gelistet.

Tabelle 10: Genutzte Fluoreszenzkanéale mit Angabe der Kanalnummer, der Wellenldnge, dem genutzten Fluorophor,
der Laserpower und der Detektorspannung flir die in der Arbeit verwendeten Bilder.

Kanal Wellenlange Genutztes Laserpower Detektorspannung
Fluorophor

CH1 405 nm DAPI 1% 450V

CH2 488 nm CFSE 1% 400V

CH3 561 nm Ethidiumbromid | 2-3% 600V

CH4 650 nm SYTOX Deep 1% 650V
Red

2.1.8. Oberflachenscans der FFPE-Blockoberflachen

Die FFPE-Blocke der Tonsillen-Proben wurden zusatzlich im Fraunhofer EMI mittels des 3D-
Laserscanmikroskops VK-X3000 der Firma Keyence (Osaka, Japan) untersucht. Die Auflosung lag
bei etwa 0,5 um. Zur Auswertung der Messdaten wurde die mikroskopeigene Software der Firma
Keyence verwendet. Diese Aufnahmen wurden dankenswerterweise von Dr. Sebastian Hess von
Fraunhofer EMI durchgeflhrt.

2.1.9. Aufnahmen der Probenim puCT

Die Tonsillen-Proben und einige der Tumorproben wurden in den uCT-Anlagen Phoenix V|tome|x
M von Baker Hughes (Houston, Texas, USA) des Fraunhofer EMI, einem Absorptions-uCT ZEISS
Xradia 500 Versa (Oberkochen, Deutschland) der Firma MITOS (Mlunchen, Deutschland) [141]und
einer Phasenkontrast-Rontgenquelle der Firma Exciscope (Kista, Schweden) [142]
aufgenommen. In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Parameter fur die Erstellung der
MCT-Aufnahmen. Die genauen Spezifikationen der Gerate bzw. der Messungen sind im Anhang zu
finden. Fur die Bildrekonstruktion der Absorptions-uCT-Aufnahmen wurde die Software Phoenix
Datos|x von Baker Hughes (Houston, Texas, USA) verwendet. Im Fraunhofer EMI wurden zehn
Tonsillen-Proben und zwei Tumorproben aufgenommen.
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Tabelle 11: Verwendete Parameter fir uCT-Aufnahmen im Fraunhofer EMI.

Gerat Auflésung bzw. Aufnahmezeit Detektorspannung | Starke
VoxelgroBe

Phoenix 4,9 um 10-12 Stunden | 40-50V ~350 A

V[tome|x M

Die Aufnahmen der Firma Exciscope dauerten pro FFPE-Block ca. 2 bis 3 Stunden bei einer
Spannungvon 70 kV und einer Starke von 187 W der verwendeten Rontgenquelle. Die Aufnahmen
wurden mit einer 5x VergroBerung und einer VoxelgroBe von 2,6 pm angefertigt. Die
Bildrekonstruktion erfolgte mit einem Feldkamp-Davis-Kess (FDK)-Algorithmus. Mithilfe des
Phasenkontrast wurden vier Tonsillen-Proben aufgenommen.

Absorptions-pCTs von MITOS wurden mit einem ZEISS Xradia 500 Versa aufgenommen, das mit
einer 160-kV-Transmissionsréhre und einem indirekten Detektionssystem aus einem Szintillator
mit einer Auflésung von 4 um ausgestattet ist. Die Proben wurden 3 Stunden lang in einem pCT-
Gerat gemessen. Die tomografische Rekonstruktion der gewonnenen Daten wurde mit der
Software X-AID (MITOS GmbH, Deutschland) durchgefuhrt. Hier wurden drei Tonsillen-Proben
gemessen. Alle yCT-Aufnahmen wurden unter Auftrag des Fraunhofer EMI von Ralph Langkemper,
Mahesh Thalwathethe Gedara und Dr. Stefan Moser durchgefuhrt.

2.1.10. Aufnahmen der Proben im Synchrotron

Alle fur das Projekt verwendeten Tumorproben und die korrespondierenden Metastasen wurden
in die Schweiz zum Paul-Scherrer-Institut (PSI) [143] versendet und von der Firma ANAXAM im
Synchrotron gemessen. In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Parameter fur die
Erstellung der Synchrotron-Aufnahmen. Fur die Bildrekonstruktion wurden die Algorithmen des
Propagations-basierten Phasen-Kontrast [144] und der Gridrec Algorithmus [145] verwendet.

Tabelle 12: Verwendete Parameter fiir Synchrotron-Aufnahmen im PSI und DESY.

Strahlengang Auflosung bzw. Aufnahmezeit Bildrekonstruktion
VoxelgroBe
TOMCAT SLS 0,325-1,625 um 30-200 ms pro Propagation-based
Projektion phase contrast [144],
gridrec algorithm
[145]
DESY 2D-Talbot-Array | 2,5 um 15 bis 20 Min. pro X-AID Software und
Probe Paganin-
Phasenerkennung

Weiterhin wurden Synchrotronmessungen im DESY durchgefuhrt [146]. Die DESY-Aufnahmen
wurden mit einer Phasenkontrast-uCT-Anlage unter Verwendung von 2D-Talbot-Array-
Beleuchtungen mit einer Auflésung von 2,5 pm aufgenommen. Die Messzeit betrug fur jede Probe
15 bis 20 Minuten. Die Bilder wurden mit der X-AlD-Software rekonstruiert (nach Paganin-
Phasenerkennung). In dieser Einrichtung wurden 4 Tonsillen-Proben gemessen.

2.1.11. Annotation der histologischen Schnittpraparate und fluoreszent

gefarbten FFPE-Blockoberflachen in QuPath
Nach der Digitalisierung der HE-gefarbten Schnittpraparate und der fluoreszent gefarbten FFPE-

Blockoberflachen, wurden diese mit der Software QuPath annotiert [116]. Die Softwareversion
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0.5.1 wurde verwendet. Die Annotationen der H&E-Schnitte und der fluoreszent gefarbten
Blockschnittfldchen wurde dankenswerterweise von Muhannad Al Kallaa durchgefuhrt.

2.1.12. Annotation der uCT- und Synchrotron-Aufnahmen in ImFusion
Labels

Nach der durch die Kooperationspartner Fraunhofer EMI, ImFusion und ANAXAM durchgefuhrten
Bildrekonstruktion, wurden in der Software ImFusion Labels [147] einzelne ROls annotiert. Dafur
wurde die Softwareversion ImFusion SDK 3.5.0 verwendet.

2.1.13. Statistische Auswertung der Patientendaten mit R

Die Patientendaten der Kohorte der Kopf-Hals-Tumore mit den korrespondieren
Lymphknotenmetastasen wurden auf Geschlecht, Alter, Lebensstatus, HPV-Status,
Immuntherapie-Status ausgewertet mit der Software R-Studio. Verwendet wurde die
Softwareversion Build 394 2024.09.1.

2.2. Methoden

2.2.1. Praparationsvorgang von Proben in der Pathologie

Das Tonsillengewebe, sowie das Tumorgewebe wurde mindestens Uber Nacht in 4 %
Formaldehyd inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Gewebe dreimal je 5 Minuten in DPBS
gewaschen und in aufsteigende Alkoholreihen Uberfuhrt. Zunadchst wurde das Gewebe in
70%igem Ethanol fur 45 Minuten inkubiert. Danach wurde das Gewebe fir 1 Stunde und 45
Minuten in 96 %igem Ethanol inkubiert. AnschlieBend wurde das Gewebe 2 Stunden und 45
Minuten lang in 100 %igem Alkohol inkubiert. Der letzte Schritt der Dehydratisierung wird durch
eine 2-stundige Inkubation in Xylol eingeleitet. Nachdem das Gewebe dehydriert war, wurde es in
Paraffin eingebettet.

2.2.2. Erstellung der histologischen Schnittpraparate

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde mit dem Rotationsmikrotom CUT 5062 (Slee)
geschnitten. Dazu wurden 1,5 um dicke Schnitte geschnitten. AnschlieBend wurden die Schnitte
in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 46°C uberfuhrt. Wenn die Schnitte glatt waren, wurden
sie auf KP Silan Druckerobjekttrager von Klinipath Ubertragen. Fur den letzten Schritt wurden die
Objekttrager bei Raumtemperatur Uber Nacht getrocknet.

2.2.3. HE-Farbung der histologischen Schnittpraparate

Nachdem die Schnitte uber Nacht getrocknet wurden, wurden sie im Ofen an die Glasobjekttrager
angebacken bei einer Temperatur von 65 °C Uber eine Stunde. AnschlieBend erfolgt die
Entparaffinierung und die Rehydration des Gewebes, gefolgt von den Farbeschritten und dem
Eindeckeln. In der folgenden Tabelle ist das Protokoll der HE-Farbung detailliert dargestellt.

Tabelle 13: Arbeitsschritte, benutztes Material und Inkubationszeit der einzelnen Schritte fir die HE-Farbung.

Arbeitsschritt Material Inkubationszeit
1. Anbacken bei 65 °C Ofen 1 Stunde
2. Entparaffinierung Xylol 20 Minuten
3. Rehydrierende Ethanol (100%, 96%, 70%) Jeweils 5 Minuten

absteigende
Alkoholreihe
4. Rehydration Destilliertes Wasser 2 Minuten
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5. Eosinfarbung EosinY 10 Minuten

6. Waschen Leitungswasser 1 Minute

7. Kerngegenfarbung Hamatoxylin 30 Sekunden
8. Waschen Leitungswasser Ca. 2 Minuten
9. Dehydrierende Ethanol (70%, 96%, 100%) Je eine Minute

aufsteigende

Alkoholreihe
10. Dehydration
11. Eindeckeln

Deckglaschen

Xylol 2 Minuten
Eukitt, Deckglaschen /

mit

Die mit H&E gefarbten, histologischen Schnittpraparate wurden dankenswerterweise von der
technischen Assistenz Eva Schorn angefertigt.

2.2.4. Multiplex-Farbungen der Tonsillen- und Tumorproben mit

MACSima

Bereits abgenommene Schnittpraparate der Proben wurden bei der Firma Miltenyi Biotech
mithilfe des MACSima Gerates Multiplex gefarbt. Dazu wurden die Schnitte vor Ort entparaffiniert,
genau wie die histologischen Schnittpraparate und anschlieBend in das MACSima Gerat gegeben.
Das Gerat fuhrte dann Uber mehrere Tage folgende Schritte (s. Tabelle 14) in einem iterativen
Prozess durch, bis alle Antikorper gefarbt wurden. Die Bildaufnahmen erfolgten ebenfalls direkt
im Gerat. AnschlieBend wurde mittels der Software MACS® iQ View — Spatial Biology von Miltenyi
Biotech die Bildanalyse durchgefuhrt. Das detaillierte Durchfihrungsprotokoll findet sich im

Anhang.

Tabelle 14: Arbeitsschritte zur Aufnahme der Multiplex-Farbung der Schnittpréparate.

Arbeitsschritt Material Inkubationszeit

1. Entparaffinierungder | s.Tabelle 13, Schritte 2 bis4 | ~30 Minuten
Schnitte

2. Antigen- PT-Modul, TEC-Puffer 40 Minuten
Demaskierung

3. Probenin MACSWell MACSWell Imaging Frames, 5 Minuten
Imaging Frames AutoMACS Puffer
uberfuhren

4. Permeabiliseren der 2% BSAin 1x PBS 30 Minuten
der Proben mit 2%
BSA

5. Waschen der Proben AutoMACS Puffer 5 Minuten

6. DAPI-Farbung DAPI, AutoMACS 10 Minuten

7. Waschen der Proben AutoMACS Puffer 5 Minuten

8. Vorpipettierte MACSima Running Buffer, 30 Minuten
Antikorper und MACSwell Sealing Foils,
Proben in MACSima MACSwell Deepwell Plates,
geben MACSima

9. Antikorperfarbung der | Jeweiliger Antikorper (s. Iterativer Prozess Uber 3 bis 5
Proben Tabelle 8) in MACSwell Tage, bis alle Antikorper

Deepwell Plate

10. Bleichen der
Antikorper

Lichtquelle des MACSima

gefarbt und aufgenommen
wurden.
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2.2.5.

Nach der Abnahme der Schnittpraparate, die die HE-Farbung durchliefen, wurde die FFPE-
Blockoberfldche bearbeitet. Dazu wurde der FFPE-Block zunéchst in Aceton inkubiert, um
restliche Paraffinschuppen von der Oberfldche zu entfernen und eine Zelllage freizulegen, damit
diese hydrophilisiert wird. Danach folgen Waschschritte und die einzelnen Farbeschritte. Ggf.
wird der FFPE-Block anschlieBend eingedeckelt. In der folgenden Tabelle ist das Protokoll der
fluoreszenten FFPE-Blockoberfldchenfarbung detailliert dargestellt.

Fluoreszente Farbung der FFPE-Blockschnittflache

Tabelle 15: Arbeitsschritte, benutztes Material ggf. mit Konzentration und Inkubationszeit der einzelnen Schritte fir die
fluoreszenten FFPE-Blockoberflachenféarbung.

Arbeitsschritt Material Inkubationszeit
1. Inkubationin Aceton GefaB Min. 1 Minute
2. Waschen Destilliertes Wasser 30 Sekunden
3. Trocknen der Ca. 2 Minuten

Oberflache
4. Fluoreszente Ethidiumbromid (150 pl mit 10 Minuten
Zellkernfarbung mit Konzentration von 1 pg/ml),
EtBr, SYTOX Deep Red | SYTOX Deep Red (150 pl,
oder DAPI 1:1000 Verdunnung), DAPI
(150 pl, 1:1000 Verdlinnung)
5. Abpipettieren der Destilliertes Wasser 30 Sekunden
FlUussigkeit, Waschen
und Trocknen
6. Fluoreszente Farbung | CFSE (150 pl mit 10 Minuten
mit CFSE far Konzentration von 20 pM)
Hintergrundstrukturen
7. Abpipettieren der Destilliertes Wasser 30 Sekunden
FlUussigkeit, Waschen
und Trocknen
8. Ggf. Eindeckeln ProLong Diamond, /
Fluoromount, Deckglaschen

2.2.6. Bildaufnahmen der

Schnittpraparate

histologischen HE-gefarbten

Die HE-gefarbten Schnittpraparate wurden nach den Farbeschritten an einem Slide Scanner des
Typs Aperio AT2 aufgenommen. Die Schnitte wurden eingelegt und automatisiert gescannt,
nachdem sie benannt wurden und der zu scannende Bereich manuell pro Schnitt eingestellt
wurde. Alle Scans wurden mit einer 40x VergroBerung aufgenommen und die Dateien wurden
anschlieBend im svs-Dateiformat mit einer Auflosung von 3,954 px/um gespeichert.
AnschlieBend wurden die Scans auf die arbeitsgruppeneigene Festplatte Expansion (Seagate;
Fremont, CA, USA) gespeichert. Die Betrachtung und initiale Vermessung erfolgte mit der
proprietaren Software des Slide Scanners (Aperio ImageScope).

2.2.7. Oberflachenscans der FFPE-Blockoberflachen

Zur Untersuchung der Tonsillen-Proben wurden als Messmethoden ein konfokaler Laser, die
Fokusvariation und WeiBlichtinterferometrie verwendet. Erhoben wurden Daten zur
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Oberflachenbeschaffenheit und zum Oberfldchenprofil. Dazu wurde die FFPE-Probe auf den
Probentisch des Mikroskops abgelegt, die jeweilige Messmethode ausgewahlt und durch den
Laser unter einem Objektiv abgetastet. In der Software wurden eine Heatmap, welche die Hohe
der Probe angibt, und daraus ein Oberflachenprofil erstellt.

2.2.8. Bildaufnahmen der fluoreszent gefarbten FFPE-
Blockschnittflachen

Die fluoreszent geférbten FFPE-Blockschnittflichen wurden nach der Farbung mit einem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop der Firma Evident aufgenommen. Die Proben wurden mit dem
Deckglas in Richtung des Objektivs auf den motorisierten Probentisch gelegt. Nach der
Adjustierung und Fokuseinstellung, wurde in der Software der zu scannende Bereich mit einer
polygonalen Flache eingegrenzt. Auf der so entstandenen Karte der Probe, wurden drei Felder mit
Voreinstellung des Fokus ausgewahlt, um den Fokus bei der nicht geraden Oberflache des FFPE-
Blockes zu halten. Danach wurde der Scan gestartet und es wurden alle einzelnen Felder in dem
zuvor definierten Bereich gescannt. Zwischen den einzelnen Feldern war immer eine minimale
Uberlappung (ca. 2 pm) angelegt, damit das Bild sich am Ende zusammenfiigen ldsst. Fiir die
ausgewahlten Marker wurden die Kanale der Wellenldngen 488 nm und 561 nm verwendet. Die
einzeln aufgenommenen Felder wurden nach der Aufnahme von der mikroskopeigenen Software
zusammengefugt. Das Gesamtbild wurde zusatzlich zu allen einzelnen Bildern im oir-Dateiformat
mit einer Auflésungvon 2,4136 px/pm gespeichert. Die Aufnahmen wurden auf dem Serversystem
der Heinrich-Heine-Universitat sowie des CAi gespeichert und anschlieBend auf die
arbeitsgruppeneigene Festplatte Expansion zur Weiterverarbeitung uberflhrt.

2.2.9. Aufnahmen der uyCT-Daten

Die fur das Projekt HORUS verwendeten puCT-Aufnahmen wurden vom Fraunhofer Ernst-Mach-
Institut (EMI) durchgefihrt. Die FFPE-Blocke wurden vom Universitatsklinikum Dusseldorf (UKD)
postalisch zunachst an das Fraunhofer EMI versendet. Nach der Ankunft wurden die FFPE-Blocke
in das pCT-Gerat Phoenix V|tome|x M einzeln Uberfuhrt. Die Proben wurden auf einem stabartigem
Probenhalter drapiert und fur etwa 8 bis 10 Stunden aufgenommen. Gemessen wurde dabei die
Absorption der Rontgenstrahlen der Probe, welche anschlieBend in der Software Phoenix Datos|x
zu Bilddaten rekonstruiert wurden.
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phoenix v[tomelx m ‘

Abbildung 9: uCT-Gerét ,,Phoenix V|tome|x M“ im Fraunhofer EMI. Hinter dem mittleren Fenster ist ein Blick in die
Messkammer zu werfen. Rechts steht die dazugehdrige PC-Einheit, fir die Messeinstellungen.

Einige der Tonsillen-Proben wurden der Firma Exciscope (Schweden) ubersandt. Die dortigen
Aufnahmen wurden mit einem Phasenkontrast-uCT aufgenommen. Dort wurden die Proben
ebenfalls auf einem stabartigen Probenhalter befestigt und Uber 2 bis 3 Stunden gemessen.
Gemessenwurden die Absorption der Probe, sowie die Phasenveranderung der Rontgenstrahlen.
Zur Rekonstruktion der Bilddaten wurde ein FDK-Algorithmus verwendet.

Bei der Firma MITOS (Deutschland) wurden die Proben mit einem weiteren Absorptions-uCT mit
einer 160 kV Transmissionsrohre und einem indirekten Detektorsystem aufgenommen. Die
Messung einer Probe nahm etwa 3 Stunden in Anspruch. Die Daten wurden mittels der X-Aid
Software (MITOS, Deutschland) rekonstruiert.

2.2.10. Aufnahmen der Synchrotron-Daten

Die Synchrotron-Aufnahmen der Tumorproben erfolgten beim Paul-Scherrer-Institut (PSI) in
Villigen, Schweiz. Durchgefihrt wurden die Messungen von der Firma ANAXAM. Dabei wurden die
Proben ahnlich zur pyCT-Messung auf einem stabartigen Probenhalter befestigt und im
Strahlengang TOMCAT des Synchrotrons SLS gemessen. Die Messungen mit der niedrigen
Auflosung (1,625 um VoxelgroBe) wurden mit 2001 bis 3001 Projektionen pro Probe und einer
Aufnahmezeit von 30 ms pro Projektion durchgefihrt. Die Messungen mit der hohen Auflosung
(0,325 um VoxelgroBe) wurden mit 2001 Projektionen pro Probe und einer Aufnahmezeit von 200
ms pro Projektion aufgenommen.
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Abbildung 10: FFPE-Block auf dem Probenhalter in der Vorbereitung fiir die Synchrotron-Messung von ANAXAM im
PSI.

AnschlieBend wurden die Daten mit der ,,Propagation-based phase contrast“-Methode [144] und
dem Gridrec Algorithmus [145] rekonstruiert und auf eine Festplatte der Firma Seagate zur
Ubergabe gespeichert. Die Daten wurden an die Kooperationspartner von ImFusion tibergeben,
damit eine Anpassung des Dateiformats auf die Annotationssoftware ImFusion-Labels erfolgen
konnte und zusatzlich Region of Interests (ROI) der einzelnen Datensatze zur Annotation erstellt
werden konnten.

Zusatzlich wurden Synchrotron-Aufnahmen im DESY von der Firma MITOS durchgeflihrt. Die
Proben wurden erneut auf einem stabartigen Probenhalter befestigt und in einem
Phasenkontrast-Setting mit 2D-Talbot-Array-Beleuchtungen [148] im Strahlengang P05
gemessen. Die Messungen dauerten flir eine Probe 15 bis 20 Minuten. Die Daten wurden mithilfe
der X-AID Software der Firma MITOS rekonstruiert.

2.2.11. Annotation der Bildaufnahmen der histologischen
Schnittpraparate

Die svs-Dateien der histologischen Schnittpraparate wurden in die Software ,,QuPath” geladen.
Dort wurden alle Bildaufnahmen einem QuPath-Projekt zugeordnet und die verschiedenen
Gewebestrukturen als Annotationsklassen voreingestellt. AnschlieBend wurden die
Schnittpraparate einzeln annotiert. Die Strukturen der jeweiligen Klassen wurden mit dem Pinsel-
Tool markiert und der jeweiligen Gewebestruktur zugeordnet. AnschlieBend wurden die Daten,
welche in den einzelnen Annotationsfeldern gespeichert waren, als Text-Dateien exportiert. Fur
Ubertragungen von Annotationen von H&E-Schnitten auf pCT-Datensidtze wurden annotierte
Bilddatensatze verwendet, welche im Rahmen der medizinischen Doktorarbeit von Muhannad Al
Kallaa gewonnen wurden.
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2.2.12. Annotation der uCT- und Synchrotron-Daten und Training des
KI-Modells

Die als imf-Dateien gespeicherten dreidimensionalen uCT- bzw. Synchrotron-Daten wurden
entweder als gesamte Datei, welche vorher einem Downsampling mit einem Faktor von 4
unterliefen oder als ROl ohne Downsampling in die Software ,,ImFusion Labels“ geladen.

In der Software wurden ebenfalls Projektdateien mit mehreren Datensatzen erstellt. Die
annotierten Daten wurden zur weiteren Verwendung als imf-Dateien gespeichert. Die gleichen
Gewebestrukturen, die fur die 2D-H&E-Schnitte verwendet wurden, wurden in den 3D-Daten
annotiert, soweit moglich. Die Strukturen, die annotiert wurden, waren die folgenden:
Keimzentren, lymphatisches Gewebe, Muskeln, Bindegewebe, Plattenepithel, Fettgewebe,
Drusengewebe, arterielle und vendse GefaBe. Bei den Tumorproben wurden zusatzlich der
Tumorbereich und das Stroma annotiert.

Aufgrund der GroBe der uCT-Daten wurden die Daten in kleinere Subvolumina unterteilt, die dann
einzeln annotiert wurden. Die individuell annotierten Subvolumina wurden auch dazu verwendet,
die Bilddaten kunstlich zu vergroBern, was fur das Training des Modells unerlasslich ist, da nur
eine begrenzte Anzahlvon uCT-Scans zur Verflugung steht.

Far das Training des KI-Modells wurden nur die Annotationen des Tumorgewebes und der GefaBe
verwendet und alle anderen Gewebe als Hintergrund definiert. Die Annotation wurde mit Hilfe der
graphbasierten Segmentierung durchgefuhrt. Mit diesen Daten wurde das KI-Modell trainiert, um
die histologischen Strukturen in neuen Bilddatensatzen vollautomatisch zu segmentieren.

Fuar das KI-Modell wurden die Modelle U-Net und DicelLoss verwendet. Diese sind Standard-
Modelle fur das Training von KI-Modellen zur Bildsegmentierung. Dazu wurden die zuvor manuell
angefertigten Annotationen als Grund-Wahrheitswerte definiert, welche es zu erreichen gilt. Das
Modell wurde auf die einzelnen Proben trainiert. Somit wurden 60% der Daten einer jeden Probe
als Trainingsdaten verwendet, 20% einer jeden Probe wurden als Validierungsdaten und 20% einer
jeden Probe wurden als Testdaten verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene U-Net- und DicelLoss-Modelle trainiert. Fur die
Tonsillen-Proben wurden insgesamt 9 Marker, welche zuvor manuell annotiert wurden, vom
Modell erkannt. Fur die Tumor-Proben wurde sich auf ROls beschrankt. Basierend auf dem bereits
vorhandenen Modell konnte eine verbesserte Erkennung von Tumor zu Nicht-Tumor-Gewebe
vorhergesagt werden. Aus diesem Grund wurden lediglich zwei Marker und Hintergrund fur das
Training des Modells verwendet.

Die mit Exciscope erfassten Phasenkontrast-uCT-Volumina wurden zum Training des
Segmentierungsmodells herangezogen. Die Extraktion der 2D-uCT-Schichten erfolgt aus den
annotierten 3D-puCT-Volumina, um ein 2D-Segmentierungsmodell zu trainieren. Die
Trainingsmenge des ersten Versuchs umfasst 708 Ebenen, wahrend die Validierungs- und
Testmenge 94 bzw. 101 Ebenen beinhaltet.

Im Rahmen der Datenvorverarbeitung erfolgt zunachst die Normalisierung der Eingabebilder auf
einen Bereich von (0, 1). AnschlieBend werden die Bilder einer Neuabtastung mit einem Abstand
von 10,4 pm unterzogen, was einem vierfachen Downsampling entspricht. Die Extraktion
zufalliger ROls mit einer GroBe von 256 * 256 Pixeln erfolgtim Rahmen der Sampling-Strategie. Als
kombinierter Verlust wird ein Wirfelverlust in Kombination mit einem Kreuzentropieverlust
verwendet, wobei der Wiuirfelverlust mit einer Gewichtung von 0,2 und der Kreuzentropieverlust
mit einer Gewichtung von 1,0 berucksichtigt wird. Die vorhergesagten 2D-Annotationskarten
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werden zu einem spateren Zeitpunkt gestapelt, um ein 3D-Annotationskartenvolumen fur die
weitere Verwendung zu generieren.

2.2.13. Statistische Auswertung der Patientendaten der Kohorte mit R

Die statistische Auswertung der Patientendaten der verwendeten Kohorte wurde mit dem
Statistikprogramm R durchgefuhrt. Dazu wurden die Daten, welche sich zuvor in einer Excel-
Tabelle befanden, in das Statistik-Programm geladen und sortiert. AnschlieBend wurden die
notwendigen Daten ausgewahlt und graphisch dargestellt.

Es wurde eine deskriptive Statistik angefertigt, in der die Annotationswerte der Volumendaten,
sowie den Oberflachendaten der Annotationsvolumina der einzelnen Proben einander
gegenubergestellt werden. Weiterhin wurde eine Berechnung des Vergleichs von manueller
Annotation zu Kl-Annotation durchgefihrt. AuBerdem konnte das Verhaltnis der verschiedenen
Gewebearten des Tumors errechnet und graphisch dargestellt werden.

2.2.14. Berechnung der Kreisahnlichkeit von Keimzentren in Tonsillen

Die Berechnung der Kreisahnlichkeit von Keimzentren wurde ebenfalls in der Statistiksoftware R
durchgefuhrt. Zunachst wurden drei Keimzentren im pCT-Datensatz ausgewahlt. Dann wurden
drei Ebenen extrahiert. In den Ebenen wurden Flache und Umfang der Annotation mit diesen
Formeln berechnet:

Fliche = A = w - r?
Unfang =U =2 -m-r

Diese Formeln wurden nach Lustig et al.,, 2019 [149] anschlieBend, wie folgt beschrieben
umgeformt. Es wurden beide Formeln nach r umgeformt:

A
Ty = ;
U
U™ o

AnschlieBend wurde die Kreisahnlichkeit berechnet, welche mit folgender Formel beschrieben
wird:

Ta
Ty

Ausformuliert sieht die Formel folgendermaBen aus:

2

A A A

T T P A 4-m-A
T T\T ] T ur oz T Ty
2m 2m 472 4T

Diese Formel wurde anschlieBend zur Berechnung der Kreisahnlichkeit verwendet:

4.7 A
U2
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Kohorte der Kopf-Hals-Tumorproben und
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen

Fir HORUS wurde, zusatzlich zu einigen Tonsillen-Proben, eine Kohorte aus Kopf-Hals-
Tumorproben und dazugehdrigen Lymphknotenmetastasen erhoben, die bereits einer
histopathologischen Diagnostik unterzogen wurden. Somit sind bereits klinische Daten
vorhanden, welche durch die Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums
Dusseldorf dokumentiert wurden. Diese klinischen Daten wurden von Prof. Kathrin
Scheckenbach vom Kopf-Hals-Tumorzentrum des Universitatsklinikums Diisseldorf gesammelt,
dokumentiert und fur dieses Projekt zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 11: FFPE-Blocke der Tumorproben und derer korrespondierenden Lymphknotenmetastasen der erhobenen
Kohorte flr das Projekt.

In der nachfolgenden Tabelle 16 werden die fur das vorliegende Projekt relevanten klinischen
Daten aufgefuhrt. Im Rahmen der Datenerhebung wurden zudem das Geschlecht, der HPV-
Status, der Lebensstatus, die Tumorgrading sowie der Immuntherapiestatus der Patient:innen
erfasst.

Tabelle 16: Klinische Daten zu den Tumorproben, die flir das Projekt verwendet wurden. Gelistet sind die pathologische
Fallnummer, Haupttumor, Lymphknotenmetastase, Geschlecht, HPV-Status, Lebensstatus, Inmuntherapie und das

Tumorgrading.

Haupttumor Lymphknoten- Geschlecht HPV-Status Lebens- Immun- Grading
metastase status therapie
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2023 _02_01 2023_02_02 Mannlich Positiv Tot Nivolumab G3
2023_04_01 2023_04_02 Weiblich Negativ Tot G2
2023_14_01 2023_14 02 Méannlich Negativ Tot G2
2023_12 01 2023_12_02 Weiblich Negativ Tot G2
2023 13 01 2023_13_02 Weiblich Negativ Tot G2
2023_01_01 2023_01_02 Ménnlich Positiv Tot G3
2023_15_01 2023_15_02 Méannlich Positiv Lebend G3
2023_10_01 2023_10_02 Weiblich Negativ Tot Nivolumab G2
2023_08 01 2023 _08_02 Mannlich Negativ Tot G2
2023_07_01 2023_07_02 Weiblich Unbekannt Lebend G2
2023_09_01 2023_09_02 Mannlich Positiv Unbekannt  Nivolumab G3
2023_06_01 2023_06_02 Weiblich Negativ Lebend G2
2023_05_01 2023_05_02 Mannlich Negativ Lebend G2
2023_03_01 2023_03_02 Mannlich Negativ Lebend G3
2023_11 01 2023_11 02 Weiblich Negativ Tot G2

3.2. Erfolgreiche Entparaffinierung und oberflachenmikroskopische
Aufnahmen der FFPE-Blockoberflache zur Hydrophilisierung
und anschlieBenden Farbung

Zu Beginn des Projektes wurde die Methode der verzerrungsfreien oberflachlichen Aufnahmen der
FFPE-Blocke etabliert. Der Prozess begann mit der Entparaffinierung der FFPE-Blockoberflache
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und der anschlieBenden oberflachlichen Farbung des FFPE-Blocks, um diese zuganglich fur
histopathologische und fluoreszente Farbungen zu machen.

3.2.1. Entparaffinierung mit Aceton und Farbung der FFPE-
Blockoberflache legt eine Zelllage frei und stellt ebenfalls
histopathologisch relevante Strukturen bis 0,4 um dar

In einem ersten Schritt wurden Vorversuche zur Aufldsung von Paraffin zunachst in Analogie zur
Entparaffinierung an histologischen Schnittpraparaten durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde
Paraffin in 10 ml GefaBe mit Messskala abgefullt und mit Xylol bedeckt. Das Xylol konnte das
Paraffin bis zu einem Sattigungsgrad von 100% l6sen. Nachdem dieser erreicht war, l6ste sich kein
weiteres Paraffin mehr, entsprechend war anhand der Messskala keine Anderung des
Paraffinspiegels mehr feststellbar. Es wurden nun Glasobjekttrager mit dem Uberstand betropft,
luftgetrocknet und unter dem Mikroskop untersucht (s. Abbildung 12a). Zu sehen sind
Ausfallungsprazipitate, welche fest am Objekttrager haften und mit 100% Ethanol nicht abspulbar
waren. Weiterhin fuhrte auch der unmittelbare Spulversuch des Paraffin-gesattigten Tropfens auf
dem OT mit 100% Ethanol zur sofortigen Ausfallung feiner, nadelférmiger Paraffinkristalle, welche
fest am OT hafteten (s. Abbildung 12b). Mit Aceton hingegen lieBen sich schollige Paraffinstlicke
vom OT ablosen.

Auf dem FFPE-Block mit Tonsillengewebe fuhrte die Inkubation mit Xylol zur Freilegung mehrerer
Gewebsschichten. Um eine Freilegung weniger Zellschichten zu erlangen, wurden verschiedene
Alkoholtypen ausprobiert, mit denen zunachst Paraffin ohne Gewebe und anschlieBend FFPE-
Blocke mit Tonsillengewebe inkubiert wurden. Letztendlich etablierte sich Aceton als geeignete
Option im Gegensatz zu Ethanol und Methanol, da dies nur die ganz oberflachliche
Paraffinschicht auf der angeschnittenen Blockoberflache entfernte, ohne weitere Zelllagen
freizulegen. Analog dazu fiihrte die Uberschichtung von Paraffin im 10 ml ProbengefaB mit Aceton
zu keiner Anderung des Paraffinspiegels anhand der Messskala (s. Abbildung 13a).
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Abbildung 12: Doppelbrechende Paraffinausféllungen auf dem OT. a) Nach Lufttrocknung eines Paraffin-geséttigten
Xyloltropfens. b) Xylol wurde mit Paraffin geséttigt, ein Tropfchen dieser Losung wurde auf eine Objektivplatte pipettiert,
direkt gefolgt von einer Spilung mit 100%igem Ethanol, was zu einer direkten Ausféllung von kleinen
doppelbrechenden Paraffin- ,,Kristallen“ flihrte. Weitere Spilung mit Ethanol l6ste die Ausféllungen nicht. 20x
OriginalvergréBerung fir a und b. Die Ergebnisse wurden bereits veréffentlicht [1].

Im Anschluss wurde die Methode an FFPE-Blocken mit Tonsillengewebe evaluiert. Es konnte
beobachtet werden, dass die oberflachlichen Paraffinschuppen nach zwei Minuten in Aceton
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abgelost wurden und die oberste Gewebeschicht mit einer Zelllage freigelegt wurde, wodurch sie
far Farbemethoden empfanglich wurde.

Der erste Farbeversuch, der mit Aceton entparaffinierten Oberflache, wurde mit Hamatoxylin
durchgefihrt, um die Empfanglichkeit der entparaffinierten Oberflache fir Farbungen im
hydrophilen Milieu zu testen. Es konnte nachgewiesen werden, dass das Farbemittel von der
entparaffinierten Oberflache aufgenommen werden kann. Im Rahmen der mikroskopischen
Untersuchung konnten Keimzentren identifiziert werden.

—_—
—_—
—_
—
—_—

Abbildung 13: (a) Abgefiilltes Paraffin bei einer Flillhohe von etwa 6 ml im GeféaB. Darauf wurde Aceton gegeben,
welches Uber mehrere Tage hinweg inkubiert wurde. Die Flllhbhe des Paraffins hat sich nicht verédndert. (b) Erste
oberflachliche Farbung eines FFPE-Blockes mit Tonsillengewebe nach Entparaffinierung mit Aceton.
Ubersichtsaufnahme des gefarbten Blockes. (c) Okularaufnahme mit einem 10x Objektiv der gefarbten Oberfléche. Zu
sehen sind Keimzentren innerhalb des lymphatisch aktiven Gewebes.

Nach der erfolgreichen Wiederherstellung der Hydrophilitat der entparaffinierten FFPE-
Blockoberflache wurden Ethidiumbromid zur Zellkernfarbung und CFSE zur Strukturfarbung als
Marker ausgewahilt.
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Abbildung 14: Konfokale Fluoreszenzaufnahme einer FFPE-Blockoberflache (Block Nr. 2022_26), welche
entparaffiniert und mit Ethidiumbromid (rot) und CFSE (griin) geférbt wurde. Die Aufnahme besteht aus mehreren
zusammengefigten Einzelbildern, welche mit einem 60x Objektiv mit Wasserimmersion und den Lasern der
Wellenlédngen 488 nm und 561 nm aufgenommen wurden.

Die mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop durchgefihrten Aufnahmen ermaoglichen eine
unverzerrte Darstellung der gefarbten Blockoberflachen mit einer vergleichbaren Auflésung wie
bei der histologischen Diagnostik. Da nur eine bis maximal zwei Zellschichten bei der
Entparaffinierung freigelegt werden, konnen einzelne Zellen und weitere histopathologisch
relevante Strukturen unverzerrt direkt auf der FFPE-Blockoberflache identifiziert werden.

In der Abbildung 15 sind Abmessungen verschiedener histopathologisch relevanter Strukturen
mit denen aus dem konventionellen H&E-Schnitt verglichen. Hierbei ist zu erkennen, dass die
gleichen Strukturen im H&E-Schnitt groBer erscheinen und gemessen werden, als auf der
korrespondierenden FFPE-Blockoberflache, was fur eine Streckung spricht. Dazu konnten
mithilfe der fluoreszent-gefarbten Blockschnittflache und den dazu korrespondierenden HE-
Schnitten Messungen verschiedener Strukturen in QuPath gemacht werden, um den
GroBenunterschied graphisch darzustellen.
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Abbildung 15: Direkter Vergleich der histologisch relevanten Strukturen von der fluoreszent gefarbten
Blockschnittflache zum korrespondierenden H&E-Schnitt. (a) Vergleich eines Keimzentrumsdurchmessers mit dem
Durchmesser des gesamten sekundéren Lymphfollikels. (b) Vergleich einer Randstruktur mit Plattenepithel. (c)
Vergleich einer Struktur von einzelner Zelle, Zellkern und Kernkérperchen.

3.3. Deskriptive Statistik der Annotationsdaten von Tonsillen- und
Tumorproben

Auf den folgend dargestellten Annotationsdaten basieren alle weiteren in HORUSkop
durchgefihrten Untersuchungen. Insgesamt wurden 708 Annotationsebenenin drei Tonsillen und
5100 Annotationsebenen in 17 Tumor-ROIs manuell annotiert. Fur eine weitere Analyse wurden
funf ROIs aus den Tumorproben ausgewahlt, die Uber das Tumorgewebe hinaus weitere Gewebe
enthielten. Esresultiert eine Stichprobenmenge von 1500 annotierten Ebenenin funf Tumor-ROls.

In den Tonsillen-Proben weisen die einzelnen Ebenen einen Abstand von 10,4 um zueinander auf.
Bei den Tonsillen-Proben wurden alle (100%) der flr die statistischen Aussagen verwendeten
Proben (n = 3) annotiert.

In den Tumor-Proben weisen die einzelnen Ebenen einen Abstand von 6,5 um zueinander auf. Es
handelt sich um ROls, pro Probe (n = 5) wurden etwa 5% des gesamten Probenvolumens
annotiert.

3.3.1. Tonsillen zeigen immunologische Strukturen im Phasenkontrast-
uCT-Datensatz

Die Volumendaten zeigen Bindegewebe, Muskelgewebe und lymphatisches Gewebe in den
verwendeten Tonsillen (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Darstellung der Summe der Volumendaten der einzeln annotierten Marker in den drei (n = 3) 100%
annotierten Tonsillen-Proben. Es wurden insgesamt 708 Ebenen annotiert. Auf der y-Achse sind die Annotationswerte
in mm? angegeben, auf der x-Achse ist die jeweils annotierte Gewebeart angegeben. Aufgrund der hohen Heterogenitéat

der Proben sind nicht alle Gewebearten in jeder Probe enthalten.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Volumenwerte der einzelnen Marker fur die Tonsillen-
Proben aufgefuhrt. Aufgrund der Probenheterogenitat sind nicht alle Marker in jeder Probe

enthalten.

Tabelle 17: Manuell annotierte Volumendaten in mm? der Marker in den FFPE-Tonsillen-Proben 2022_26, 2022_56 und

2022_02. Summe aus 708 Annotationsebenen.

Marker/Probe 2022 26

Hintergrund (Paraffin) 194,63
Keimzentren 1,23
Lymphatisches Gewebe 18,86
Muskeln 24,22
Bindegewebe 46,78
Plattenepithel 5,41
Fettgewebe 0,19
Speicheldriisen 2,11
arterielle GefidBe 0,18
venose GefaBe 0,39

2022_56

72,85
0,056
2,88
3,64

22,84

2022_02

86,44
2,65
13,92
0,01
0,96

0,06
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In Abbildung 16 ist die Summe der Volumina der annotierten Strukturen pro Probe angegeben. Es
handelt sich um die in Tabelle 17 aufgelisteten Daten in graphischer Darstellung. Keimzentren
sind aufgrund ihrer mikroanatomischen Struktur gut abgrenzbar, wurden in den Annotationen als
eigenes Gewebe ohne Schnittmenge mit dem lymphatischen Gewebe behandelt und sind extra
annotiert worden.

Probe 2022_26 wurde vollstdndig annotiert. Das Gesamtvolumen der Annotationen, welches dem
Gesamtvolumen der Probe entspricht, betrug 99,38 mm?. Das Bindegewebe nimmt einen Anteil
von 47,07 %, die Muskeln einen Anteil von 24,37 % und das lymphatische Gewebe einen Anteil
von 18,98 % am Gesamtvolumen ein. Einen geringeren Anteil nehmen Plattenepithel (5,45 %),
Speicheldrusen (2,12 %), Keimzentren (1,24 %), vendse GefaBe (0,39 %), Fettgewebe (0,19 %) und
arterielle GefaB3e (0,19 %) am Gesamtvolumen von Probe 2022_26 ein.

Probe 2022_02 wurde ebenfalls vollstdndig annotiert und hatte ein Gesamtvolumen von 17,6
mm?. Den hochsten Anteilam Gesamtvolumen hat lymphatisches Gewebe mit 79,09 %. Es folgen
Keimzentren (15,06 %), Bindegewebe (5,46 %), Plattenepithel (0,34 %) und Muskeln (0,06 %).

Probe 2022_56 hatte ein Gesamtvolumen von 29,42 mm?® und wurde vollstandig annotiert. Den
groBten Anteil an dem Gesamtvolumen hatte das Bindegewebe mit 77,63 %. Es folgen Muskeln
mit 12,38 %, lymphatisches Gewebe mit 9,79 % und Keimzentren mit 0,19 %.

Die Oberflachen der Annotationsvolumina zeigen ahnliche Ergebnisse zu den Volumendaten,
wobei eine leichte Verschiebung der Verhaltnisse stattfindet (s. Abbildung 17, Tabelle 18).
Keimzentren wurden auch hier als eigenes Gewebe annotiert.
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Abbildung 17: Darstellung der Oberfldchendaten der Annotationsvolumina der einzelnen Strukturen in den drei (n = 3)
vollstéandig annotierten Tonsillen-Proben als Balkendiagramm. Es wurden insgesamt 708 Ebenen annotiert. Auf der y-
Achse sind die Flachenwerte in mm? angegeben, auf der x-Achse ist die jeweils annotierte Gewebeart angegeben.
Aufgrund der hohen Heterogenitét der Proben sind nicht alle Gewebearten in jeder Probe enthalten.

65



Tabelle 18: Oberfléchendaten der Marker in mm? in den FFPE-Tonsillen-Proben 2022 _26, 2022 56 und 2022_02 nach
der manuellen Annotation. Summe aus 708 Annotationsebenen.

Marker/Probe 2022_26 2022_56 2022 02

Keimzentren 30,21 1,93 110,62
Lymphatisches Gewebe 214,38 40,83 259,14
Muskeln 63,74 115,92 2,48
Bindegewebe 420,72 229,11 68,68
Plattenepithel 102,01 0 4,38
Fettgewebe 25,39 0 0
Speicheldriisen 59,72 0 0
arterielle GefaBe 6,63 0 0
venose GefaBe 10,14 0 0

Die Probe 2022_26 zeigt vor allem Bindegewebe mit 420,72 mm? als groBte Oberflache des
annotierten Volumens, gefolgt von lymphatischem Gewebe mit 214,38 mm? und Plattenepithel
mit 102,01 mm?2. In geringerem MaBe sind in dieser Probe auBerdem Muskeln (63,73 mm?),
Speicheldriisen (59,72 mm?), Keimzentren (30,21 mm?), Fettgewebe (25,39 mm?), venGse GefaBe
(10,14 mm?) und arterielle GefaBe (6,63 mm?) vertreten.

In Probe 2022_02 ist das lymphatische Gewebe mit einer Oberflache von 259,14 mm? das
vorherrschende Gewebe. Danach folgen Keimzentren mit 110,62 mm? und Bindegewebe mit
68,68 mm? Oberflache. Kleinere Oberflachen von zusammenhangenden Annotationsvolumina
sind auBerdem Plattenepithel (4,38 mm?) und Muskeln (2,48 mm?).

Probe 2022_56 zeigt als groBte Annotationsoberflache ebenfalls das Bindegewebe mit 229,11
mm?. Danach folgen Muskelgewebe mit 115,92 mm? und lymphatisches Gewebe mit 40,82 mm?
und Keimzentren (1,92 mm?).

3.3.2. Die Tumorproben sind heterogen hinsichtlich des Tumorgehalts
und nicht-tumoroser Anteile

Fur das Tumorgewebe wurde ebenfalls eine deskriptive Statistik angefertigt, die die in den ROls
angefertigten Annotationen miteinander vergleicht und gegeneinander aufstellt (s. Abbildung 18,
Abbildung 19).
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Abbildung 18: Darstellung der Summe der Volumendaten der einzeln annotierten Marker in den fiinf (n =5) annotierten
ROls der Kopf-Hals-Tumorproben als Balkendiagramm. Es wurden insgesamt 1500 Annotationsebenen angefertigt. Auf
der y-Achse sind die Volumenwerte der Annotationen in mm? angegeben, auf der x-Achse ist die jeweils annotierte
Gewebeart angegeben.

Die in Abbildung 18 dargestellten Daten beziehen sich auf die in Tabelle 19 gelisteten Daten.

Tabelle 19: Manuell annotierte Volumendaten in mm? der Marker in den ausgewéhlten FFPE-Tumorproben 2023_02_01,
2023_12_02,2023_07_02,2023_01_01und2023_13_01. Die hier gelisteten Daten beziehen sich auf manuell annotierte
ROls der einzelnen Proben. Summe aus 1500 Annotationsebenen.

Marker/Probe 2023 02.01 2023_12 02 2023 07.02 20230101 2023_13 01
Keimzentren 0 0 0 0 0
Lymphatisches 0,32 0,07 0 0 0
Gewebe

Muskeln 0,19 0,06 0 0 0
Bindegewebe 0,48 0,69 0 0,14 0
Plattenepithel 0 0 0 0,15 0,05
Fettgewebe 0,25 0 0 0 0
Speicheldriisen 0 0,07 0 0 0
Arterielle GefdBe 0,14 0,01 0,75 0 0
Venose GefaBe 0,32 0,03 0,0017 0 0,006
Verhorntes 0 0 0,35 0 0,03
Tumorgewebe

Nicht-verhorntes 0,14 0,17 0,27 0,59 0,67
Tumorgewebe

Stroma 0 0,27 0 0 0,47

Weiterhin wurde die Oberflache, welche der Tumor in der Probe nach Annotation einnimmt,
quantifiziert. Keimzentren wurden auch hier als eigenes Gewebe annotiert.
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Die ROIs wurden als virtuelle Stanze gefertigt, welche sich auf der z-Achse durch den gesamten
Block zieht, allerdings in x- und y-Richtung nur je 2 mm groB ist. In den ROIs wurden alle prasenten
Gewebearten annotiert. Da sich in einigen Proben Hintergrund befand, der kein Gewebe enthielt
und daher nicht annotiert wurde, besitzen die ROls nicht immer ein Gesamtannotationsvolumen
von 100 %. Alle Gewebearten, die in den ROIs vorgekommen sind, wurden annotiert.

Die Probe 2023_13_01 (s. Abbildung 18, lila) hatte in der ROI ein Gesamtvolumen von 1,22 mm?3.
Davon annotiert wurden 61,63 %. Davon hat den groBten prozentualen Anteilam Volumen der ROI
der Probe das nicht-verhornte Tumorgewebe mit 54,19 %. Davon haben des Weiteren Stroma
(38,37 %), Plattenepithel (4,39 %), verhorntes Tumorgewebe (2,55 %) und vendse GefaBe (0,49 %)
prozentuale Anteile am Annotationsvolumen der ROI.

Die Probe 2023_12_02 (s. Abbildung 18, blau) hatte in der ROl ein Gesamtvolumen von 1,38 mm?.
Davon annotiert wurden 80,24 %. Davon hatte den hochsten prozentualen Anteil am Volumen der
ROl das Bindegewebe mit 50,29 %. Es folgen Stroma mit 19,76 % und nicht-verhorntes
Tumorgewebe mit 12,2 % und zu kleineren Anteilen Speicheldrisen (5,48 %), lymphatisches
Gewebe (5,12 %), Muskeln (4,33 %), venodse GefaBe (2,08 %) und arterielle GefaBe (0,75 %).

Probe 2023_01_01 (s. Abbildung 18, rot) hatte ein Gesamtvolumen von 0,88 mm? in der ROI.
Davon annotiert wurden 100 %. Den groBten prozentualen Anteil hat nicht-verhorntes
Tumorgewebe mit 67,31 %. AuBerdem konnten Plattenepithel mit 16,96 % und Bindegewebe mit
15,74 %.

Probe 2023_07_02 (s. Abbildung 18, griin) weist ein Gesamtvolumen von 1,47 mm?®in der ROl auf.
Davon wurden 93,62 % annotiert. Den groBten prozentualen Anteil annotierten Volumens an der
ROI haben arterielle GefaBe mit 51,22 %. Weiterhin verhorntes Tumorgewebe mit 23,72 % und
nicht-verhorntes Tumorgewebe mit 18,57 %. Zu einem geringen prozentualen Anteil kamen
venose GefaBe vor (0,12 %).

Probe 2023_02_01 (s. Abbildung 18, griin-gelb) hatte ein Gesamtvolumen von 1,83 mm?&. Davon
annotiert wurden 100 %. Davon hatte den hdchsten prozentualen Anteil Bindegewebe mit 25,91
%. Lymphatisches Gewebe hatte einen prozentualen Anteil von 17,59 %, vendse GefaBe 17,28 %,
Fettgewebe 13,62 % und Muskeln 10,29 %. Zu einem geringeren prozentualen Anteil kamen nicht-
verhorntes Tumorgewebe (7,73 %) und arterielle Gefal3e (7,58 %) vor.

Die Oberflachen der Annotationsvolumina der jeweilig annotierten Strukturen in den ROls der
Tumorproben (s. Abbildung 19) zeigen ahnliche Ergebnisse. Hier ist ebenfalls eine leichte
Verschiebung der Anteile innerhalb der einzelnen Proben zu beobachten.
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Abbildung 19: Darstellung der Oberfldchendaten der Annotationsvolumina der einzelnen Strukturen in den fiinf (n = 5)
annotierten ROIs der Kopf-Hals-Tumorproben als Balkendiagramm. Es wurden insgesamt 1500 Annotationsebenen
angefertigt. Auf der y-Achse sind die Flachenwerte der Annotationen in mm? angegeben, auf der x-Achse ist die jeweils
annotierte Gewebeart angegeben.

Die in Tabelle 20 gelisteten Daten sind in Abbildung 19 graphisch dargestellt.

Tabelle 20: Oberflaichendaten der Marker in den FFPE-Tumorproben 2023 02 01, 2023 12_02, 2023 07 _02,
2023_01_01und 2023_13_01inmm?Z. Die hier gelisteten Daten beziehen sich auf manuell annotierte ROIs der einzelnen
Proben und auf 1500 annotierte Ebenen.

Marker/Probe 2023 02.01 2023_12 02 2023 07.02 20230101 2023_13 01
Keimzentren 0 0 0 0 0
Lymphatisches 21,66 3,78 0 0 0
Gewebe

Muskeln 15,05 4,15 0 0 0
Bindegewebe 31,29 24,02 0 12,62 0
Plattenepithel 0 0 0 9,58 4,51
Fettgewebe 15,95 0 0 0 0
Speicheldriisen 0 4,61 0 0 0
Arterielle GefdBe 0,049 0,81 1,04 0 0
Venose GefaBe 0,1 2,69 0,21 0 0,96
Verhorntes 0 0 20,28 0 4,09
Tumorgewebe

Nicht-verhorntes 10,24 7,19 18,86 7,9 28,46
Tumorgewebe

Stroma 0 16,48 0 0 24,98

Die ROIs wurden als virtuelle Stanze gefertigt, welche sich auf der z-Achse durch den gesamten
Block zieht, allerdings in x- und y-Richtung nur je 2 mm groB ist. In den ROIs wurden alle prasenten
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Gewebearten annotiert. Da sich in einigen Proben Hintergrund befand, der kein Gewebe enthielt
und daher nicht annotiert wurde, besitzen die ROls nicht immer ein Gesamtannotationsvolumen
von 100 %. Alle Gewebearten, die in den ROls vorgekommen sind, wurden annotiert.

Die Probe 2023_13_01 (s. Abbildung 19, lila) zeigt das nicht-verhornte Tumorgewebe mit einer
Oberflache von 28,46 mm? als groBte Oberflache der ROI. Es folgen das Plattenepithelmit 4,51
mm?, das verhornte Tumorgewebe mit 4,09 mm?und ventse GefaBe mit 0,96 mm?>.

Probe 2023_12_02 (s. Abbildung 19, blau) hat den hochsten Oberflachenanteil annotierten
Volumens im Bindegewebe mit einer Oberflache von 24,02 mm?. Darauf folgen Stroma (16,48
mm?), nicht-verhorntes Tumorgewebe (7,19 mm?), Speicheldrisen (4,61 mm?), lymphatisches
Gewebe (3,78 mm?), Muskeln (4,15 mm?), ven6se GefaBe (2,69 mm?) und arterielle GefaBe (0,81
mm?2).

In der Probe 2023_01_01 (s. Abbildung 19, rot) ist der hochste Anteil das Bindegewebe mit einer
Oberflache von 12,62 mm?, gefolgt von Plattenepithel mit 9,58 mm? und das nicht-verhornte
Tumorgewebe mit 7,9 mm?.

Probe 2023_07_02 (s. Abbildung 19, grun) weist den hochsten Oberflachenanteil annotierten
Volumens im verhornten Tumorgewebe auf mit einer Oberflache von 20,28 mm?. Darauf folgen
nicht-verhorntes Tumorgewebe (18,87 mm?), arterielle GefaBe (1,04 mm?) und vendse GefaBe
(0,21 mm?).

In Probe 2023_02_01 (s. Abbildung 19, gelb) kommt vor allem das Bindegewebe mit einer
Oberflache von 31,19 mm? als groBte Oberflache vor. Es folgen lymphatisches Gewebe mit einer
Oberflache von 21,66 mm?, Fettgewebe mit 15,95 mm?, Muskeln mit 15,05 mm?, nicht-verhorntes
Tumorgewebe mit 10,24 mm?, vendse GefdBe mit 0,1 mm? und arterielle GefadBe mit 0,05 mm?2.

3.4. Vergleich verschiedener Ebenen in den annotierten pCT-Daten
zeigt den Vorteil der raumlichen Komponente zur Erkennung
von histopathologisch relevanten Gewebestrukturen

3.4.1. Der Ebenenvergleich der Tonsillen zeigt optische Unterschiede
in den abgebildeten Strukturen, und der Vergleich der einzelnen
Ebenen miteinander zeigt signifikante Unterschiede in der
Verteilung einzelner Strukturen

Anhand der uCT-Datensatze konnten einzelne Ebenen extrahiert und in Vergleich zueinander
gesetzt werden. Die jeweils in den Ebenen annotierten Strukturen wurden quantifiziert und
miteinander vergleichen. Beispielhaft ist in Abbildung 20 eine Tonsillen-Probe dargestellt in
verschiedenen Ebenen. Der Abstand der Ebenen zueinander betrug 208 um. Zu beobachten ist,
dass die Tonsille je nach Ebene eine heterogene Gewebestruktur aufweist.
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Abbildung 20: Ebenenvergleich verschiedener Ebenen in einem uCT-Datensatz einer Tonsillen-Probe (von a nach e).
Der Abstand zwischen den Bildern zueinander betrug 208 um. Zu beobachten ist, dass durch die rdumliche

Komponente unterschiedliche Strukturen je nach vorgedrungener Tiefe zu erkennen sind.

In Tabelle 21 sind die Werte flr alle Tonsillen-Proben dargestellt. Zu sehen ist, dass sich die
Strukturen zwischen den Ebenen deutlich unterscheiden. Die Abstande der Ebenen zueinander
betrugen fur Probe 2022_02 260 um, fur Probe 2022_26 208 pm und fur Probe 2022_56 189,8 um.

Tabelle 21: Werte der Annotationen im Ebenenvergleich von 5 verschiedenen Ebenen innerhalb der uCT-Datensétze
der Tonsillen-Proben 2022_02, 2022_26 und 2022_56. Die annotierten Flachen der verschiedenen Strukturen sind

angegeben in mm?Z.

Ebene 1 (Blockschnittflache des FFPE-Blockes)

Marker/Probe 2022_26
Keimzentren
Lymphatisches
Gewebe
Muskeln
Bindegewebe
Plattenepithel
Fettgewebe
Speicheldriisen
arterielle GefaBe
venose GefaBe
Ebene 2
Marker/Probe 2022_26
Keimzentren
Lymphatisches
Gewebe
Muskeln
Bindegewebe
Plattenepithel
Fettgewebe
Speicheldriisen

0,1
2,28

0,89
9,03
0,88
0,92
1,25

0
2,47

4,75

1,05
11,15
1,79
4,91
1,65

2022_56

2022_56

0,99

0,34
0,57

o O O o

0,8
1,24

0,18
9,41
0
0
0

2022_02

2022 02

2,86
14,69

0,48
0,01

o O o

2,87
12,98

0,01

1,18
0,17
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arterielle GefaBBe 3,84 0 0

venose GefaBe 0,13 0 0
Ebene 3

Marker/Probe 2022_26 2022 56 2022 _02

Keimzentren 1,87 5,41 2,11
Lymphatisches 2,38 1,06 10,29
Gewebe

Muskeln 0,77 1,47 0,02
Bindegewebe 17,53 7,88 1,33
Plattenepithel 1,86 0 0
Fettgewebe 3,13 0 0
Speicheldriisen 1,01 0 0
arterielle GefaBe 0,49 0 0
venose GefaBe 0,01 0 0
Ebene 4

Marker/Probe 2022_26 2022 56 2022 _02

Keimzentren 0,68 0,82 0,9
Lymphatisches 6,41 0,45 8,51
Gewebe

Muskeln 0,34 2,06 0,03
Bindegewebe 12,99 7,51 0,33
Plattenepithel 1,52 0 0
Fettgewebe 0,86 0 0
Speicheldriisen 0,49 0 0
arterielle GefaBe 5,79 0 0
venose GefaBe 0 0 0
Ebene 5

Marker/Probe 2022_26 2022_56 2022_02

Keimzentren 0,81 0 0,86
Lymphatisches 6,75 0 4,52
Gewebe

Muskeln 0 0,98 0
Bindegewebe 5,65 1,61 0,04
Plattenepithel 0,39 0 0
Fettgewebe 0,89 0 0
Speicheldriisen 0 0 0
arterielle GefaBe 0 0 0
venose GefaBe 0 0 0

Folgend sind die Ebenen miteinander verglichen und gegeneinander aufgestellt worden.
Angegeben sind die Streudiagramme mit einer Anderungsgeraden, deren Steigung die
angenaherte Anderungsrate der einzelnen Strukturen von Ebene zu Ebene angibt (s. Abbildung
21). Mittels der IQR-Methode wurden sogenannte AusreiBer bzw. stark abweichende Werte
erkannt und gingen nicht in die Berechnung ein. Von 135 Datenpunkten wurden 115 zur
Berechnung der folgenden Werte verwendet.

Anhand der morphologischen Daten einer Ebene sind keine zuverladssigen Vorhersagen uber die
morphologischen Daten der um 260 - 189,8 um tiefer liegenden Ebene moglich.
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Die vorliegenden Punktdiagramme (s. Abbildung 21) veranschaulichen die Verteilung der
Annotationen nach Gewebetyp und Ebene (n = 5) fur die Tonsillen-Proben (n = 3) inkl. linearer
Regression. Jeder Plot reprasentiert eine spezifische Gewebeart. Die einzelnen Patient:in-Proben
sind farblich darstellt.

Scatterplots mit Regressionslinien
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Abbildung 21: Punktdiagramme zur Verteilung der Annotationsflaéchendaten nach Gewebetyp und Ebene (n = 5) fiir die
Tonsillen-Proben (n = 3), inkl. linearer Regressionslinien. Proben unterschiedlich farblich dargestellt (s. Legende). Auf
der y-Achse sind die Flachenwerte in mm? angegeben, auf der x-Achse sind die Ebenen nummeriert von 1
(Blockschnittflache) bis 5 (Plastikkassette) angegeben. Zu den Datenpunkten wurde je eine Regressionsgerade
angegeben, deren Steigung die angenaherte Anderungsrate zwischen den einzelnen Ebenen zeigt.

Der statistische Vergleich der einzelnen Ebenen der Tonsillen-Proben miteinander durch die
lineare Regression zeigte Unterschiede in p-Werten und r>-Werten der verglichenen Strukturen (s.
Abbildung 22). In Abbildung 22 werden die Strukturen in den einzelnen Ebenen (n =5) miteinander
in den Tonsillen-Proben (n = 3) verglichen. Die Ergebnisse linearer Regressionsanalysen zur
Untersuchung spezifischer Gewebeflachen auf Ebenen zunehmender Schichttiefe in Tonsillen-
Proben unterschiedlicher Patient:innen werden in Form von Heatmaps visualisiert. Positive Werte
weisen auf einen Anstieg der Gewebeflache mit zunehmender Schichttiefe hin, wahrend negative
Werte eine Abnahme anzeigen. Die Farbe gibt die Steigung der Regressionsgeraden aus Abbildung
21 an: Blau steht fur negative Steigungen, wahrend Rot positive Steigungen reprasentiert. Die
zweite Heatmap zeigt die zugehorigen p-Werte, welche die statistische Signifikanz der
geschatzten Regressionskoeffizienten widerspiegeln. Grin zeigt p-Werte unter 0,5 an,
wohingegen Rot p-Werte uber 0,5 anzeigt. Die dritte Heatmap visualisiert die BestimmtheitsmalBe
(r-squared), welche den Anteil der Varianz in der Gewebeflache erklaren, der durch das lineare
Modell mit der Schichttiefe vorhergesagt wird. Graue Felder weisen auf fehlende Daten oder nicht
signifikante Ergebnisse (p = 0,05) hin, wahrend rote Werte uber 0,5 und grune Werte unter 0,5
anzeigen.

73



a Heatmap
der Steigungen

vendse Gefile

Speicheldriisen

Plattenepithel

Muskeln

Lymphatisches Gewebe

Gewebe

Keimzentren

Fettgewebe

Bindegewebe

arterielle Gefale

X2022_02
X2022_26
X2022 56

Steigung
1

0

-1

I-2

X2022 02

der p-Werte

X2022 26
X2022_56

o
=
o
o

e

der r_squared Werte

r_squared

0.76
0.50

0.25

X2022 02
X2022 26
X2022 56

Abbildung 22: Anhand der morphologischen Daten einer Ebene sind keine zuverldssigen Vorhersagen tber die
morphologischen Daten der um 260 - 189,8 um tiefer liegenden Ebene/des Volumens maoglich.

In der folgenden Tabelle 22 sind die exakten Zahlenwerte der Steigungen der Regressionsgeraden,
der p-Werte und der r>-Werte aufgelistet.

Tabelle 22: p-Werte, R>-Werte und Werte der Steigung der Regressionsgeraden fiir den Vergleich der Ebenen (n =5)
zueinander von den Tonsillen (n = 3). Die Werte sind in Abbildung 21 und Abbildung 22 graphisch dargestellt.

Probe Marker

2022 02  Arterielle
GefaBe
Bindegewebe

Fettgewebe

Keimzentren
Lymphatisches
Gewebe
Muskeln
Plattenepithel
Speicheldrisen
Venose GefaBe
2022_26 @ Arterielle
GefaBe
Bindegewebe
Fettgewebe
Keimzentren
Lymphatisches
Gewebe
Muskeln
Plattenepithel
Speicheldrisen

p-Wert

Nicht
berechenbar
0,4

Nicht
berechenbar
0,01511767

0,00150958
0,69424885
0,50419137
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

0,85217755
0,77757081
0,55713775
0,4531175

0,11517605
0,03044409
0,60798311
0,04010433

R%-Wert

Nicht
berechenbar
0,24053268

Nicht
berechenbar
0,89410717

0,97680761
0,05882353
0,16030195
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

0,01354026
0,03083613
0,12634983
0,19770498

0,61733876
0,83341133
0,09802037
0,80130643

Steigung der
Regressionsgeraden
0

-0,17
0
-0,597

-2,481
0,002
-0,019

0,19469
-0,49276
-0,410364
0,21011

1,0604
-0,24938
-0,12483
-0,36668
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Venose GefaBe
2022_56 Arterielle
GefaBe
Bindegewebe
Fettgewebe

Keimzentren
Lymphatisches
Gewebe
Muskeln
Plattenepithel

Speicheldrlisen

Venose GefaBe

0,85217755
Nicht
berechenbar
0,99148168
Nicht
berechenbar
0,99808744

0,06426438
0,24430978
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

0,01354026
Nicht
berechenbar
4,48

Nicht
berechenbar
2,26

0,7324657
0,4102478
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

0,19469
0

0,01698
0

0,00216
-0,27811

0,31756
0

Manche Gewebearten zeigen konsistente Trends Uber die einzelnen Ebenen hinweg. Das gilt fur
Keimzentren und lymphatisches Gewebe in Probe 2022_02, sowie Muskeln und Speicheldrisen
in Probe 2022_26. Jedoch zeigen die meisten Gewebestrukturen keine Signifikanz (s. Abbildung
22) und hohe Variabilitat in den Daten (s. Abbildung 21). Dies bedeutet, dass sich von den
morphologischen Daten einer Ebene nicht konsistent auf das Gewebe der ndchsten schlieBen

lasst.

3.4.2. Der Ebenenvergleich der Tumoren zeigt optische Unterschiede
in den abgebildeten Strukturen und der Vergleich der einzelnen
Ebenen miteinander zeigt signifikante Unterschiede in der
Verteilung einzelner Strukturen

Anhand der uCT-Datensatze konnten einzelne Ebenen extrahiert und in Vergleich zueinander
gesetzt werden. Die jeweils in den Ebenen annotierten Strukturen wurden quantifiziert und
miteinander verglichen. In Abbildung 23 sind exemplarisch flinf verschiedene Ebenen eines uCT-

Datensatzes ausgewahlt worden, um die Heterogenitat der Ebenen zu verdeutlichen.
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Abbildung 23: Ebenenvergleich verschiedener Ebenen in einem puCT-Datensatz einer Tumorprobe (von a nach e). Der
Abstand zwischen den Bildern zueinander betrug 487,5 um. Bei den weiBen Strukturen handelt es sich um verhorntes
Tumorgewebe. Zu beobachten ist, dass durch die rdumliche Komponente unterschiedliche Strukturen je nach
vorgedrungener Tiefe zu erkennen sind.

In Tabelle 23 sind die Werte der Annotationen der einzelnen Ebenen angegeben. Es ist zu
beobachten, dass unterschiedliche Anzahlen an Gewebestrukturen in den jeweiligen Ebenen
vertreten sind. Die Abstande der Ebenen zueinander betrugen fir die Proben 2023_02_01,
2023_12_02, 2023_07_02 und 2023_13_01 je 121,875 pum. Flr Probe 2023_01_01 betrug der
Abstand zwischen den Ebenen 162,5 um.

Tabelle 23: Werte der Annotationen im Ebenenvergleich von 5 verschiedenen Ebenen innerhalb der ROIS der uCT-

Datensétze der Tumorproben 2023 _01_01, 2023 _12_02, 2023 _07_02, 2023 _01_01 und 2023_13_01. Die annotierten
Flachen der verschiedenen Strukturen sind angegeben in mm?.

Ebene 1 (Blockschnittflache)

Marker/Probe 2023 02.0 2023120 2023 07.0 2023 010 2023 130
1 2 2 1 1

Keimzentren 0 0 0 0 0
lymphatisches Gewebe 0,64 0,16 0 0 0
Muskeln 0,42 0,14 0 0 0
Bindegewebe 0,83 1,47 0 0,14 0
Plattenepithel 0 0 0 0,33 0,12
Fettgewebe 0,61 0 0 0 0
Speicheldriisen 0 0,32 0 0 0
arterielle GefaBe 0 0 0,02 0 0
venose GefaBe 0 0,11 0,02 0 0,02
verhorntes Tumorgewebe 0 0 1,83 0 0,06
nicht-verhorntes 0,32 0,22 0,37 1,16 1,32
Tumorgewebe
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Stroma
Ebene 2
Marker/Probe

Keimzentren
lymphatisches Gewebe
Muskeln

Bindegewebe
Plattenepithel
Fettgewebe
Speicheldriisen
arterielle GefaBe
venose GefaBe
verhorntes Tumorgewebe
nicht-verhorntes
Tumorgewebe

Stroma

Ebene 3

Marker/Probe

Keimzentren
lymphatisches Gewebe
Muskeln

Bindegewebe
Plattenepithel
Fettgewebe
Speicheldriisen
arterielle GefaBe
venose GefaBe
verhorntes Tumorgewebe
nicht-verhorntes
Tumorgewebe

Stroma

Ebene 4
Marker/Probe

Keimzentren
lymphatisches Gewebe
Muskeln

Bindegewebe
Plattenepithel
Fettgewebe
Speicheldriisen
arterielle GefaBe

venose GefaBe
verhorntes Tumorgewebe

nicht-verhorntes
Tumorgewebe

2023 02 0
1
0
0,67
0,36
0,95

2023 02 0
1

0,58
0,23
1,26

0,44
0,09
3,49
6,52

0,32

2023 02 0
1
0
0,42
0,51
0,86
0
0,45
0
0,14
0,39
0
0,28

0,41

2023_12 0
2
0
0,13
0,12
1,55
0
0
0,22
0,26
0,13
0
0,23

0,46

2023 12 0
2

0,22
0,12
1,23

0

0
0,14
0,04
0,02

0
0,35

0,59

202312 0
2
0
0,13
0,13
1,42
0
0
0,04
0,03
0,04

0,40

2023_07_0

2

O O O O O o o

0,03
0,01
1,22
0,49

2023 07_0

2

O O O O O o o

0,03
0,0002
0,62
0,59

2023_07_0

2

O O O O o o o

0,03
0,00008
0,16
0,65

2023 01 0

1,04

2023 01 0

0,57

1,06

2023_13 0
1

o O O o

0,13
0
0
0
0,02
0,07
1,32

0,98

2023 13 0
1

o O O o

457,57
0

0

0
0,003
0,06
1,16

1,19

2023_13 0
1

o
O O O r O O O O

o
o
o
w

0,05
1,41
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Stroma 0 0,65 0 0 0,92

Ebene 5
Marker/Probe 2023 020 2023 120 2023 070 2023 010 2023130
1 2 2 1 1
Keimzentren 0 0 0 0 0
lymphatisches Gewebe 0,99 0,11 0 0 0
Muskeln 0,4 0,08 0 0 0
Bindegewebe 0,6 1,27 0 0,09 0
Plattenepithel 0 0 0 0,21 0,12
Fettgewebe 0,61 0 0 0 0
Speicheldriisen 0 0,06 0 0 0
arterielle GefaBe 0 0,04 0,04 0 0
venose GefaBe 0 0,04 0,009 0 0
verhorntes Tumorgewebe 0 0 0,15 0 0,09
nicht-verhorntes 0,22 0,56 0,77 0,24 1,37
Tumorgewebe
Stroma 0 0,69 0 0 0,89

Die Werte aus Tabelle 23 sind folgend miteinander verglichen und gegeneinander aufgestellt
worden. Mittels der IQR-Methode wurden sogenannte Ausreif8er bzw. stark abweichende Werte
erkannt und aus der Berechnung ausgeschlossen. Von 300 Datenpunkten wurden 254 zur
Berechnung der folgenden Werte verwendet. Die vorliegenden Punktdiagramme (s. Abbildung 24)
veranschaulichen die Verteilung der Annotationen hinsichtlich des Gewebetyps und der Ebene (n
= 5) fur die Tumor-Proben (n = 5). Jeder Plot reprasentiert eine spezifische Gewebeart. Die
einzelnen Patient:in-Proben sind farblich darstellt. Jeder Plot reprasentiert eine spezifische
Gewebeart, wobei jede farbige Regressionslinie die Beziehung flr eine einzelne Patient:in-Probe
darstellt. Die  Steigung jeder Regressionslinie  entspricht dem  geschatzten
Regressionskoeffizienten flir diese Gewebe-Patient:in-Kombination. Zu den Datenpunkten wurde
jeweils eine Regressionsgerade angegeben, deren Steigung die angenaherte Anderungsrate
angibt.
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Scatterplots mit Regressionslinien
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Abbildung 24: Punktdiagramme zur Verteilung der Annotationsflachendaten nach Gewebetyp und Ebene (n =5) fir die
Tumor-Proben (n =5), inkl. linearer Regressionslinien. Proben unterschiedlich farblich dargestellt (s. Legende). Auf der
y-Achse sind die Flachenwerte in mm? angegeben, auf der x-Achse sind die Ebenen nummeriert von 1
(Blockschnittflache) bis 5 (Plastikkassette) angegeben. Zu den Datenpunkten wurde je eine Regressionsgerade
angegeben, deren Steigung die angenéherte Anderungsrate zwischen den einzelnen Ebenen zeigt.

Anhand der morphologischen Daten einer Ebene sind keine zuverlassigen Vorhersagen Uber die
morphologischen Daten derum 181,875 - 162,8 um tiefer liegenden Ebene maoglich.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde ein Vergleich der Strukturen in den einzelnen
Ebenen (n = 5) in den Tumor-Proben (n = 5) durchgefuhrt. Die Ergebnisse linearer
Regressionsanalysen zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Schichttiefe (Ebene)
und der Flache spezifischer Gewebearten in Tonsillen-Proben unterschiedlicher Patient:innen
wurden mithilfe von Heatmaps visualisiert (s. Abbildung 25), die analog zu Abbildung 22 erstellt
wurden.

a Heatmap b
der Steigungen der p-Werte

verhomtes Tumorgewebe -

vendse Gefake

der r_squared Werte

Stroma

Speicheldrisen
Steigung r_squared
Plattenepithel

0.0
nicht-verhorntes Tumorgewebe -

Muskeln

0.75

0.50

Gewebe

0.25

lymphatisches Gewebe

Keimzentren
Fettgewebe
Bindegewebe

arterielle Gefile

X2023_01_01
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Abbildung 25: Anhand der morphologischen Daten einer Ebene sind keine zuverldssigen Vorhersagen uber die
morphologischen Daten der um 181,875 - 162,5 um tiefer liegenden Ebene maglich.

79



In der folgenden Tabelle 24 sind die exakten Zahlenwerte der Steigungen der Regressionsgeraden,
der p-Werte und der r>-Werte aufgelistet.

Tabelle 24: p-Werte, R?>-Werte und Werte der Steigung der Regressionsgeraden fiir den Vergleich der Ebenen (n = 5)
zueinander von den Tonsillen (n = 3). Die Werte sind in Abbildung 24 und Abbildung 25 graphisch dargestellt.

Probe

2023 _01_01

2023_02_01

Marker

Arterielle GefaBe

Bindegewebe
Fettgewebe

Keimzentren

Lymphatisches
Gewebe
Muskeln

Nicht-
verhorntes
Tumorgewebe
Plattenepithel

Speicheldrusen
Stroma
Venose GefaBe

Verhorntes
Tumorgewebe
Arterielle GefaBe

Bindegewebe
Fettgewebe

Keimzentren

Lymphatisches
Gewebe
Muskeln

Nicht-
verhorntes
Tumorgewebe
Plattenepithel

Speicheldrisen
Stroma

Venose GefaBe

p-Wert

Nicht
berechenbar
0,72993873
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,02568209

0,16681642

Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,98134299

0,54545662
0,71738182

Nicht
berechenbar
0,56592831

0,78330326
0,13332114

Nicht
berechenbar
1

Nicht
berechenbar
0,97279428

R2-Wert

Nicht
berechenbar
0,04568672
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,85068332

0,49481223

Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,00021473

0,13343858
0,05010955

Nicht
berechenbar
0,12116088

0,02925151
0,58244333

Nicht
berechenbar
1,145427918907
Nicht
berechenbar
0,00045663

Steigung der
Regressionsger
aden

0

-0,0081574
0

-0,25159

-0,02028

0

0,01431

-0,05527
-0,01212

0
0,04605

0,01132
-0,01982

1,645703188395
0

0,0389

80



2023 _07_02

2023_12_02

2023_13_01

Verhorntes
Tumorgewebe
Arterielle GefaBe
Bindegewebe

Fettgewebe
Keimzentren

Lymphatisches
Gewebe
Muskeln

Nicht-
verhorntes
Tumorgewebe
Plattenepithel

Speicheldrisen
Stroma

Venose GefaBe

Verhorntes
Tumorgewebe
Arterielle GefaBBe
Bindegewebe
Fettgewebe

Keimzentren

Lymphatisches
Gewebe
Muskeln

Nicht-
verhorntes
Tumorgewebe
Plattenepithel

Speicheldrisen
Stroma

Venose GefaBe
Verhorntes
Tumorgewebe
Arterielle GefaBe

Bindegewebe

Fettgewebe

Nicht
berechenbar
0,05044243
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,00043702

Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,35126795

0,00798031

0,71239106
0,25519311
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,52901417

0,14770725
0,01009152

Nicht
berechenbar
0,01276561
0,00323328
0,15698472
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

Nicht
berechenbar
0,77020556
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,98982368

Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,28782538

0,9302951

0,05192717
0,39619619
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
0,14379751

0,55645713
0,91868883

Nicht
berechenbar
0,90516984
0,9615837
0,5403977
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar
Nicht
berechenbar

0,0047885
0

0,09618

-0,002312

-0,44275

-0,0152488
-0,05309
0

-0,01031

-0,0114864
0,09095

-0,0688185
0,0757
-0,0213149
0
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Keimzentren Nicht Nicht 0

berechenbar berechenbar
Lymphatisches Nicht Nicht 0
Gewebe berechenbar berechenbar
Muskeln Nicht Nicht 0
berechenbar berechenbar
Nicht- 0,63210854 0,08596505 0,01758
verhorntes
Tumorgewebe
Plattenepithel 0,99998573 1,255889949094 | -0,00145
Speicheldriisen  Nicht Nicht 0
berechenbar berechenbar
Stroma 0,38133973 0,25886611 -0,04004
Venose GefaBe 0,0753706 0,70459287 -0,0051178
Verhorntes 0,41391047 0,22978974 0,0039173
Tumorgewebe

Einige der Gewebearten zeigen konsistente Trends uber die einzelnen Ebenen hinweg. Dies
bedeutet, dass von den morphologischen Daten einer Ebene sich nicht konsistent auf das
Gewebe der nachsten schlieBen lasst. Das gilt fUr nicht-verhorntes Tumorgewebe und venodse
GefaBe. Jedoch zeigen viele Gewebestrukturen keine Signifikanz (s. Abbildung 25) und hohe
Variabilitat in den Daten bzw. fehlende Daten (s. Abbildung 24).

3.5. Verschiedene  pCT-Messarten mit  unterschiedlichen
Auflosungen zur bestmoglichen Darstellung  von
histopathologisch relevanten Strukturen mit Phasenkontrast-
UCT und Synchrotron-Aufnahmen

Es wurden ausgewahlte FFPE-Blocke mit Tonsillengewebe (s. Tabelle 1) zu den
Kooperationspartnern des Fraunhofer EMI nach Efringen-Kirchen versendet, damit pCT-
Aufnahmen angefertigt werden konnten. Im Rahmen der Vorarbeiten wurden zunachst
verschiedene uCT-Gerate mit unterschiedlichen Aufnahmeverfahren getestet. Im Rahmen der
Untersuchungen wurden die Verfahren der Phasenkontrast-uCT, der Absorptions-uCT und
verschiedener Synchrotron-Messungen analysiert.
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EMI (4.9 pm, absorption) MITOS (4.0 pm, absorption) Exciscope(2.6 pm, phase-contrast)

e —
1 mm 1 mm

Abbildung 26: Darstellung der verschiedenen uCT-Messungen innerhalb des Projektes. a, von links nach rechts:
Absorption-uCT Aufnahmen des Fraunhofer EMI mit einer Auflésung von 4,9 um. Absorptions-uCT-Aufnahmen der
Firma MITOS mit einer Auflésung von 4,0 um. Phasenkontrast-uCT-Aufnahmen der Firma Exciscope mit einer Auflésung
von 2,6 um. b, von links nach rechts: Synchrotron-Aufnahme im Phasenkontrast des DESY P05 mit einer Auflosung von
2,5 um. Synchrotron-Aufnahme im Phasenkontrast des PSI TOMCAT mit einer Auflésung von 1,625 um.

Fur die Evaluation der einzelnen pCT-Messungen wurden zuvor auf H&E-Farbungen
histopathologisch relevante Strukturen festgelegt, welche es zu erkennen galt. Diese Tabelle
wurde im Lastenheft des Projektes und in der Doktorarbeit von Herrn Muhannad Al Kallaa
festgehalten.

In den Phasenkontrast-Aufnahmen des uCT konnten anhand der zuvor definierten Strukturen
folgende histopathologisch relevanten Strukturen erkannt werden: Fettgewebe, kleine und
groBere BlutgefaBe, Drlisengewebe, Muskelgewebe, Plattenepithel, lymphatisches Gewebe,
Keimzentren und Bindegewebe.

Fur die Aufnahmen des Absorptions-puCT konnten deutlich weniger histopathologisch relevante
Strukturen erkannt werden: Drusengewebe, Bindegewebe, lymphatisches Gewebe.

In den Synchrotron-Aufnahmen des PSI TOMCAT konnten anhand der zuvor definierten Strukturen
folgende histopathologisch relevanten Strukturen erkannt werden: Zellkerne, einzelne Zellen,
Fettgewebe, kleine und groBere BlutgefaBe, Drusengewebe, Muskelgewebe, Plattenepithel,
lymphatisches Gewebe, Keimzentren und Bindegewebe.

In den Synchrotron-Aufnahmen des DESY konnten einzelne Zellen, Fettgewebe, kleine und
groBere BlutgefaBe, Drusengewebe, Muskelgewebe, Plattenepithel, lymphatisches Gewebe,
Keimzentren und Bindegewebe als histopathologisch relevante Strukturen erkannt werden.
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Die im PSI durchgefiihrten Synchrotron-Aufnahmen wiesen eine hohe Auflésung sowie
Ubersichts- und ROI-Aufnahmen in unterschiedlichen Auflésungen auf. Des Weiteren wurden die
Aufnahmen mit den im Lastenheft definierten histopathologischen Strukturen verglichen,
woraufhin entschieden wurde, die Aufnahmen aus dem Synchrotron fortwahrend zur Annotation
der Tumorproben und damit zum Training des Machine-Learning-Modells zu verwenden.

Nach einem direkten Vergleich mit den zuvor in einem Lastenheft festgehaltenen
histopathologisch relevanten Strukturen konnte festgestellt werden, dass die Phasenkontrast-
HCT von Exciscope mit einer Auflésung von 2,6 pm die geeignetste Methode ist, um in der
diagnostischen Pathologie eingesetzt zu werden. Diese bietet die hochste Auflosung fur die
einfachste Einbindungsmoglichkeit. Die beste Auflésung insgesamt bieten die Synchrotron-
Aufnahmen des PSI TOMCAT mit 1,625 pm.

3.6. Oberflachenmessungen der FFPE-Blocke zeigen ungerade
Oberflache im Profil

Zusatzlich zu den pCT-Scans, wurden Oberflachenscans durchgefthrt. Die vorliegende Probe
wird als exemplarisches Beispiel gezeigt. In der Heatmap (s. Abbildung 27a) ist in der Farbskala
links oben der Hohenunterschied farblich angegeben. In Rot sind die hochsten Regionen (ca. 160
pm) angegeben, wahrend in blau die niedrigsten Areale der Proben gezeigt werden. Zu sehen ist,
dass die entparaffinierte Probe im Bereich des Gewebes deutlich erhoben ist. Der
Paraffinbereich, welcher sich umliegend um das Gewebe befindet, ist nahe den 0 pm.

Im Oberflachenprofil (s. Abbildung 27b) ist sichtbar, dass die Héhe der Probe zu einer Seite etwas
abfallt. Der Hohenunterschied der gesamten Probe bewegt sich in einem Bereich von 0 bis 162,5
pm.
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Abbildung 27: Oberflachenmikroskopischer Scan mittels eines 3D-Laserscanningmikroskops einer oberfldachlich
entparaffinierten Probe von Tonsillengewebe im FFPE-Block. (a) Heatmap, welche zeigt, dass das Gewebe aus dem
Paraffin hervorsteht und einen gesamten Héhenunterschied von 162,5 um Uber die gesamte Oberflache aufweist. (b)
Oberflachenprofil in um, welches die Beschaffenheit der Probe angibt.

3.7. Die annotierten Keimzentren zeigen eine Kreisahnlichkeit
zwischen 0,8 und 1,1

Innerhalb von der Tonsillen-Probe 2022_26 sind zudem Keimzentren vorhanden. Von den
vorhandenen Keimzentren wurden exemplarisch drei ausgewahlt, um die Kreisahnlichkeit der
Keimzentren zu bestimmen. Diese ist unter anderem ein MaB fur pathologische Veranderungen.

In der folgenden Tabelle 25 sind die Daten zu den einzelnen Keimzentren dargestellt, mit denen
anschlieBend die Kreisahnlichkeit berechnet wurde.

Tabelle 25: Keimzentren (n = 3) aus Probe 2022_26 mit je 3 extrahierten Ebenen. Angabe des Volumens und der Oberfldche
der Keimzentren in 3D aus dem annotierten uCT-Datensatz. Innerhalb in den je 3 extrahierten Ebenen (2D) wurden der
Kreisumfang, die Flédche und anschlieBend die Kreiséhnlichkeit der Annotationen der Keimzentren errechnet.

2D- Kreisahnlichkeit
Volumen Umfang  Flache (4 * m * Flache) /
Keimzentrum (mm?3) Oberfliche(mm?) Ebene (mm) (mm?) (Umfang?)
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Keimzentrum
1
Keimzentrum
1
Keimzentrum
1
Keimzentrum
2
Keimzentrum
2
Keimzentrum
2
Keimzentrum
3
Keimzentrum
3
Keimzentrum
3

7,39 0,2
NA NA
NA NA
7,68 0,21
NA NA
NA NA
1,24 0,29
NA NA
NA NA

1 0,65
2 0,78
3 0,59
1 0,67
2 0,8

3 0,54
1 0,87
2 0,89
3 0,6

0,03

0,05

0,03

0,04

0,05

0,02

0,05

0,06

0,03

0,88

0,95

0,89

1,01

0,98

0,95

0,9

0,89

0,87

In Abbildung 28 sind die Werte fur die Kreisahnlichkeit graphisch dargestellt. Dabei zeigt sich, dass
Keimzentrum 2 mit seinen Werten der Kreisahnlichkeit in jeder Ebene dem Wert 1, welcher einen
perfekten Kreis beschreibt [149], am nachsten.

Kreisahnlichkeit fur drei Keimzentren in Probe 26 mit jeweils drei Schnittflachen
Flache = *r* | Umfang = 2*1r*r | Kreisahnlichkeit = (4 *  * Flache) / Umfang®

o
w
o

Kreisahnlichkeit

Keimzentrum 1

Keimzentrum 2
Keimzentren

0.87

Keimzentrum 3

Schnittflache

| E
D

Abbildung 28: Graphische Darstellung der errechneten Kreiséhnlichkeit der Keimzentren (n = 3). Auf der y-Achse ist der Wert
der Kreisahnlichkeit aufgetragen. Auf der x-Achse sind die drei verschiedenen Keimzentren aufgetragen. In der Legende sind die
einzelnen Schnittfldchen farbig codiert.
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3.8. Anhand der Annotationsdaten konnte ein Algorithmus fur
Ebenenfindung erstellt werden, der das automatisierte
Wiederfinden der histologischen Schnittpraparate im pCT-
Datensatz ermoglicht

Im Anschluss an die pCT-Aufnahmen wurden von den Proben histologische Schnittpraparate
angefertigt. Im Anschluss wurden die Praparate gescannt und diese Scans wurden den
Projektpartnern von ImFusion zur Verfugung gestellt. In Kooperation mit den Projektpartnern von
ImFusion wurde ein Algorithmus entwickelt, der in der Lage ist, den histologischen Schnitt der
jeweiligen Probe im pCT-Datensatz zu identifizieren. Dieser Algorithmus wurde auf Grundlage der
in dieser Arbeit verwendeten Daten (histologische Schnittpraparate, uCT-Datenséatze der Kohorte
und Annotationen dieser Daten) erstellt und trainiert.

Im Rahmen des HORUS-Projekts wurde in Kooperation mit ImFusion ein
Bildregistrierungsverfahren entwickelt, das in zwei aufeinanderfolgende Optimierungsschritte
unterteilt ist: Zunachst wird eine 2D-3D-Registrierung durchgefuhrt, bei der eine LC2-basierte
Ahnlichkeitsmetrik zum Einsatz kommt. Ein dafiir trainiertes Convolutional Neural Network (CNN)
approximiert den Punktproduktvergleich der Merkmalskarten zweier Eingabebilder und
ermoglicht so eine schnelle und weitreichende Optimierung, die die anfangliche Position der
histologischen Schnittebene bestimmt. Aufbauend auf der initialen Schatzung wird die
Schnittebene mittels eines analytischen Ansatzes verfeinert. Ein Freiformdeformationsmodell
(FFD) bertcksichtigt dabei Verformungen auBerhalb der Ebene, wahrend die lokale normalisierte
Kreuzkorrelation (LNCC) als Gutefunktion fur die gleichzeitige Optimierung der Ebenenposition
und der Deformationsparameter dient. Die optimierten Lage- und Deformationsparameter
werden anschlieBend genutzt, um eine 2D-puCT-Schicht aus dem CT-Volumen zu extrahieren, die
in der folgenden 2D-2D-Registrierung weiterverarbeitet wird (s. Abbildung 29).

d

ML Based 2D-3D Registration

c d

Overlay after coregistration

Abbildung 29: Registrierte Histologie-Objekttréger und die uCT-Schicht unter Verwendung der ML-basierten 2D-3D-
Registrierungsmethode. Die Bilder wurden teilweise in [2] verdffentlicht. Wiederverwendung mit Genehmigung. (a) Das
eingegebene LCT-Volumen und das histologische Préparat eines Tonsillengewebes. (b) Eine Visualisierung der 2D-3D-
Registrierung. Die gelben Markierungen lber und unter dem Volumen sind FFD-Kontrollpunkte, die das Profil der
Schnittebene definieren. (c) Die ausgegebene pCT-Schicht und der Histologie-OT nach der 2D-3D-Registrierung. (d)
Uberlagerung zwischen der uCT und dem Histologiebild nach einem Workflow zur Verfeinerung der 2D-2D-
Registrierung.

Zu sehen ist, dass die Ebene mithilfe des zweistufigen Algorithmus im uCT-Datensatz mit einer
Genauigkeit von +/- 20 um [2] reidentifiziert werden kann.

Der zweistufige Algorithmus wurde weiterhin dazu verwendet, die angefertigten Multiplex-
Farbungen naherungsweise im jeweiligen yCT-Datensatz zu relokalisieren.
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Abbildung 30: Multiplex-ROI der Probe 2023 _09_02 mit der gematchten uCT-Ebene. Der Skalenbalken gibt 500 um an.

In Abbildung 30 ist links die in der Multiplex-Farbung mit den verwendeten Markern (s. Tabelle 8)
auf dem Glasobjekttrager gefarbte korrespondierende Lymphknotenmetastase dargestellt,
wahrend rechts die durch den zweistufigen Algorithmus zur Ebenenfindung herausgesuchte
Ebene des 3D-uCT-Datensatzes veranschaulicht wird. Es wird deutlich, dass die Diskrepanz
zwischen Schnitt und pCT-Bild insbesondere in den Randbereichen der Probe signifikant ist, der
Algorithmus jedoch trotz dieser Diskrepanz die Ebene identifizieren konnte.

3.9. Das Training der kunstlichen Intelligenz zur automatisierten
Annotation erfolgte anhand der manuellen Annotationsdaten

Zu dem Training der kunstlichen Intelligenz wurden die in HORUSkop angefertigten manuellen
Annotationsdaten der pCT-Datensatze verwendet. Die Trainingsmenge der Tonsillen-Proben
umfasst 708 manuell annotierte Ebenen, wahrend die Validierungs- und Testmenge 94 bzw. 101
manuell annotierte Ebenen beinhaltet. Die Trainingsmenge fur die Tumor-Proben umfasst 5100
annotierte Ebenen. Auf Grundlage dieser Daten wurden von ImFusion verschiedene U-Net- und
DicelLoss-Modelle trainiert. Fur die Tonsillen-Proben wurden insgesamt neun Marker, welche
zuvor manuell annotiert wurden, vom Modell erkannt. Dabei wurde exemplarisch mit der Probe
2022_26 gearbeitet, um einen Ausblick zu gewahren.

Die folgenden Ergebnisse wurden anhand der in dieser Arbeit erstellten Annotationsdaten durch
die Kooperationspartner von ImFusion erhoben.

Fur die Tumorproben wurde sich auf ROls beschrankt. Durch das bereits vorhandene Modell
konnte abgeschatzt werden, dass eine bessere Erkennung von Tumor zu Nicht-Tumor maglich
war. Daher wurden nur zwei Marker und Hintergrund zum Training des Modells genutzt.

Die mit Exciscope erfassten Phasenkontrast-uCT-Volumina wurden zum Training des
Segmentierungsmodells herangezogen. Die Extrahierung der 2D-uCT-Schichten erfolgt aus den
annotierten 3D-uCT-Volumina, um ein 2D-Segmentierungsmodell zu trainieren. Im Rahmen
dieser Arbeit findet ein gut etabliertes Segmentierungs-Faltungsnetz, das sogenannte U-Net
[150], Anwendung.
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Innerhalb der Datenvorverarbeitung werden die Eingabebilder auf einen Bereich von (0, 1)
normalisiert und einer Neuabtastung mit einem Abstand von 10,4 pm unterzogen (was einem
vierfachen Downsampling entspricht). Hinsichtlich der Sampling-Strategie erfolgt die Extraktion
zufalliger ROls mit einer GroBe von 256 * 256 Pixeln. Als kombinierter Verlust wird ein
Warfelverlust in Kombination mit einem Kreuzentropieverlust verwendet, wobei der Wurfelverlust
mit einer Gewichtung von 0,2 und der Kreuzentropieverlust mit einer Gewichtung von 1,0
bertcksichtigt wird. Der Validierungsverlust konnte nach 150 Epochen von 0,24 auf 0,08
verbessert werden.

Die vorhergesagten 2D-Annotationskarten werden zu einem spateren Zeitpunkt gestapelt, um ein
3D-Annotationskartenvolumen fur die weitere Verwendung zu generieren.

3.10. Der Vergleich manueller Annotation gegen KIl-Annotation
konnte fur die Genauigkeit der Annotation der Tonsillen-Probe
einen Dice-Score von 0,57 und fur die Tumorprobe einen Dice-
Score von 0,71 erreichen

Die manuelle Annotation der verschiedenen Marker in den einzelnen FFPE-Tonsillen-Proben
diente dem zuvor beschriebenen Training eines KI-Modells. Aufgrund der geringen Anzahl an
Bilddaten erfolgte ein erster Vergleich auf den identischen Datensatzen unter Anwendung des
zuvor trainierten KI-Modells. Die folgenden Ergebnisse wurden anhand der in dieser Arbeit
erstellten Annotationsdaten durch die Kooperationspartner von ImFusion erhoben.

Abbildung 31 zeigt den Vergleich der manuellen Annotation mit der ML-gestutzten Annotation
eines Tonsillengewebes (oben) und eines Tumorgewebes (unten). Die folgenden Strukturen
wurden in der Phasenkontrast-CT der Tonsillen-Probe identifiziert: Die manuelle Annotation
fuhrte zu Erkennung folgender Strukturen: Keimzentren, lymphatisches Gewebe, Bindegewebe,
Muskelgewebe, Fettgewebe, Plattenepithel, Speicheldriisen sowie venose und arterielle Gefale.
Die zunachst manuell annotierten Strukturen wurden anschlieBend mit Kl annotiert. Im Falle der
Tonsillen-Proben wurde Fettgewebe als kleinste erkennbare Struktur identifiziert. In einem
Testsatz erreichte die ML-Annotation einen Dice-Gesamtwert von 0,57. Dieser Wert beschreibt
die Genauigkeit der Uberlagerung von Kl-Annotation mit der manuellen Annotation.

Die Erkennung einzelner Zellkerne war bei den Tumorproben, die mit Synchrotronstrahlung
aufgenommen wurden, gewahrleistet. Allerdings wurden nur zwei Tumorgewebe fur das Training
des ML-Segmentierungsmodells bertcksichtigt.

Abbildung 31 (unten) zeigt ein uCT einer Tumorprobe und den Vergleich zwischen der manuellen
und der ML-Annotation. Das Ergebnis der ML-Annotation zeigt eine Erkennung von Tumorgewebe
und erreicht einen durchschnittlichen Dice-Score von 0,71 in den Segmentierungsklassen.
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Abbildung 31: (a) Vergleich der manuellen Annotation zu der Annotation der Kl auf den Datensé&tzen der Tonsillen-Probe
2022 _26 (oben) und der Tumorprobe 2023 _04_01 (unten). Die Farben entsprechen den folgenden Markern: Lila:
Plattenepithel, Blau: lymphatisches Gewebe, Rot: Keimzentren, Grin: Bindegewebe, Gelb: Muskelgewebe, Rosa:
Speicheldriisen, Orange: Fettgewebe, Hellgelb: venose GefaBe, blau: arterielle GefaBe, pink: verhorntes Tumorgewebe
und dunkelblau: weiches Tumorgewebe. (b) Demonstration der Ubertragung von Annotationen von der Histologie auf
das CT nach einem rédumlichen 2D-3D-Matching ber den vorgeschlagenen Bildregistrierungsworkflow.

AuBerdem konnten die Volumendaten der KI-Annotation mit denen der manuellen Annotation
verglichen werden, um so eine Genauigkeitsangabe der KI-Annotation machen zu kénnen.

Tabelle 26: Volumendaten der Annotation im mm? durch die Kl gegen die der manuellen Annotation der einzelnen
Marker, welche in der Tonsillen-Probe Probe 2022_26 und der Tumorprobe 2023 04_01 verwendet wurden.

Marker/Probenname 2022_26, manuell 2022_26, Kl

Keimzentren 1,23446 0,25115
Lymphatisches Gewebe 18,86118 26,71032
Muskeln 24,22009 0,1364
Bindegewebe 46,77687 49,80358
Plattenepithel 5,41444 4,89134
Fettgewebe 0,19105 0
Speicheldriisen 2,1099 1,45045
Arterielle GefdBe 0,18333 0,11592
Venose GefaBe 0,38644 0,30375
Marker/Probenname 2023 04 01, manuell 2023 04 01, Kl
Verhorntes Krebsgewebe 0,17292 0,17983
Weiches Krebsgewebe 0,40458 0,39106

Die Werte der Tabelle 26 werden im Folgenden noch einmal graphisch dargestellt. Da die
Spearman-Korrelation einen p-Wert von 0,00984 ausgibt, bedeutet dies, dass wenn in der
manuellen Annotation das Gewebe mit einem hohen Anteil vorkommt, es in der KI-Annotation

90



ebenfalls zu einem hohen Anteil vorkommt. Daher unterscheiden sich manuelle Annotation und
Kl-Annotation hinsichtlich der Rangfolge nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 32: Graphischer Vergleich der manuellen zur KI-Annotation von Probe 2022_26. In Blau dargestellt ist die KI-
Annotation, in Rot dargestellt ist die manuelle Annotation. Auf der y-Achse sind die Volumenwerte der Annotationen in
mm? dargestellt, auf der x-Achse die jeweilige Art des Gewebes. Die Werte der Spearman-Korrelation sind S = 34, p =
0,00984 und p =0,79394.

Im Vergleich von Kl-Annotation zu manueller Annotation fur die Tonsillen-Probe 2022_26 (s.
Abbildung 32) ist deutlich zu erkennen, dass die KI etwas mehr positive Strukturen in der Probe
erkennt als in der manuellen Annotation. Bindegewebe und lymphatisches Gewebe wurden von
der Kl ahnlich gut erkannt. Muskeln, Fettgewebe und Keimzentren werden allerdings deutlich
schlechter von der Kl erkannt als in der manuellen Annotation.

In Abbildung 33 zeigt die Spearman-Korrelation einen p-Wert von 1. Dies bedeutet, dass die
Spearman-Korrelation aufgrund zu wenig erhobener Daten keine Aussage treffen kann. Allerdings
kann man die Aussage, dass wenn in der manuellen Annotation das Gewebe mit einem hohen
Anteil vorkommt, es in der KI-Annotation ebenfalls zu einem hohen Anteil vorkommt, Ubertragen.
Die manuelle Annotation und KI-Annotation unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 33: Graphischer Vergleich der manuellen zur KI-Annotation von Probe 2023_04_01. In Blau dargestellt ist die
Kl-Annotation, in Rot dargestellt ist die manuelle Annotation. Auf der y-Achse sind die Volumenwerte der Annotationen
in mm? dargestellt, auf der x-Achse die jeweilige Art des Gewebes. Dort wurde zwischen verhorntem Tumorgewebe und
weichem Tumorgewebe unterschieden. Die Werte der Spearman-Korrelation sindS=0,p=1undp =1.

Die Abbildung 33 zeigt den Vergleich zwischen Kl-Annotation zu manueller Annotation fir die
Tumorprobe 2023_04_01. Fur die Tumorprobe wurde sich nur auf eine Annotation des
Tumorgewebes (verhornt und nicht-verhornt) beschrankt. Es ist erkennbar, dass die KI-Annotation
sehr ahnlich zur manuellen Annotation ist.

3.11.Die Ubertragung von H&E-Annotationsdaten auf pCT-
Datensatze ermaglicht eine Annotation von Strukturen bis zu
0,4 um GroBe bei einer uCT-Auflosung von 1 — 5 pm mit einer
Genauigkeit, die mit Dice-Werten von 0,61 fur die Tonsille und
0,78 fur die Tumor-Probe bestimmt wurde

Aufgrund der zuvor hergestellten rdumlichen Ubereinstimmung zwischen Histologie-
Objekttragern und pCT-Schichten konnen die Annotationen zwischen den beiden Modalitaten
Ubertragen werden. Die folgenden Ergebnisse wurden anhand der in dieser Arbeit erstellten
Annotationsdaten durch die Kooperationspartner von ImFusion erhoben.

Wie in Abbildung 31b (oben) gezeigt, wurde eine Annotation auf dem histologischen Schnitt mit
Tonsillengewebe mittels QuPath erstellt. Nach der Registrierung zwischen Histologie und pCT
lasst sich die Annotation auf die entsprechenden Gewebe im uCT Ubertragen. Abbildung 31b
(unten) zeigt einen ahnlichen Prozess zwischen dem histologischen Schnitt mit Tumorgewebe
und dem entsprechenden uCT.

Um die Genauigkeit des vorgeschlagenen Annotationstransfers zu bewerten, wurden einige
sichtbare Gewebe auf den registrierten uCT-Ebenen direkt manuell annotiert und dann die Dice-
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Metrik zwischen dieser Annotation und der Gbertragenen Annotation berechnet. Die Werte der
Dice-Metrik fur die beiden in Abbildung 31b dargestellten Datenséatze betragen 0,61 bzw. 0,78.

3.12. Korrelation der Annotationsdaten aller annotierten ROls fur die
Marker verhorntes und nicht-verhorntes Tumorgewebe mit
klinischen Daten, die zur Durchfihrung der Diagnostik erhoben
wurden

Die Annotationsdaten des Tumorgewebes wurden mit den klinischen Daten aus Tabelle 16
statistisch korreliert. Verwendet wurde daflr eine Spearman-Korrelation. In Tabelle 27 sind die
Annotationsdaten zu den Markern in der Probe gelistet. Zu beobachten ist, dass nicht in allen
Proben verhorntes Tumorgewebe vorhanden ist.

Tabelle 27: Volumendaten der Annotationen aus allen annotierten ROIs der Tumorproben (n = 17). Die angegebenen
Werte sind in mm?3. Aufgelistet sind nur die Werte der Annotationen des Tumorgewebes. Dies ist die Summe aus 5100
annotierten Ebenen der Tumorproben.

Probe (ROI)
2023_02 01
2023_12_02
2023_11.01
2023_13_01
2023_04_01
2023_05_01
2023_04_02
2023_01_01
2023_15_02
2023_07_02
2023_08_01
2023_09_02
2023_12 01
2023_11_02
2023_10_02
2023_01_02
2023_02_02

3.12.1.

verhorntes Tumorgewebe

nicht-verhorntes Tumorgewebe

0,14
0,17

0
0,66
0,39
0,65
0,66
0,59
0,79
0,27
0,18
0,55
0,23
0,51
0,84
0,29
0,92

Zwischen den Eigenschaften Verhornung und HPV-Status
besteht kein signifikanter Unterschied (p = 0,7508) und keine

Korrelation (p = 0,08321787)

Die Daten zum HPV-Status Tabelle 16 und Tabelle 27 wurden statistisch korreliert und in der
Abbildung 34 graphisch dargestellt. Der Spearman-Korrelationskoeffizient p betrugt 0,083. Die
statistische Signifikanz, der p-Wert, betrug 0,751.
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Spearman: nicht-verhorntes Tumorgewebe / HPV-Status

Spearman's Korrelation: ]
rho = 0.083
p-Wert = 0.751

S =748.09
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nicht-verhorntes Tumorgewebe
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Abbildung 34: Darstellung des Volumenanteils des nicht-verhorntem Tumors mit dem HPV-Status als Boxplot fiir die
Stichprobenanzahln =17 (s. Tabelle 27). Die x-Achse bezeichnet des jeweiligen HPV-Status, die y-Achse zeigt den Wert
des Volumenanteils fir nicht-verhorntes Tumorgewebe. Blau: Volumenanteil des nicht-verhornten Tumorgewebes zu
negativem HPV-Status. grin: Volumenanteil des nicht-verhornten Tumorgewebes zu positiven HPV-Status pro Probe.
Der Median liegt bei 0.447825 (blau) und 0.57091 (griin). Die Standardabweichung liegt bei 0.275692 (blau) und
0.295072 (grtin). Spearman-Korrelationskoeffizient p = 0,083, p-Wert = 0,751, S = 748,09.

3.12.2. Korrelation und Testung auf signifikante Zusammenhange fur die
Parameter HPV-Status, Geschlecht, Lebensstatus,
Immuntherapie und Tumor-Grading mit den Annotationsdaten
fur Verhornung und nicht-Verhornung zeigt keine signifikanten
Zusammenhange von Annotationsdaten mit den Parametern

In Abbildung 35 sind die Daten fur nicht-verhorntes Tumorgewebe (s. Abbildung 35a) und
verhorntes Tumorgewebe (s. Abbildung 35b) mit den klinischen Daten aus Tabelle 16 graphisch
dargestellt und mittels Spearman-Korrelation untersucht worden.

Die Daten fur den HPV-Status zu nicht-verhorntem Tumorgewebe sind bereits dargestellt worden
(s. Abbildung 34). Die Korrelation fur den HPV-Status zu verhorntem Tumorgewebe ist zusatzlich
berechnet worden (s. Abbildung 35b). Diese zeigt einen S-Wert von 895,974, p von -0,098 und ein
pvon 0,708. Es gibt eine sehr schwache und nicht signifikante negative Korrelation zwischen dem
HPV-Status und dem AusmaB des verhornten Tumorgewebes.

Die Spearman-Korrelation von nicht-verhorntem Tumorgewebe und Geschlecht der Patient:innen
zeigt einen Spearman-Korrelationskoeffizienten p von 0,144, einen S-Wert von 698,221 und einen
p-Wert von 0,5805. Es gibt eine schwache positive monotone Beziehung zwischen "nicht-
verhorntem Tumorgewebe" und dem Geschlecht (s. Abbildung 35a). Die Korrelation zwischen
Geschlecht und verhorntem Tumorgewebe (s. Abbildung 35b) zeigt einen S-Wert von 1303,142,
einen p-Wertvon 0,0114 und pvon -0,597. Es gibt eine maBig starke negative Korrelation zwischen
dem Geschlecht und dem AusmaRB des verhornten Tumorgewebes.
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Es gibt eine schwache positive monotone Beziehung zwischen "nicht-verhorntem Tumorgewebe"
und dem Lebensstatus (s. Abbildung 35a). Der S-Wert liegt bei 659,449, der p-Wert bei 0,461 und
das p bei 0,192. Fur das verhornte Tumorgewebe und dem Lebensstatus gibt es fast keine
Korrelation (s. Abbildung 35b). Der S-Wert liegt bei 819,349, der p-Wert bei 0,988 und p bei-0,004.

Zwischen nicht-verhorntem Tumorgewebe und dem Erhalten einer Immuntherapie konnte eine
schwache monotone Beziehung festgestellt werden (s. Abbildung 35a). Der S-Wert liegt bei
608,114, der p-Wert bei 0,324 und der Spearman-Korrelationskoeffizient p bei 0,255. Es gibt eine
schwache bis maBige negative Korrelation zwischen Immuntherapie und dem AusmaB des
verhornten Tumorgewebes (s. Abbildung 35b). Hier liegt der S-Wert bei 1102,609, der p-Wert bei
0,167 und p bei -0,351.

Die Spearman-Korrelation von nicht-verhorntem Tumorgewebe und dem Grading des Tumors auf
der Ordinalskala zeigt eine schwache positive monotone Beziehung (s. Abbildung 35a). Der S-
Wert liegt bei 651,978, der p-Wert bei 0,439 und p bei 0,201. Es gibt eine maBige negative
Korrelation zwischen dem Grading und dem Ausmaf des verhornten Tumorgewebes (s. Abbildung
35b). Der S-Wert liegt bei 1197,602, der p-Wert bei 0,058 und p bei -0,468.
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Abbildung 35: Darstellung des Volumenanteils der Tumorgewebsarten in Bezug zu verschiedenen klinischen Daten als
Boxplot flir die Stichprobenanzahl n = 17 (s. Tabelle 27) und den zugehdrigen Korrelationskoeffizienten jeweils rechts
oben. Die x-Achse bezeichnet den Status des jeweiligen klinischen Parameters, die y-Achse zeigt den Wert des
Volumenanteils fiir nicht-verhorntes (a) oder verhorntes (b) Tumorgewebe. Blau: Volumenanteil des nicht-verhornten
Tumorgewebes zu negativem HPV-Status. griin: Volumenanteil des nicht-verhornten Tumorgewebes zu positiven HPV-
Status pro Probe. (a) Zu sehen ist von links nach rechts das Volumenverhéltnis des nicht-verhornten Tumorgewebes
(s. Tabelle 27) zu HPV-Status (negativ (blau), positiv (griin)), Geschlecht (ménnlich (blau), weiblich (griin)), Lebensstatus
(Lebend (grtin), Tot (blau)), Immuntherapie (keine (grtin), Nivolumab (blau)) und Grading (G2 (griin), G3 (blau)). (b) Zu
sehen ist von links nach rechts das Volumenverhéltnis des verhornten Tumorgewebes (s. Tabelle 27) zu HPV-Status
(negativ (blau), positiv (griin)), Geschlecht (ménnlich (blau), weiblich (griin)), Lebensstatus (Lebend (griin), Tot (blau)),
Immuntherapie (keine (griin), Nivolumab (blau)) und Grading (G2 (grtin), G3 (blau)).
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3.13. Verhornte Plattenepithelkarzinome nahmen einen signifikant
kleineren Anteil am Probenvolumen ein als unverhornte
Plattenepithelkarzinome

Das Verhaltnis der verschiedenen Gewebearten des Tumors zueinander konnte fur einige Proben
bestimmt werden, wobei das Gesamtvolumen des Tumors in der ROl sowie das
Annotationsvolumen der Tumorflache im dreidimensionalen Datensatz als Parameter dienten.

Spearman's Korrelation:
rho = -0.4800568
p-Wert = 0.02763

S =2279.3
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Abbildung 36: Darstellung des Volumenanteils der Tumorgewebearten als Boxplot fir die Stichprobenanzahl n =5 (s.
Tabelle 27). Die x-Achse bezeichnet die jeweilige Gewebeart, die y-Achse zeigt den Wert des Volumenanteils. Blau:
nicht-verhorntes Tumorgewebe grtin: verhorntes Tumorgewebe pro Probe. Der Median fur verhorntes Tumorgewebe
liegt bei 0,1798, die Standardabweichung bei 0,1128. Der Median fir nicht-verhorntes Tumorgewebe liegt bei 0,5273
und die Standardabweichung bei 0,2563. Die Werte der Spearman-Korrelation lagen bei p = -0,48, p-Wert = 0,02763
und S =2279,3.

Das Verhaltnis konnte nicht fur alle annotierten ROIs errechnet werden, da einige Proben
innerhalb der annotierten ROl keinen verhornten Tumor zeigten (s. Tabelle 27). Der Median fur
nicht-verhorntes Tumorgewebe liegt bei 0,5273 und die Standardabweichung bei 0,2563. Die
Werte der Spearman-Korrelation lagen bei p =-0,48, p-Wert =0,02763 und S = 2279, 3.

3.14. Die GefaBdaten in den ROls der Tumorproben zeigen den
GefaBverlauf im Vergleich zum Tumorgewebe

Im Rahmen von HORUS wurden die GefaBdaten der Tumorproben analysiert. Zur
Veranschaulichung sei an dieser Stelle Abbildung 37 prasentiert, welche die Annotation und 3D-
Darstellung von GefaBen in einer Tumorprobe veranschaulicht.
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Abbildung 37: Dreidimensionale Darstellung der Annotationen einer Tumorprobe mit gesonderter Darstellung der
GefaBe. Pink: verhorntes Tumorgewebe, dunkelblau: nicht-verhorntes Tumorgewebe, rot: arterielle GefaBe, hellblau:
venose GeféBe. (a) Darstellung der Annotation aus drei verschiedenen Perspektiven mit 3D-Darstellung. Die weiBen
Pfeile zeigen die Annotation der GeféBe innerhalb der Probe. (b) VergréBerung der 3D-Darstellung der Annotation. Die
weiBen Pfeile zeigen die 3D-Darstellung aus der annotierten uCT-Messung der GefaBe an.

Die Volumendaten zu den GefaBen wurden ebenfalls gesondert dargestellt. Die Darstellung
bezieht sich ebenfalls einzig auf die annotierten ROls.
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Abbildung 38: Darstellung der Volumendaten von arteriellen und venésen GefédBen in den Tumorproben (n =5) als
Balkendiagramm. Es wurden Daten aus insgesamt 101 Annotationsebenen verwendet. Auf der y-Achse sind die
Volumenwerte der Annotationen in mm? aufgezeigt, auf der x-Achse ist die jeweilige Gewebeart angegeben. Dargestellt
sind die Proben 2023 _13_01 (lila), 2023 _12_02 (blau), 2023_02_01 (rot) und 2023_07_02 (griin).

Zu erkennenist, dass nichtin allen ROls GefaBe erkennbar waren bzw. teilweise nur arterielle oder
venose GefaBe annotiert werden konnten (s. Abbildung 38). Dies ist auf Struktur und
Heterogenitat des Gewebes zuruckzufuhren, sowie dass nur ROIs und somit nur ein kleiner
Ausschnitt der Gesamtprobe begutachtet wurden. In Probe 2023_13_01 wurden zu einem
geringen Anteil ventse GefaBe (ca. 0,005 mm?® annotiert. In Probe 2023_12_02 konnten zu
geringen Anteilen venose (ca. 0,02 mm?®) und arterielle GefaBe (ca. 0,01 mm?) erfasst werden. In
Probe 2023_07_02 nahmen die arteriellen GefaBe einen groBeren Anteil (ca. 0,75 mm?) ein. In
Probe 2023_02_01 konnten mehr ventse GefaBe (ca. 0,31 mm?) als arterielle GeféaBe (ca. 0,12
mm?) annotiert werden.

3.15. Die zuverlassige Relokalisation von Schnitten im puCT-
Datensatz lasst sich auf Multiplex-Farbungen ubertragen

Zur Demonstration der Machbarkeit wurden von oberflachlichen Schnittpraparaten von Tonsillen-
und Tumorproben Multiplex-Farbungen mit verschiedenen immunologischen Markern
angefertigt. Im Folgenden werden exemplarisch ROI-Aufnahmen vom Kopf-Hals-Tumorpraparat
2023_09_01 mit korrespondierender Metastase 2023_09_02 prasentiert. Diese Daten dienen als
Ausblick zur Erweiterung der HORUS-Methodik in Zukunft.

In Abbildung 39 sind die Multiplex-Farbungen der Kopf-Hals-Tumorprobe abgebildet. In der
pathologischen Diagnostik und den zur Verfigung stehenden klinischen Daten aus Tabelle 16
handelt es sich bei besagtem Tumor um ein Plattenepithelkarzinom mit einem G3-Grading, HPV-
Positiv.

Die vorliegende Analyse der Marker fur B-Zellen, CD20 und CD79a, ergibt im Tumorgewebe eine
Expression, wohingegen der Marker fur Plasmazellen, CD138, nur eine geringe Expression
aufweist. Die qualitative, optische Analyse der T-Zell-Marker CD3, CD4 und CD8a ergab eine hohe
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Zelldichte im Tumorgewebe, wahrend der Marker fur regulatorische T-Zellen (FoxP3) eine geringe
Zelldichte aufwies. Die Marker fir Makrophagen (CD68 und CD163) zeigen eine hohe Expression
in der aufgenommenen ROIl. Die Expression der Marker fir Immun-Checkpunkte bzw. -
hemmungen (CD223, CD274, CD279) hingegen weist Unterschiede auf. CD223 weist eine geringe
spezifische Expression auf, wahrend CD274 und CD279 eine hohe spezifische Expression in
bestimmten Tumorregionen aufweisen. Die Marker CD31 und CD34 zeigen die GefaBe. Pan-
Cytokeratin weist eine starke Expression innerhalb der epithelialen Tumorzellen auf.
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Abbildung 39: Einzelne Darstellung der 17 ausgewéhlten Marker in der Tumorprobe 2023_09_01. Von oben links nach
unten rechts sind folgende Marker abgebildet: CD79a, CD138, FoxP3, CD366, Thet, CD20, CD31, CD34, CD8a, CD68,
CD163, CD4, CD3, CD223, CD274, CD279, Pan-Cytokeratin (CK), Merged (alle Kanale Ubereinandergelegt) und DAPI.
Der Skalenbalken gibt 500 um an.

In Abbildung 40 sind die Multiplex-Farbungen der korrespondierenden Lymphknotenmetastase
abgebildet. Diese verdrangt einen GrofBteil des lymphatischen Gewebes.

Die Analyse der Marker fur B-Zellen (CD20, CD79a) ergibt innerhalb der Lymphknotenmetastase
eine kaum nachweisbare Expression, wahrend die CD138 eine sehr starke Expression in den
Tumorzellen zeigt, wobei das Signal von CD138 vor allem das Epithel farbt. Die T-Zell-Marker CD3
und CD4 weisen eine geringe Expression auf, wahrend CD8a eine starke Expression zeigt.
Regulatorische T-Zellen (FoxP3) liegen im Tumorgewebe, ebenso wie Makrophagen (CD68,
CD163), wobei CD68 eine starkere Expression zeigt als CD163. Bei den Markern fur Immun-
Checkpoints (CD223, CD274, CD279) zeigt ausschlieBlich CD274 eine erhdhte Expression im
Tumorgewebe, wahrend GefaBstrukturen (CD31, CD34) im gesamten Bildausschnitt zu sehen
sind. Pan-Cytokeratin weist im Tumorgewebe des Lymphknotens eine hohe Expression auf.
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Abbildung 40: Einzelne Darstellung der 17 ausgewéhlten immunologischen Markern in der Lymphknotenmetastase
2023_09_02. Von oben links nach unten rechts sind folgende Marker abgebildet: CD79a, CD138, FoxP3, CD366, Thet,

CD20, CD31, CD34, CD8a, CD68, CD163, CD4, CD3, CD223, CD274, CD279, Pan-Cytokeratin (CK), Merged (alle
Kanale tbereinandergelegt) und DAPI. Der Skalenbalken gibt 500 um an.

Die aufgenommenen ROIs wurden zusatzlich mithilfe eines eigens fur HORUS entwickelten
Algorithmus im pCT-Datensatz reidentifiziert (s. Abbildung 30).
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4. Diskussion

4.1. Projektbeschreibung

Das vom BMBF geforderte Projekt HORUS (Férderkennzeichen: 13GWO057D) hat die Erforschung
innovativer Lésungen zur Entlastung der Pathologie in Deutschland zum Ziel. Die Pathologie ist
durch hohen Arbeitsaufwand, Fachkraftemangel und begrenzte digitale Prozesse gepragt. Der
Fokus liegt auf der Anwendung der uCT-Bildgebung zur Erzeugung dreidimensionaler Bilder von
FFPE-Gewebeproben. Die erstellten 3D-Datensatze dienen als Grundlage fur die Identifikation
optimaler Schnittebenen fur mikroskopische Untersuchungen und kénnen somit zukunftig zur
Optimierung der Diagnosefindung beitragen. Ein wesentlicher Bestandteil des HORUS-Protokolls
ist die Erkennung von Tumorgewebe im uCT-Datensatz. Hierbei kommt kiinstliche Intelligenz (KI)
und maschinelles Lernen zum Einsatz, um die automatisierte Erkennung zu ermoglichen. HORUS
zielt darauf ab, eine schnellere, prazisere und ressourcenschonendere Diagnostik zu
ermoglichen. Ein weiterer Bestandteil von HORUS ist die automatisierte Reidentifizierung
schnittbasierter Farbemethoden und molekularbiologischer Anwendungen, wie Multiplex- oder
immunhistochemische Farbungen und in situ Hybridisierung, im pCT-Datensatz. Ziel ist die
Verknupfung der 2D-Informationen mit der rdumlichen Information, um eine umfassendere und
individuellere Diagnostik zu schaffen.

Das Projekt gilt als Proof-of-Concept, das durch die Kombination von digitaler Rontgenbildgebung
und kuanstlicher Intelligenz zuklUnftig einen effizienten Workflow schaffen soll. Dieser soll den
Arbeitsaufwand reduzieren, Material sparen und die diagnostische Genauigkeit steigern. Die
daraus resultierende, praxisnahe digitale Pathologie leistet einen Beitrag zur Optimierung der
Patientenversorgung.

4.2. Die Definition histopathologisch relevanter Strukturen bis zu
0,4 pm beschreibt den Goldstandard der Pathologie

Die Definition histopathologisch relevanter Strukturen anhand von H&E-Schnitten diente in erster
Linie der Qualitatssicherung der HORUS-Methode. Anhand des bereits etablierten Goldstandards
der H&E-Farbung in der Pathologie [57], [58], [59] muss sich die zu etablierende Methode in der
Qualitat am Goldstandard messen. Die durchgeflihrten Definitionen sind an Lehrpraparaten aus
dem Kopf-Hals-Bereich durchgefuhrt worden, um sicherzustellen, dass die relevanten Strukturen
im H&E-Schnitt sichtbar sind. Zudem sind die Definitionen durch einen Pathologen durchgefuhrt
worden, um die Richtigkeit zu gewahrleisten.

4.3. Oberflachenmessungen der FFPE-Blocke ermaoglichen klnftig
eine  verzerrungsfreie  Darstellung  histopathologischer
Strukturen. Mithilfe fluoreszierender Oberflachenfarbungen
lassen sich relevante Strukturen bis zu 0,4 pm sichtbar
machen.

Die Oberflachenfarbung auf FFPE-Blocken wurde entwickelt, um histopathologisch relevante
Strukturen verzerrungsfrei darstellen zu konnen. Wahrend bei klassischen Schnittpraparationen
durch Schneiden, Erhitzen und Aufziehen auf den Objekttrager haufig elastische Deformationen
und Gewebeverzerrungen auftreten, erlaubt die direkte Farbung der Blockoberflache eine
realitdtsnahere Darstellung. Durch Entparaffinierung mit Aceton konnte die oberste Zellschicht
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freigelegt und far die Anfarbung hydrophilisiert werden. Dies ermoglicht eine gezielte Bindung von
Farbstoffen an intakte Strukturen ohne die typischen Deformationsartefakte [5], [9].

Ein wesentliches Ziel ist es, kunftig auf komplexe, probeindividuelle Deformationsschritte bei der
Ubertragung von Annotationen zu verzichten. Stattdessen kdnnten Annotationen direkt auf der
fluoreszent gefarbten, unverzerrten Blockoberfladche vorgenommen und unmittelbar auf den pCT-
Datensatz ubertragen werden. Dies bietet insbesondere bei kleinen Strukturen, die mit
laborbasierter uCT nicht aufgeldst werden kénnen (s. Abbildung 26), einen erheblichen Vorteil.
Zudem zeigte sich, dass Strukturen in H&E-Schnitten im Vergleich zur Blockoberflache groBer
erscheinen (s. Abbildung 15) - eine Folge der Dehnung wahrend der klassischen
Probenvorbereitung [151].

Zur Beurteilung der Oberflaichenbeschaffenheit nach der Entparaffinierung (s. Abbildung 13)
wurden Scans mit einem 3D-Laserscanningmikroskop durchgefihrt [106]. Diese offenbarten
deutliche Unebenheiten und zerkluftete Oberflachen, die vermutlich durch Mikrotomschnitte und
nicht allein durch die Entparaffinierung (s. Abbildung 27) entstehen. Solche UnregelmaBigkeiten
erschweren konfokale Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen [103], da das Mikroskop bei groBeren
Flachen oft den Fokus verliert und die Aufnahmezeiten steigen. Dies kann zu einem Ausbleichen
der Farbstoffe und einer Verschlechterung der Bildqualitat fuhren. Die gewonnenen Héhenprofile
kénnten kulnftig genutzt werden, um die genaue Position der Strukturen im pCT-Datensatz
einfacher zu identifizieren und Relokalisationen effizienter durchzufuhren.

Zukunftig ist eine Optimierung der Farbung und Aufnahmeverfahren geplant. Wahrend konfokale
Mikroskope zwar die notige Auflosung liefern, sind sie durch lange Aufnahmezeiten (bis zu
2 Stunden/mm?) und mangelnde Probenhalterung fiir groBe Flachen ungeeignet [103]. In diesem
Zusammenhang wurde auch eine H&E-Farbung auf der Blockoberflache erfolgreich getestet, die
im Gegensatz zu fluoreszenten Markern Uber einen langeren Zeitraum stabil blieb. Daher wird
gepruft, ob konventionelle Farbungen wie H&E oder alternative Aufnahmetechniken - z. B. Slide
Scanner oder spezielle Mikroskope zur Erfassung ganzer FFPE-Blocke — in zuklunftige Workflows
integriert werden kdénnen.

4.4. uCT-Messungen mit  unterschiedlichen  Auflosungen
ermoglichen die Darstellung von histopathologisch relevanten
Strukturen (z.B. GefaBe) mit Phasenkontrast-uCT und
Synchrotron-Aufnahmen.

Zentrales Ziel von HORUS ist die Erganzung der konventionellen pathologischen Diagnostik durch
zerstorungsfreie, markierungs- und verzerrungsfreie dreidimensionale uCT-Bildgebung. Wahrend
klassische histologische Methoden auf zweidimensionale Schnitte beschrankt sind und dabei
elastische Verformungen und Gewebeschaden verursachen konnen [5], [9], ermoglicht die uCT
eine realitatsgetreue Darstellung der Gewebeproben im Raum.

Fur die Erfassung der FFPE-Blocke wurden verschiedene uCT-Verfahren getestet (s. Abbildung 9).
Dabei zeigte sich, dass die Phasenkontrast-uCT den besten Kompromiss zwischen Auflosung und
praktischem Arbeitsaufwand bietet. Im Vergleich dazu wies die Absorptions-uCT unzureichende
Auflésung und zu lange Scanzeiten auf, zumal die verwendeten Systeme des Fraunhofer EMI
primar fur Materialien und nicht fur biologische Proben ausgelegt sind [107], [108]. Zuklinftig
konnten speziell fur Gewebe entwickelte, niederenergetische uCT-Systeme eine weiter
verbesserte Integration in den pathologischen Workflow ermaéglichen [152], [153].
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Trotz der hohen Bildqualitdt von Synchrotron-basierten uCT-Daten, die fur das Training der
Machine-Learning-Modelle genutzt wurden, sind Synchrotrons aufgrund ihrer GréBe und
Infrastrukturanforderungen nicht far die klinische Routine geeignet. Perspektivisch kénnten
kompakte Phasenkontrast-uCT-Gerate fur Laborumgebungen diese Lucke schlieBen.

Die zusatzliche Integration von GefaBdaten (s. Abbildung 38) in HORUS erweitert das
diagnostische Spektrum erheblich. Die GefaBarchitektur beeinflusst Tumorwachstum und
Therapieansprechen entscheidend [154]. Tumorinduzierte Angiogenese, vermittelt Uber Faktoren
wie VEGF (vascular endothelial growth factor) [155], fordert die Versorgung des Tumors mit
Nahrstoffen, wahrend hypoxische Bedingungen Resistenzen gegenuber Strahlentherapien
beglnstigen [180]. Multiplex-Farbungen ermoglichten in HORUS erstmals die spezifische
Darstellung von GefaBmarkern wie VEGF, CD31 und CD34 [79], [80], [158] (s. Abbildung 39,
Abbildung 40). Mithilfe der entwickelten Ebenenfindung konnten diese Marker innerhalb der pCT-
Daten reidentifiziert und mit rAumlichen Informationen erganzt werden. Langfristig kbnnten diese
Erkenntnisse zur pradiktiven Einschatzung der GefaBdynamik und der Therapieansprechens
beitragen [158].

4.4.1. Der Ebenenvergleich der yCT-Daten demonstriert die
Signifikanz der raumlichen Komponente und den potenziellen
Nutzen ihrer Implementierung in der pathologischen
Diagnostik. Der Vergleich einzelner Ebenen zeigt, dass keine
eindeutige Vorhersage von Strukturen von Ebene zu Ebene
getatigt werden kann.

Einwesentlicher methodischer Fortschrittinnerhalb von HORUS bestand in der Entwicklung einer
modalitatstubergreifenden, verformbaren 2D-3D-Bildregistrierung. Um histopathologische und
molekulare Informationen exakt in die dreidimensionalen uCT-Daten zu Uberfuhren, wurde ein
spezifischer Algorithmus entwickelt, der auf der Approximation der LC2-Metrik mittels eines
kleinen CNN basiert [123], [124]. Dies ermoglichte eine robuste Initialisierung, die anschlieBend
durch ein Freiformverformungsmodell (FFD) und die Nutzung der lokalen normalisierten
Kreuzkorrelation (LNCC) verfeinert wurde [127].

Dieser hybride Ansatz, der klassische und ML-basierte Verfahren kombiniert, erlaubt eine prazise
Registrierung von histologischen Schnitten und Multiplex-Aufnahmen mit einer Genauigkeit von
bis zu 20 um (s. Abbildung 29, Abbildung 30). Dadurch wird es zuklnftig moglich sein,
immunologische (z.B. Zellinfiltrate) und histopathologische (z.B. Tumorheterogenitat)
Informationen direkt in den pCT-Datensatz einzubringen und fur erweiterte Diagnostik oder
weitere ML-Anwendungen zu nutzen.

Die methodische Weiterentwicklung konnte perspektivisch durch den Einsatz von Transformer-
Architekturen oder GANs erfolgen [159]. Insbesondere die Generalisierbarkeit auf weitere
Modalitaten und groBere Datensatze sowie eine systematische Vergleichsstudie mit bestehenden
Methoden bieten Ansatzpunkte fur zukunftige Arbeiten [130], [160], [163], [164].

HORUS positioniert sich in der wissenschaftlichen Literatur an der Schnittstelle zwischen
klassischen Verfahren der Bildverarbeitung und maschinellen Lernverfahren (ML). Die Methode
reiht sich ein zwischen traditionellen Verfahren [162] der Bildregistrierung und modernen ML-
gestutzten Ansatzen [130]. Aufgrund des Fokus der Bildregistrierung auf verformbare multimodale
Registrierung konnte HORUS eine Verbindung zu gegenwartigen Entwicklungen in der
synthetischen Daten- und Modalitatssynthese schaffen [163]. In zuklinftigen Forschungsarbeiten
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kénnte man sich durch die Bereitstellung von weiteren pCT-Bilddaten, sowie korrespondierenden
H&E-Schnitten auf die Weiterentwicklung von ML-gestiitzten Ahnlichkeitsmetriken, die
EinfUhrung dynamischer Deformationsmodelle sowie die Integration von UnsicherheitsmaBen
konzentrieren, um die Robustheit und die Anwendungsmoglichkeiten der Methode weiter zu
verbessern.

4.4.2. DasKI-Training anhand der manuell annotierten pCT-Daten
zeigt ein erstes erfolgreich trainiertes Modell. Vergleich
manueller Annotation gegen KI-Annotation und Ubertragung
von H&E-Annotationsdaten auf yCT-Datensatze. Die
Annotationsubertragung auf 2D-Flachen zeigte mit Dice-
Werten von 0,57 und 0,71 eine Genauigkeit, die zukunftig
Potenzial zur Verbesserung bietet.

Fur die Segmentierung histopathologischer Strukturen wurde eine U-Net-Architektur eingesetzt
[150], kombiniert mit einer Verlustfunktion aus Dice Loss und Kreuzentropie [121]. Die
Trainingsdaten wurden systematisch vorbereitet, wobei eine Reduktion der Auflosung auf 10,4 pm
und eine gezielte ROI-Auswahl zur Reduzierung von Rechenaufwand und Verbesserung der
Trainingsqualitat beitrugen. Die Anbindung der pCT-Daten an die histologischen Ebenen erfolgte
Uber den zuvor entwickelten Ebenenfindungsalgorithmus [2].

Insgesamt wurden 708 Trainings-, 94 Validierungs- und 101 Testebenen verwendet. Ein
signifikanter Ruckgang des Validierungsverlusts von 0,24 auf 0,08 nach 150 Epochen deutet auf
einen erfolgreichen Trainingsprozess hin. Dennoch ware die Erganzung weiterer
Evaluationsmetriken wie Prazision, Recall und Dice-Koeffizient zur differenzierteren Bewertung
der Segmentierungsleistung winschenswert.

Durch Annotationstbertragung konnten zudem Bereiche, die in uyCT aufgrund der begrenzten
Auflésung schwer erkennbar sind, effizient erganzt werden. Erste Versuche ergaben Dice-Scores
von 0,57 fur Tonsillen- und 0,71 fur Tumorgewebe [121], [27]. Die hohere Komplexitat des
lymphatischen Gewebes in Tonsillen erschwerte die Segmentierung. Um Overfitting zu vermeiden
und die Generalisierbarkeit zu verbessern, sollten kunftige Trainingsdatensatze vergroBert und
diversifiziert werden.

4.4.3. Der Vergleich der Volumenwerte manueller Annotation zur
Annotation durch kunstliche Intelligenz zeigt keine signifikanten
Unterschiede.

Ein Vergleich zwischen manuellen und Kl-gestutzten Annotationen zeigte, dass insbesondere
lymphatisches Gewebe und Keimzentren Herausforderungen fur die automatische
Segmentierung darstellen, wahrend verhorntes Tumorgewebe zuverlassig erkannt werden konnte
(s. Abbildung 32, Tabelle 26). Die Diskrepanzen lassen sich auf geringe Grauwertekontraste,
begrenzte Trainingsdaten und die Komplexitat der Gewebemorphologie zurlickfihren [164].

In Tumorproben zeigte die Kl eine nahezu vollstandige Ubereinstimmung mit der manuellen
Segmentierung fur verhorntes und nicht-verhorntes Tumorgewebe. Die abweichenden
Rontgendichten zwischen Tumor- und Normalgewebe erleichterten die Erkennung.
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Zukunftig sollten hybride Ansatze, die automatische Segmentierungen durch gezielte manuelle
Korrekturen erganzen, sowie multimodale Bildgebungsansatze zur Verbesserung der
Grenzenerkennung implementiert werden [2].

4.5. Annotationen sowie die deskriptive Statistik der
Annotationsdaten von Tonsillen- und Tumorproben.

Fur das Projekt HORUS wurden sowohl histologische Schnitte als auch pCT-Daten annotiert. Der
Fokus dieser Arbeit liegt auf den Annotationsdaten der pCT-Datensatze. Wahrend die 2D-H&E-
Schnitte zur Erkennung und Annotation von Tumorgewebe gefarbt wurden [5], erfolgt die
Annotation der 3D-Daten unter Verzicht auf Marker und nutzte ein trainiertes ML-Modell,
basierend auf radumlichen Informationen [2]. Diese Vorgehensweise ermoglicht eine
verzerrungsfreie Darstellung ohne zuséatzliche Farbeprozesse.

Die manuelle Annotation der FFPE-Blocke mittels Phasenkontrast-uCT ermaoglichte eine
differenzierte strukturelle und volumetrische Charakterisierung des Tonsillengewebes. Damit
konnten die Moglichkeiten der Phasenkontrast-puCT im Vergleich zu klassischen histologischen
Methoden systematisch bewertet und potenzielle diagnostische Anwendungen evaluiert werden.

4.5.1. Die Tonsillen weisen eine heterogene immunologische Struktur
auf.

Die in Tabelle 17 und Abbildung 16 dargestellten volumetrischen Daten zeigen deutliche
Unterschiede in der Gewebeverteilung zwischen den Proben. Diese Unterschiede sind vermutlich
auf biologische Heterogenitat, altersabhangige Veranderungen, Entzindungszustande oder
anatomische Varianten zurtckzufuhren.

Die Analyse der annotierten Gewebearten in den drei Proben zeigt signifikante Unterschiede in
der Zusammensetzung der Gewebevolumina, wobei insbesondere die Variabilitdt des
lymphatischen Gewebes und der Keimzentren zwischen den einzelnen Proben auffallig ist. Diese
Variabilitat konnte auf unterschiedliche immunologische Aktivitaten hindeuten.

Die Analyse der Gewebeanteile zeigte eine signifikante Variabilitat, insbesondere beim
lymphatischen Gewebe und den Keimzentren. In Probe 2022_26 (99,38 mm® Gesamtvolumen)
dominieren Bindegewebe (47,07 %) und Muskelgewebe (24,37 %), wahrend lymphatisches
Gewebe 18,98 % ausmacht. Der geringe Anteil an Keimzentren (1,24 %) deutet auf eine primar
zelluldre Immunantwort hin [22], [27].

Im Gegensatz dazu zeigt Probe 2022_02 (17,6 mm®) einen hohen Anteil lymphatischen Gewebes
(79,09 %), wovon 15,06 % auf Keimzentren entfallen. Dies spricht flr eine starkere humorale
Immunaktivitat [164]. Probe 2022_56 (29,42 mm®) wiederum weist mit 77,63 % vorwiegend
Bindegewebe auf, wahrend der Anteil an lymphatischem Gewebe (9,79 %) und Keimzentren (0,19
%) auBerst gering ist. Moglicherweise wurde hier nur der bindegewebige Randbereich der Tonsille
erfasst.

Zusatzlich lieferten die Oberflachendaten (s. Tabelle 18 und Abbildung 17) Hinweise auf die
strukturelle Heterogenitat der Proben. Lymphatisches Gewebe zeigte eine komplex gefaltete
Architektur, was sich in einem hohen Oberflachen-Volumen-Verhaltnis widerspiegelte,
charakteristisch fur die kryptenreiche Struktur der Tonsillen.
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4.5.2. Die Analyse von Kopf-Hals-Tumorproben ergibt Hinweise auf
das Vorhandensein von tumorassoziierten immunologischen
Strukturen.

Die Ubertragung der Annotationstechniken auf Kopf-Hals-Tumoren und korrespondierende
Lymphknotenmetastasen war ein nachster logischer Schritt, um die Anwendbarkeit der Methode
auf unterschiedliche Gewebetypen zu prifen. Die Auswahl der Marker wurde hierbei reduziert,
um spezifischere Trainingsdaten fur die KI-Modelle zu erhalten.

Besondere Bedeutung hatte die Differenzierung zwischen verhorntem und nicht-verhorntem
Tumorgewebe, da diese Varianten unterschiedliche prognostische Bedeutungen besitzen
konnten [165], [166]. Lymphatisches Gewebe wurde in zwei Tumorproben identifiziert: in Probe
2023_12_02 mit 5,12 % und in Probe 2023_02_01 mit 17,59 %. Ein hoher Anteil lymphatischen
Gewebes kann auf eine aktive Immunantwort hindeuten, wahrend niedrige Werte auf ein
»immunologisch kaltes“ Tumormikromilieu verweisen [167], [131].

Auch die BlutgefaBanalyse offenbarte Unterschiede zwischen den Proben: In Probe 2023_07_02
machten arterielle GefaBe 51,22 % des annotierten Volumens aus, wahrend in Probe 2023_02_01
venose GefaBe 17,28 % dominierten. Diese Verteilung unterstreicht die Bedeutung der
Tumorvaskularisierung fur Tumorwachstum und Metastasierung [155], [168]. Eine hohe
GefaBdichte korreliert mit einer aggressiven Tumorbiologie, wahrend ein niedriger GefaBanteil
Hypoxie und Therapieresistenz begunstigen konnte.

Oberflachendaten (s. Tabelle 20 und Abbildung 19) ergdnzen die volumetrische Analyse um
weitere Einsichten in die Gewebearchitektur. Beispielsweise wies das nicht-verhornte
Tumorgewebe eine hohe Oberflache relativzum Volumen auf, was auf ein infiltratives, aggressives
Wachstum hinweisen konnte.

Die Relation zwischen Oberflache und Volumen gibt Hinweise auf die Gewebekomplexitat: Hohe
Oberflachenanteile deuten auf verzweigte, irregulare Strukturen hin, wahrend kompakte Gewebe
geringere Oberflachen-Volumen-Verhaltnisse aufweisen. In einer Studie zum Glioblastom
wurden Tumoroberflachen und Tumorvolumina separat gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass
unregelmaBige Tumorrander und hohe Oberflachen-Volumen-Verhaltnisse mit einer komplexen
Gewebestruktur und ungunstiger Prognose einhergehen [169]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie legen nahe, dass eine prazise Volumetrie in anderen Untersuchungen die Hypothese
stutzt, dass groBe oder unregelmaBig geformte Tumorvolumina die zugrunde liegende
Heterogenitat widerspiegeln [170]. Die fur HORUS im Rahmen dieser Arbeit etablierten Verfahren
zeigen, dass sich die notwendigen Messdaten sehr gut in hoher Auflésung labelfrei aus FFPE-
Gewebe erheben lassen (Abbildung 16 - Abbildung 19). Es ist zu erkennen, dass sowohl Volumen
als auch Oberflache der vorhandenen Strukturen sowohl bei den Tumoren als auch bei den
Tonsillen Hinweise auf die Gewebekomplexitat geben. So hat bspw. von Krypten durchzogenes
Epithel eine groBere Oberflache als glattere Strukturen, wie z.B. Muskulatur.

Ein weiterer, systematischer Aspekt dieser Arbeit war die Reflexion Uber mogliche Fehlerquellen
bei der manuellen Annotation. Obwohl ROIs zur Fokussierung eingesetzt wurden, bleiben
subjektive Einflisse bestehen. Die Entwicklung automatisierter Segmentierungsverfahren ist
deshalb essenziell. Ein erster erfolgreicher Proof-of-Concept wurde bereits erreicht (s. Abbildung
31): Kiunftig konnte die Kl-basierte Annotation Patholog:innen bei der dreidimensionalen
Erkennung von Tumorgewebe im uCT-Datensatz unterstutzen [2].
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Ein limitierender Faktor war die geringe Anzahl der untersuchten Proben. Um belastbare
Aussagen zur Heterogenitat und Typologie von Tonsillen- und Kopf-Hals-Tumoren treffen zu
kénnen, sind zuklnftige Studien mit groBeren Probenkollektiven notwendig. Diese konnten dann
effizient und reproduzierbar mit KI-Unterstitzung annotiert werden.

4.6. Statistische Flachendaten einzelner 2D-Flachen extrahiert
aus dem pCT-Datensatz zeigen die Relevanz der raumlichen
Komponente und den moglichen Nutzen, diese in der
pathologischen Diagnostik zu etablieren

Die Untersuchung extrahierter 2D-Flachen aus den pCT-Daten zeigte, dass Strukturen zwischen
verschiedenen Ebenen erheblich variieren kdnnen. Ein optischer Vergleich belegt, dass von
einer Ebene nicht zuverlassig auf benachbarte Ebenen geschlossen werden kann (s. Abbildung
20, Abbildung 23). n der konventionellen Pathologie werden lediglich etwa 0,5 % einer Probe
untersucht [9]. Vor diesem Hintergrund erscheint die Erweiterung der Diagnostik um eine
rdumliche Komponente entlang der z-Achse sinnvoll, insbesondere zur Auswahl optimaler
Schnittebenen mittels Ebenenfindung (s. Abbildung 29).

4.6.1. Der Vergleich einzelner 2D-Flachen zeigt, dass aus einer Ebene
nicht auf die andere geschlossen werden kann

Die Analyse der Tonsillenproben bestatigte die hohe Variabilitat der Gewebestrukturen zwischen
den Ebenen (s. Abbildung 21, Abbildung 22). Wahrend einige Gewebearten, etwa Keimzentren
oder lymphatisches Gewebe, in einzelnen Proben signifikante Korrelationen zwischen
Schichttiefe und annotierter Flache zeigten, war in anderen Proben keine solche Korrelation
erkennbar. Die Ergebnisse weisen somit auf eine erhebliche strukturelle Heterogenitat hin.

Heatmaps und Scatterplots illustrieren diese Heterogenitat: In Probe 2022_02 wurde eine
signifikant negative Korrelation fur Keimzentren und lymphatisches Gewebe festgestellt. Auch
Muskelgewebe und Speicheldrusen zeigten signifikante Zusammenhange. Dennoch wiesen viele
Gewebearten keine konsistenten Trends auf, wie die Vielzahl nicht-signifikanter Ergebnisse in den
Heatmaps verdeutlicht.

Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit einer dreidimensionalen Analyse, da lokale
Trends nicht ohne Weiteres auf gesamte Gewebestrukturen oder andere Proben ubertragbar sind
[171]. Eine 3D-Betrachtung erlaubt es, die komplexe Architektur und funktionellen
Zusammenhange innerhalb des Gewebes besser zu erfassen. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Verteilung bestimmter Gewebearten wie Keimzentren und lymphatisches Gewebe nicht
zufallig ist, sondern funktionellen Mustern folgen konnte. Eine 3D-Rekonstruktion dieser
Strukturen konnte daher helfen, Immunaktivitat und Gewebedynamik besser zu verstehen [172].

BlutgefaBe spielen in diesem Kontext eine wichtige Rolle. Die raumliche Erfassung venoser und
arterieller GefaBe liefert wertvolle Informationen zur Durchblutungssituation des Gewebes [168].
Eine prazise dreidimensionale Darstellung konnte zukulinftig dazu beitragen, hypoxische Bereiche,
Tumorangiogenese sowie therapeutische Zielstrukturen zuverlassiger zu identifizieren.
Tumorassoziierte GefaBe konnen chaotische Wachstumsstrukturen aufweisen, die in einerreinen
2D-Analyse nicht vollstandig erfasst werden konnen.
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Die klassische histopathologische Diagnostik basiert Uberwiegend auf zweidimensionalen
Schnittpraparaten, wodurch potenziell wichtige Informationen Uber die raumliche
Gewebeorganisation verloren gehen. Die Integration dreidimensionaler Bildgebungsmethoden in
den diagnostischen Workflow bietet die Moglichkeit, die strukturelle Heterogenitat besser zu
erfassen [171]. Zudem konnten raumliche Daten zu einer besseren Analyse der Interaktionen
zwischen Tumorzellen, Immunzellen und vaskularen Strukturen beitragen und so die Entwicklung
neuer diagnostischer Marker und Therapieansatze unterstitzen.

Eine groBere Stichprobe kdnnte helfen, systematische Muster klarer herauszuarbeiten und den
Einfluss individueller Variationen besser zu quantifizieren. In Kombination mit 3D-Analysen
kénnte dies das Verstandnis der Tumorbiologie wesentlich verbessern und die Entwicklung
personalisierter Therapieansatze unterstltzen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit, die konventionelle,
zweidimensionale Diagnostik durch dreidimensionale Bildgebungsverfahren zu erganzen [2],
[171]. Eine solche Integration kdnnte nicht nur die Prazision der diagnhostischen Aussagen
verbessern, sondern auch neue Mdglichkeiten fur individualisierte Therapieentscheidungen
eroffnen.

4.7. Die annotierten Keimzentren zeigen eine mittlere
Kreisahnlichkeit von 0,92, was fur Keimzentren mit regularer
Kreisform spricht

Morphologie und Rundheit von Keimzentren konnen als diagnostische und prognostische
Merkmale dienen. Frihere Studien zeigten, dass die Unrundheit von Follikeln und Keimzentren
unter anderem ein Merkmal fur CVID darstellt [173] und zusatzlich mit begleitender
Autoimmunitat assoziiertist [173], [174].

Romberg et al. [174] differenzierten CVID-Patienten nach dem Vorliegen von Autoimmunitat und
identifizierten dabei histologische Kriterien: Bei autoimmunen Verlaufen traten vergroBerte,
unregelmaBig geformte Keimzentren auf, wahrend bei Patienten ohne Autoimmunitat die
Keimzentren kleiner und weniger deformiert waren. Zum Vergleich wurden Lymphknoten
immunologisch gesunder Personen nach bakterieller Stimulation untersucht — diese zeigten zwar
ebenfalls Hyperplasien, jedoch mit regelhafter Form. Die Unrundheit in Kombination mit
Hyperplasie kann laut Romberg et al. als Hinweis auf eine bestimmte CVID-Subgruppe gewertet
werden, was durch Daten von Unger et al. [173] gestltzt wird.

Die mittlere Flache von Keimzentren betragt etwa 0,36 mm?® [171], wobei Schnittlage und
Entwicklungsstadium die sichtbaren Zonenanteile stark beeinflussen kénnen [171], [175]. So
erscheinen kleinere Keimzentren teils Uberproportional von der hellen Zone dominiert.

In gesunden Tonsillen sind Keimzentren typischerweise rund, gut begrenzt und von einem Mantel
aus naiven B-Zellen umgeben [176]. Auch wenn quantitative Daten zur Rundheit in Tonsillen rar
sind, belegen morphometrische Studien hohe Circularity-Werte (ca. 0,8-0,9) bei gesunden
Keimzentren [172], [177]. Ueda et al. (2024) stellten in Tonsillen mit chronischer Tonsillitis groBere
Keimzentren als in pathologischen Fallen fest [178], was auf eine organisierte, runde Architektur
bei Reaktivitat schlieBen lasst.
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Bei HNSCC zeigen Lymphknoten und Tumorumgebung hingegen morphologische Abweichungen:
Keimzentren kdnnen zusammenflieBen, unregelmaBig oder oval erscheinen (,fused germinal
centers”) und zeigen reduzierte oder fehlende Mantelzonen [176]. Auch TLS im Tumorgewebe
enthalten teils ausgebildete Keimzentren, die jedoch kleiner und weniger rund sein kdnnen [179],
[180]. Studien belegen, dass TLS in HNSCC trotz abweichender Morphologie funktional aktiv sein
kénnen [179].

Morphometrische Auffalligkeiten gelten als diagnostische Marker, etwa bei CVID, wo Keimzentren
oft diffus, unklar begrenzt und ohne Mantelzone erscheinen [176]. Ahnlich deuten gelappte
Keimzentren bei bestimmten Infektionen (z. B. EBV, HIV) oder bei lymphatischen Neoplasien wie
dem angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphom auf pathologische Prozesse hin [176]. Auch
onkologisch kdnnen Formparameter wie Rundheit prognostisch relevant sein: In Lymphknoten
von Brustkrebspatientinnen korrelierte eine kompakte Keimzentrumsform mit fortgeschrittenen
Stadien, wahrend unregelmaBige Formen haufiger bei kleineren Primartumoren vorkamen - als
Ausdruck unterschiedlicher Immunreaktionen [176].

Zur Bestimmung der Rundheit werden digitale Bildanalysetools genutzt. Die Kreisdhnlichkeit —

47;:4 [149] - dient als MaB fur FormregelmaBigkeit (1 = perfekt rund) [179].
Programme wie Imagel), QuPath oder kommerzielle Systeme (z.B. HALO, Visiopharm)
ermoglichen die Segmentierung und automatische Auswertung histologischer Praparate [180],
[176], [181]. Neben Kreisahnlichkeit kdnnen weitere Parameter wie Feret-Durchmesser oder
Kompaktheitsindizes berechnet werden. Solche automatisierten Verfahren liefern
reproduzierbare morphometrische Daten und unterstutzen die Identifikation

krankheitsspezifischer Muster [176].

definiert als C =

In der vorliegenden Analyse (s. Abbildung 28, Tabelle 25) wurden drei Keimzentren anhand von
jeweils drei Schnittflachen (Ebenen) untersucht. Die berechneten Kreisahnlichkeitswerte reichen
dabeivon 0,867 bis 1,007, wobei ein Mittelwert von etwa 0,92 erreicht wurde.

Keimzentrum 1 zeigt eine insgesamt gute, wenngleich etwas variierende Kreisahnlichkeit.
Besonders in Ebene 2 fallt ein hoherer Wert auf, was auf eine naherungsweise runde Geometrie
in dieser Schnittebene hindeutet. Die etwas niedrigeren Werte in Ebene 1 und 3 konnten durch
leichte Asymmetrien oder eine periphere Schnittlage bedingt sein.

Keimzentrum 2 weist die hochste und zugleich gleichmaBigste Kreisahnlichkeit auf. Dies spricht
fur eine sehr kompakte, annahernd kugelférmige Struktur des Keimzentrums Uber alle Ebenen
hinweg und kann als typisches Beispiel flir ein gut organisiertes, funktionell aktives Keimzentrum
in gesunder Tonsillenstruktur gewertet werden.

Demgegenuber zeigt Keimzentrum 3 die niedrigste Kreisdhnlichkeit im Vergleich der drei
untersuchten Zentren. Die Werte liegen jedoch weiterhin im oberen Bereich der Skala und deuten
auf eine maBig ovale oder leichtirregulare Form hin. Dies kann biologisch vollig unbedenklich sein
und zum Beispiel auf ein sich entwickelndes oder reagierendes Keimzentrum hinweisen.

Im Vergleich zu bestehenden Literaturdaten liegen alle berechneten Werte im physiologisch
erwartbaren Bereich fur reaktive, gesunde lymphatische Strukturen. Studien zu Keimzentren
[171], [172], [176] in Lymphknoten und Tonsillen geben ublicherweise Werte = 0,85 als
charakteristisch fur runde, funktionstiichtige Keimzentren an, wahrend deutlich niedrigere Werte
eher im Kontext von pathologischen Veranderungen, wie z. B. bei Immundefekten oder
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Tumorassoziierten tertiaren Lymphstrukturen, zu finden sind. Die Ergebnisse dieser Analyse
bestatigen somit die strukturelle Integritdt und RegelmaBigkeit der untersuchten Keimzentren und
stellen eine solide morphometrische Referenzbasis fur kiinftige Vergleiche mit Tumorgewebe dar.

4.8. Klinische Daten aller untersuchten Tumorproben und
Vergleich der erkannten Gewebearten

4.8.1.  Die klinischen Daten zeigen in Verbindung mit den
Annotationsdaten keine signifikanten Aussagen, konnen jedoch
zukunftig Hinweise auf die Tumoranalyse geben

Die Tumorproben, die in HORUS mithilfe von pCT digitalisiert wurden, sind vor der Verwendung in
HORUS durch die klinische und konventionelle pathologische Diagnostik gelaufen (s. Tabelle 16).
Die Annotation der Kopf-Hals-Tumorproben mittels Synchrotron-Phasenkontrast-uCT und deren
Zuordnung zu klinischen Parametern erlaubt eine differenzierte Untersuchung der
Tumorheterogenitat. Hierbei wurden Volumina aller annotierten ROIs (n = 17) der relevanten
Gewebemarker (s. Tabelle 27) gemessen und in Beziehung zu HPV-Status, Grading,
Immuntherapie und klinischem Verlauf gesetzt. Es wurden Daten aus 5100 Annotationsebenen
verwendet. Die Untersuchung auf signifikante Zusammenhange wurde mit der Spearman-
Korrelation durchgefthrt [138].

Far HPV-Status, Grading, Erhalt einer Immuntherapie und Lebensstatus ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang, was der geringen Patientenzahl geschuldet ist.

Der HPV-Status von Patient:innen mit Kopf-Hals-Tumoren kann einen Aufschluss Uber die
Tumorart geben. Humane Papillomaviren (HPV) sind ein maBgeblicher Risikofaktor fur die
Entwicklung einer spezifischen Untergruppe von Kopf-Hals-Tumoren, insbesondere fur das
oropharyngeale Plattenepithelkarzinom (OPSCC) [43]. Obgleich klassische Risikofaktoren flr
Kopf-Hals-Tumoren wie Rauchen und Alkoholkonsum nach wie vor von Relevanz sind, zeigt sich
eine Zunahme von Fallen, deren Atiologie auf eine persistierende HPV-Infektion zuriickzufiihren
ist [35]. Diese Tumoren weisen charakteristische Merkmale auf, darunter eine Lokalisation im
Oropharynx, eine bessere Prognose als HPV-negative Tumoren sowie eine starkere Assoziation
mit Lymphknotenmetastasen [45]. HPV-positive Tumore sind oftmals mit nicht-verhornten
Tumorzellen assoziiert [182].

Inden Daten dieser Arbeit kann nur eine sehr schwache und nicht signifikante positive Korrelation
zwischen nicht-verhorntem Tumorgewebe und dem HPV-Status gezeigt werden. Nach Cohen's
Richtlinien [138] liegt der Wert unter der Schwelle von 0,10 fur eine schwache Korrelation, was
auf einen vernachlassigbaren Zusammenhang hindeutet. Die sehr schwache positive Korrelation
konnte zufallig sein, wie der hohe p-Wert (0,7510) nahelegt. Zukunftig sind gréBere Stichproben
notwendig, um signifikante Ergebnisse zu erhalten.

In dieser Arbeit zeigten Frauen einen signifikant geringeren Anteil an verhorntem Tumorgewebe
als Manner (s. Abbildung 35).

Es wurde bereits gezeigt, dass stark verhornende Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereichs haufiger bei Mannern diagnostiziert werden, wahrend Frauen tendenziell eine hohere
Pravalenz von schlecht differenzierten, nicht-verhornenden Plattenepithelkarzinome (PEK)
aufweisen [183], [184]. Eine mogliche Erklarung fur diesen Unterschied konnte in den
unterschiedlichen Expositionen gegenuber Risikofaktoren liegen. Der hauptatiologische Faktor
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fur PEKs im Kopf-Hals-Bereich ist der Tabak- und Alkoholkonsum, der mit einer starkeren
Differenzierung und Verhornung des Tumorgewebes in Verbindung gebracht wurde [35], [182].

4.8.2. Der Anteil von nicht-verhorntem Tumorgewebe und verhorntem
Tumorgewebe kann zukunftig Aufschluss uber Aggressivitat
geben und mitin die HORUS-Methode als Analysewert
einbezogen werden

Im Projekt konnten die Volumenanteile von verhorntem und nicht-verhorntem Gewebe
zuverlassig erhoben und konnten zukinftig potenziell zur Charakterisierung von Tumoren
herangezogen werden. Obwohl ein hoher Verhornungsgrad im Kopf-Hals-Bereich
klassischerweise mit einer schlechteren Prognose verbunden wird — etwa durch erschwerte
Penetration von Therapeutika oder eine erhohte Metastasierungsneigung [51], [170] - zeigen
Studien, dass schlecht differenzierte Tumoren mit geringem Verhornungsgrad haufig eine
gesteigerte Zellproliferation und Progressionsgeschwindigkeit aufweisen [186], [187]. Ein
niedriger Anteil verhornten Gewebes konnte demnach auf eine weniger differenzierte,
aggressivere Tumorbiologie hindeuten. HPV-abhangige Tumoren zeigen im Vergleich zu HPV-
unabhangigen Tumoren eine geringere Verhornung [166], wobei erstere gemaB der WHO-
Prognose eine glinstigere Uberlebensrate aufweisen. HPV-unabhéngige Tumoren treten haufiger
bei Rauchern und Alkoholikern auf [188]. Die Hohe des verhornten Gewebeanteils kdnnte somit
als zusatzlicher Parameter zur Einschatzung der Tumoraggressivitat und des klinischen Gradings
dienen.

Das Tumorgrading stellt in der onkologischen Praxis einen etablierten prognostischen Marker dar:
Schlechter differenzierte Tumoren gehen typischerweise mit einer unguinstigeren Prognose einher
[182],[189]. Das Verhaltnis von verhorntem zu nicht-verhorntem Gewebe konnte eine zusatzliche
Charakterisierungsebene bieten, die das klassische Grading erganzt. Besonders in Kombination
mit der TumorgroBe, einem weiteren wichtigen prognostischen Faktor, kdbnnten differenziertere
Aussagen uber die Tumorbiologie getroffen werden.

Um die prognostische Relevanz dieser Zusammenhange zu validieren, sind groBere
Kohortenstudien notwendig. Erganzende molekulare Analysen - beispielsweise die
Untersuchung von Proliferationsmarkern wie Ki-67 oder epithelial-mesenchymaler Transition
(EMT)-Markern — konnten helfen, die biologischen Grundlagen der beobachteten Korrelationen
besser zu verstehen.

4.9. Die Multiplex-Bildgebung erwies sich als sinnvolle Erganzung
der HORUS-Methode und kann zukunftig Aufschluss uber
Tumorimmunologie geben

Die Multiplex-Farbung kann nach vorausgehender, zerstorungsfreier PCT-basierter
Gewebedarstellung problemlos in den Workflow integriert werden. Mithilfe des Algorithmus zur
Ebenenfindung lassen sich immunologisch relevante Strukturen im pCT-Volumen zunachst
analysieren und gezielt fur histologische Schnitte extrahieren [63]. Exemplarisch wurden die Kopf-
Hals-Tumorprobe 2023_09_01 und die korrespondierende Lymphknotenmetastase 2023_09_02
untersucht (s. Abbildung 39, Abbildung 40).
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Diese Methode ermdglicht die Analyse verschiedener Zellpopulationen, darunter B-, T- und
Plasmazellen, Epithelien, Endothelien sowie Makrophagen und dendritische Zellen. Dabei
zeigten sich unterschiedliche Verteilungen innerhalb und auBerhalb des Tumors. Beispielsweise
waren FoxP3-positive T-Zellen innerhalb des Tumors vermehrt vorhanden, was auf eine lokale
Immunsuppression hinweist [75]. Die Marker CD31 und CD34, Indikatoren fur GefaBdichte, waren
im Tumorbereich geringer exprimiert als im umliegenden Gewebe, was auf eine schlechte
Durchblutung und madglicherweise auf Hypoxie hinweist [79], [80]. Pan-CK ermdglichte die
Lokalisierung des Tumorgewebes und die Evaluierung der Zellverteilung in Relation zum Tumor
[81], [82]. Die dreidimensionale Darstellung erlaubte zudem eine Betrachtung der
Tumormikroumgebung ober- und unterhalb der Schnittebene.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Multiplex-Farbung eine wertvolle Erweiterung innerhalb
der HORUS-Methode darstellt und in Kombination mit klinischen Daten zukutnftig wesentlich zur
Charakterisierung und Individualisierung der Diagnostik beitragen kann.
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5. Ausblick

Das Projekt HORUS (BMBF 13GWO057D) erganzt die konventionelle Pathologie um
zerstorungsfreie, dreidimensionale pCT-Analysen. Das Ziel besteht darin, die Untersuchung
bislang unzuganglicher Gewebestrukturen zu ermaéglichen, die Diagnostik zu individualisieren
und umfassender zu gestalten. Ein Kl-basierter Algorithmus identifiziert relevante Schnittebenen
fur molekulare Analysen, wie etwa Multiplex-Farbungen. Die Intention besteht darin, dass dies
zukunftig eine prazisere, auf den Patienten zugeschnittene Diagnostik unterstitzt.

Zur Optimierung der Identifikation histologischer Strukturen wurde ein Farbeverfahren entwickelt,
welches direkt auf der FFPE-Blockoberflache angewendet wird. In der Zukunft ist die Erprobung
alternativer Farbemethoden (beispielsweise H&E) sowie Aufnahmetechniken, wie etwa des Slide
Scanners, vorgesehen, mit dem Ziel, die Auflésung und Bildqualitat zu erhdhen.

Die Kombination von Multiplex-Farbungen mit uCT-Scans ermaoglicht die Erfassung zusatzlicher
Informationen Uber Immunzellinfiltrate und kdnnte zukunftig ein integraler Bestandteil der
HORUS-Methode werden. Dies ermdglicht eine molekulare Erweiterung des diagnostischen
Spektrums, die klinisch von Relevanz ist.

Die Analyse der Daten mittels eines Phasenkontrast-uCT-Systems hat sich als praktikabel far
zukunftige Workflows erwiesen. Mittels Farbungen und Annotationsubertragung wird eine prazise
Abbildung pathologischer Strukturen in den pCT-Daten ermoglicht.

Zur Optimierung der Orientierung im pCT-Datensatz ist die Einbeziehung von Oberflachenprofilen
der entparaffinierten Blockoberflachen vorgesehen. Die vorliegenden Hoéheninformationen
tragen zur exakten Zuordnung von Strukturen bei und kdnnten einen Beitrag zur Optimierung der
automatisierten Reidentifikation leisten.

Die Weiterentwicklung eines Algorithmus zur Ebenendetektion eroffnet neue Maoglichkeiten fur
schnittbasierte Analysen, wie beispielsweise MALDI. Die automatisierte Annotation durch Kl zeigt
bereits eine hohe Prazision bei der Analyse von Tumorgewebe. Zukinftige Arbeiten sollten groBere
Datenmengen einbeziehen, hybride Annotationsverfahren entwickeln und die klinische Relevanz
durch Korrelation mit Parametern wie Entzindungsmarkern vertiefen.

Fur die Bildsegmentierung wurde ein U-Net-Modell mit DiceLoss verwendet. Die Ergebnisse
bilden eine solide Grundlage fur weiterfUhrende Arbeiten, wie etwa den Vergleich mit anderen
Modellen, die Optimierung der Hyperparameter und die multimodale Segmentierung in anderen
Datensatzen.

Die Auswertung ergab eine hohe Prazision Kl-basierter Annotationen bei spezifischen
Gewebetypen. Um die Erkennungsrate weiter zu steigern, empfiehlt es sich, die Trainingsdaten
gezielt um schwer erkennbare Gewebearten zu erweitern und hybride Verfahren zu testen.
Langfristig kdnnte die Implementierung von KI-Systemen in die Pathologie zu einer Unterstlitzung
der Patholog:innen fuhren.

Die Kombination von uCT-Daten, histologischen Schnitten und klinischen Parametern erlaubt
eine tiefere Einordnung immuntherapeutischer Effekte — insbesondere bei der Behandlung von
Tumoren mit hoher Vaskularisierung. Die Analyse der vaskularen Dynamik birgt das Potenzial,
pradiktive Biomarker zu identifizieren und eine personalisierte Therapieoptimierung zu
ermoglichen. Zukunftig besteht die Moglichkeit, GefaBdaten in Echtzeit zu nutzen, um die
Wirksamkeit von Behandlungen zu bewerten und diese gezielt anzupassen.
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HORUS demonstriert die potenzielle Erweiterung der klassischen Pathologie durch den Einsatz
von uCT-Bildgebung, Kl-basierter Auswertung und molekularer Diagnostik. Die nachsten Schritte
umfassen groBere Studienkohorten, methodische Weiterentwicklungen und die Integration
klinischer Daten. Die Verbindung von Bilddaten mit molekularen und genetischen Profilen
eroffnet neue Perspektiven fur die personalisierte Medizin und die gezielte Krebstherapie.
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