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I. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung

8-9% aller Frauen erkranken im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs, womit dieser bei
Frauen eine der haufigsten Krebserkrankungen ist. Weltweit wird jahrlich bei Uber
einer Million Frauen neu Brustkrebs diagnostiziert, und nahezu 400 000 Frauen
sterben jedes Jahr an dieser Krankheit.

Untersuchungen haben gezeigt, dass bei rund 20-30% aller Brustkrebspatientinnen
ein HER 2(Human Epidermal growth factor Receptor 2)-positiver Tumor vorliegt. Bei
diesem Typ sind auf der Oberflache der Krebszellen erhohte Mengen des HER2-
Proteins vorhanden. Man spricht von einer ,HER2-Uberexpression“. Die Behandlung
mit  Herceptin, einem humanisierten HERZ2 Antikorper, verbessert die
Uberlebensdauer bei fortgeschrittenem (metastasierendem) Brustkrebs um ein
Drittel.

Die Diagnose eines HER2-positiven Tumors erfolgt auf Grund eines standardisierten
Scoring Algorithmus mit Hilfe der Immunohistochemie (IHC) und in-situ-
Hybridisierung (SISH/FISH) zur Genamplifikationsanalyse. Da trotz dieses Tests
mehr als 70% der HER2-positiven Frauen nicht auf eine Herceptin Behandlung
ansprechen, entstehen unnétige Kosten (mehr als 100 T€ pro Behandlung) und
Gesundheitsbeeintrachtigungen (infolge der Nebenwirkungen).

Eine Schwierigkeit dabei ist, dass die morphologische Identifikation des Tumors im
H&E-gefarbten Schnitt erfolgt, das Her2-Scoring aber im Her2neu-gefarbten Schnitt,
und nicht beide Schnitte gleichzeitig im Mikroskop betrachtet werden kdnnen.
Hierdurch ergibt sich das Problem des mangelnden Informationsaustausches
zwischen den einzelnen Farbungen, der besonders bei schwierig zu beurteilenden
Tumoren eine korrekte Diagnose erschwert.

Deshalb ist eine Zielsetzung des Projekts ,Histoquant Mamma*“ die Verbesserung der
Diagnosik durch eine detaillierte automatisierte Bildanalyse der Gewebeproben und
eine parallele Visualisierung der unterschiedlichen Schnitte. Der Algorithmus wird
nicht nur das HER2-Scoring fur eine molekulardiagnostisch basierte Therapie nutzen,
sondern auch andere immunhistologische Biomarker wie K67, ER (Estrogen
Receptor), und PR (Progesteron Receptor) auswerten.

Die automatisierte Quantifizierung und die neuartige Visualisierung wird eine
Kombination unterschiedlicher Farbeverfahren wie H&E, IHC, FISH oder SISH
erlauben. Der Prototyp wird auf Basis der Definiens Cognition Network Technologie
implementiert, die im Gegensatz zu pixel-basierten Verfahren eine robuste Messung
von morphometrischen und farbebezogenen Eigenschaften einzelner Zellen und
Zellbestandteilen erlaubt. Die aus den automatisch gewonnen Messgrolien
abgeleiteten Scores gestatten dem behandelnden Arzt eine umfassende und
objektive Grundlage zur Therapie-Empfehlung. Es wird eine grafische
Benutzeroberflache umgesetzt, die dem Pathologen einen moglichst breiten und
einfachen Zugang zu allen zur Diagnose relevanten Informationen bietet und eine
gleichzeitige Ansicht aller unterschiedlichen Schnitte eines Falles ermdglicht.

Zur Entwicklung und Validierung der Bildanalyse-Verfahren werden Gewebeschnitte
von 150 Patientinnen herangezogen.

Gemal dem Antrag wurden sechs Arbeitspakete definiert, die zusammen mit einer
Beschreibung der erzielten Ergebnisse unter Il. 1. aufgefuhrt sind.



2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Die Definiens Cognition Network Technology wurde vom Nobelpreistrager Prof. Gerd
Binnig und seinem Team seit 1996 entwickelt und stellt eine robuste Technologie zur
Lésung von Bildanalyseaufgaben dar. Die Technologie wird dazu eingesetzt,
kognitive Prozesse der menschlichen Wahrnehmung zu modellieren, um Obijekte,
wie z.B. Gewebe, Zellen oder Zellbestandteile, aus Bilddaten automatisiert zu
erkennen und zu quantifizieren. Sie ermdglicht die Erkennung unterschiedlicher
Gewebetypen wie beispielsweise Tumor versus Nicht-Tumor Gewebe, die
Erkennung und Kilassifikation von Zellen und deren Abgrenzung voneinander sowie
die Erkennung von Zellkomponenten wie Nukleus, Membran und Zytoplasma. Die
Analyse des H&E-Bildes gibt bestmdgliche Information zur Gewebe- und
Zellmorphologie, IHC/HER2 ermdglicht den Zugang zur Expression des
membranstandigen HER2-Proteins, IHC/ER, PR und KI67 Zugang zur Expression
der entsprechenden nuklearen Proteine und die in-situ-Hybridisierung (FISH/SISH)
erlaubt den Zugang zur Genamplifikation.

Fir die grafische Oberflache wird ein neuartiger Viewer entwickelt, der mittels
Koregistrierung der einzelnen Schnitte eines Falles eine parallele Ansicht
hochaufgeloster Regionen zum unmittelbaren Abgleich erlaubt.

Durch die Zusammenarbeit mit dem Unterauftraggeber Charité Berlin ist der Zugang
zu den Gewebeschnitten und zu pathologischem Fachwissen sichergestellt.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Der geplante Ablauf ist in Abb.1 dargestellt.
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Abb. 1: Zeitlicher Ablauf der einzelnen Arbeitspakete mit Angabe der erwarteten Aufwénde in
Personenmonaten

Arbeitspaket 6 (Validierung und Optimierung) enthielt als Unterpunkt die Annotation
aller Schnitte der 150 Patientenfalle durch 6 Pathologen. Dieses erforderte mehr Zeit
als angenommen, so dass im August 2012 ein Antrag auf Projektverlangerung um
zwei Monate gestellt und genehmigt wurde. Das Projekt endete daher mit dem
Arbeitspaket 6 am 30. November 2012.



4. Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die Definiens Cognition Network Technology stutzt sich auf folgende Patente:

1.
2.

3.

4.
5. Automatic Image Analysis And Quantification For Fluorescence In Situ

Method For Processing Data Structures, WO0145033

Method For The Processing Of Several Different Data Structures,
W00205198

Extracting Information From Input Data Using A Semantic Cognition Network,
W02004036337

Cognition Integrator And Language, W02006106152

Hybridization US2008137937

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Innerhalb des Projektzeitraums fanden unter Beteiligung von Mitarbeitern der
Definiens AG folgende projektbezogenen Treffen statt:

05.10.2010: Kick Off Meeting, Charité Berlin

18.04.2011: Arbeitstreffen, Charité Berlin

08.11.2011: Arbeitstreffen, Definiens AG, Minchen
25.10.2013: Validierungs-Workshop, Definiens AG, Munchen

Die Zusammenarbeit mit den Projektpartnern vom Institut fir Pathologie der Charité
gestaltete sich intensiv und produktiv und erlaubte eine pathologisch fachgerecht
angeleitete Auswertung der Bilder mittels der automatischen Bildanalysealgorithmen.



Il. Eingehende Darstellung

1. Arbeitspaket: Schnittstellen

Das erste Arbeitspaket umfasste die Erstellung von Schnittstellen zu den
erforderlichen Scannern fur Objekttrager mit Gewebeproben sowie die Anpassung
des Systems an das Patienteninformationssystem, um die Einbindung in den Alltag
des Pathologen zu optimieren:

Lesen von Aperio ScanScope Bild- und Metadaten

Lesen von 3Dhistech Bild- und Metadaten

Lesen von Leica Bild- und Metadaten

Lesen und Schreiben von Patientendaten und Scoring Ergebnissen in Roche
SWISSLAB (System der Charité)

BN =

Beim halbjahrlichen Arbeitstreffen bei der Definiens AG in Minchen am 8. November
2011 wurde festgestellt, dass die geplante Anbindung an das
Patienteninformationssystem der Charité derzeit noch nicht erfolgen kann, da die
Charité ihr System auf Nexus/Pathologie umstellen wird und das neue System noch
nicht installiert ist.

Im Anderungsantrag vom 28. November 2011 wurde dieser Punkt daher aus der
Vorhabenbeschreibung des Projektes entfernt, im kosten- und aufwandneutralen
Austausch gegen die Umsetzung der neuartigen Visualisierung der Koregisterierung
der verschiedenen Gewebeschnitte eines Falles. Auf diese wird im Punkt
Arbeitspaket 3 weiter eingangen.

Damit verblieben in diesem Arbeitspaket die Erstellung der genannten Schnittstellen
zum Lesen der Bilddaten, die bereits zu Anfang des Projektes, Ende 2010 umgesetzt
wurden.

Weiterhin wurde ein Software-Werkzeug zum Konvertieren der 3Dhistech-
Annotationen in das Aperio-Format umgesetzt, um die Annotationen der Pathologen
mdglichst einfach und schnell einlesen zu kénnen.

Eine Schnittstelle zum Lesen von Bilddaten im VMScope-Format wurde ebenfalls
entwickelt, da die Daten in diesem Format von der Charité zur Verfugung gestellt
wurden und diese zur Entwicklung der Bildanalysealgorithmen erforderlich waren.

2. Arbeitspaket: Gewebeschnitte und Qualitatssicherung

Zu Testzwecken wurden bereits zu Projektbeginn finf Bilddatensatze zur Verfligung
gestellt, die jeweils in sechs Farbungen vorlagen: H&E, Her2, ER, PR sowie die
Silber-in-situ-Hybridisierungen (SISH) flir Her2 und Chr17. Hier traten folgende
Bildartefakte auf, die wahrend der Qualitatskontrolle gefunden wurden:

e Risse und Faltungen im Gewebe
e Wassertropfen und Lufteinschlisse



e Farbtropfen und unregelmafige, bzw. ibermalige Farbungen und
Farbmarkierungen

e Unscharf eingescannte Regionen

o Artefakte beim Zusammensetzen von Bilddaten des Scanners
(Stichingartefakte)

e Kompressionsartefakte durch die JPG-Komprimierung des Bildformats

Bei der Auswahl der Falle fur den endgultigen Satz von Bildern wurde im Folgenden
darauf geachtet, dass vermeidbare Artefakte minimiert wurden, so wie dies auch in
der Routinediagnostik praktiziert wird. Hierzu zahlen insbesondere der Ausschluss
von Wasser- oder Farbtropfen, ungleichmalige Farbungen, Lufteinschlisse oder
grofl3e Faltungen im Gewebe.

Unvermeidbare Artefakte durch das Scannen oder Tuschemarkierungen der Tumore
mussen aber von der Software behandelt werden und durfen das Analyseergebnis
nicht beeinflussen.

Ebenfalls testweise wurden einige Falle mit einer Dual-iSH-Farbung angefarbt. Bei
diesem seit kurzen von der FDA zugelassenem Verfahren werden sowohl Her2 Gen,
als auch Chr17 auf einer einzigen Probe angefarbt. Das Her2 Gen erscheint als roter
Punkt, das Chr17 als schwarzer Punkt und der Zellkern durch Hamatoxylin-
Gegenfarbung als leicht blauliche Flache. Die Dual-iSH ist gut standardisiert und
dokumentiert, was eine automatische Analyse vereinfachen wuirde.

Wie sich jedoch im weiteren Projektverlauf herausstellte, ist die Dual-Farbung noch
schwierig im Labor anzuwenden und daher derzeit noch von schwankender Qualitat.
Es wurde daher beim Arbeitstreffen im November 2011 gemeinsam beschlossen, fur
das laufende Projekt mit der Ublichen und urspringlich geplanten SISH-Farbung zu
beginnen, wobei auf zwei separaten Schnitten die Amplifikation von HER2 und
CHR17 bestimmt wird.

Das Scannen der Objekttrager hat die Charité an die VMScope GmbH Ubertragen.
Um diesen Unterauftrag transparenter zu gestalten, wurden die Vertrage im April
2011 derart umgestaltet, dass auch die VMScope GmbH direkt von der Definiens AG
zum Scannen der Objekttrager beauftragt wurde.

Im Friihling 2011 begann die Ubergabe der Bilder fiir die tatsdchliche Auswertung
von der Charité an Definiens. Bis zum Herbst lagen insgesamt 110 Falle mit 594
Bildern vor. Die restlichen Bilder trafen im Fruhjahr 2012 ein.

3. Arbeitspaket: Entwicklung einer Grafischen Benutzerschnittstelle

Der erste Prototyp der grafischen Benutzeroberflache (GUI) wurde auf dem
Arbeitstreffen im November 2011 vorgestellt. Mit dieser kann der User sehr intuitiv
das gesamte Slide anschauen und die verschiedenen Farbungen und deren
Auswertungsergebnisse auch lokal pro Tumorregion vergleichen.

Verschiedene Regionen des Tumors reagieren unterschiedlich auf die Farbungen, so
dass der Pathologe hierdurch Informationen Uber das Verhalten und Heterogenitat
des Tumors ableiten kann. Fur diese befundungskritische Eigenschaft wurde die
Visualisierung der Koregistrierung der Farbungen eines Falles zusatzlich



aufgenommen, im Austausch gegen die im Arbeitspaket 1 erwahnte noch nicht zu
realisierende Anbindung an das Patienteninformationsystem (Anderungsantrag vom
28. November 2011).

Bei der Herstellung der verschiedenen Farbungen werden von dem in Paraffin
eingebetteten Tumor mit einem Mikrotom ca. 2-5um dicke Schnitte abgeschnitten,
auf dem Objekttrager aufgezogen und gefarbt. Im Idealfall erfolgen die Schnitte direkt
hintereinander, ohne dass dazwischen Schnitte verworfen werden mussen. Die dann
entstandenen Schnitte des Tumors ahneln einander in Lage und Verteilung, so dass
ein virtuelles ,Ubereinanderlegen® der Schnitte mdglich ist.

Durch die Dreidimensionalitdt des Tumors, sowie durch Verzerrungen,
Quetschungen, Spiegelungen oder auch Verdrehungen der Schnitte kann jedoch ein
genaues Zusammenpassen durch die Koregistrierung sehr schwierig werden. Die
Vorgehensweise besteht darin, dass zuerst ,Landmarken® in den Schnitten gefunden
und gesetzt werden. Dies sind auffallige und somit gut identifizierbare Orte im Tumor,
die bei allen Schnitten vorhanden sind. Da die Farbungen sich sehr in Farbton und
Helligkeit unterscheiden, koénnen ausschliesslich Formeigenschaften des
Tumorschnittes hierzu herangezogen werden. Falls mehrere Gewebeteile auf dem
Objekttrager vorhanden sind, muissen diese einander in den unterschiedlichen
Farbungen eindeutig zugeordnet werden. Sind die Landmarken gefunden und
gesetzt, wird mit Transformationsformeln das Gewebe zwischen den Marken so
verschoben, dass die Landmarken aller Schnitte exakt Ubereinander liegen.

Die Herausforderung besteht darin, Tumorteile einander zuzuordnen und gute
Landmarken zu finden, auch wenn Gewebeteile gefaltet oder verdreht sind oder
komplett fehlen.

Gerade bei Stanzbiopsien ist es oft sehr komplex, die jeweils zugehdrigen Stanzen
der einzelnen Farbungen zu identifizieren. Durch virtuelles ,Ubereinanderlegen®
einzelner Tumorteile wird anhand eines flachenmaRigen Uberlappungsanteils
entschieden, welche Teile am besten zueinander passen.

Der Schnitt einer Biopsie kann gegeniber den (Folge-)Schnitten mit anderen
Farbungen gedreht (siehe unten) oder auch gespiegelt auf dem Objekttrager
aufliegen, so dass nach der Detektion der Teile versuchsweise durch Drehung und
Spiegelung diejenigen mit dem gréRten gegenseitigen Uberlapp gefunden werden,
um eine eindeutige Zuordnung der einzelnen Teile zu gewahrleisten. Diese
Algorithmen-Entwicklung erfolgte ausserhalb des Projektrahmens durch die Definiens
AG.
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Abb 2: Beispiel einer Koregistrierung einer Stanzbiopsie: Oben die beiden zu registrierenden
Bilder: links Ki67, rechts Her2neu; unten jeweils der digitale overlap der beiden Teile der
Biopsie (gelb und orange: die Originale; griin: die gemeinsame Fléache)

Im nachsten Halbjahr wurde dann der Prototyp weiterentwickelt und vervollstandigt.
Eingebaut wurde die Mdglichkeit, verschiedene Falle zu verwalten (s. Abb. 3), dies
dient bereits als Platzhalter fur die tatsachliche geplante Anbindung an das
Patienteninformationssystem, die ja nicht mehr im Zeitrahmen des Projektes
fertiggestellt werden kann.

Da die vollautomatische Bildanalyse den gesamten Gewebeschnitt in einem
Hintergrundprozess im Anschluss an das Digitalisieren analysiert hat, steht dem
Anwender die Moglichkeit zur Verfugung, mit Hilfe der Bildanalyseergebnisse schnell
zu "interessanten" Stellen im Gewebeschnitt zu navigieren. Dazu wurde im GUI eine
Heatmap-Darstellung gewahlt, wo "Hotspots" in Falschfarbendarstellung gezeigt
werden. Ein Hotspot kann z.B. durch hohe Proteinexpression (Markerintensitat)
definiert sein, oder durch hohe Mitosenzahl im H&E-Schnitt.



Im Folgenden einige Screenshots der Oberflache:
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Abb 3. Fallauswahl: Beispielhafte Ubersicht mit Angabe der vorliegenden Férbungen und
diversen verwaltungsrelevanten Parametern.

Die Benutzeroberflache zur Evaluierung einzelner Gewebeschnitte zeigt eine
Ubersicht aller verfigbaren Farbungen, eine Ubersichtsansicht zum schnellen
Navigieren im Schnitt und eine grofRe Detailansicht des Bildes (s. Abb. 4).

EDN:

o i 044 -HE (RIRE, Aesection)
00

Abb 4. Ubersicht eines Falles: oben die sogenannte ,Multi-View*-Ansicht, in der der blau
markierte Bereich aus der Hauptansicht mit den verschiedenen Farbungen mittels der
Koregistrierung angezeigt wird. Der Anwender kann mit je einem Mausklick sehr bequem zu
den Ansichten der anderen Farbungen wechseln und diese zur Hauptansicht machen.
Rechts oben ist eine Ubersicht iiber das Gesamtbild dargestellt.

Ferner wurde die Koregistrierung der verschiedenen Farbungen eines Falles
fertiggestellt, so dass der Anwender Regionen des Tumors in unterschiedlichen
Farbungen gleichzeitig ansehen kann (s. Abb. 5). Falls die Registrierung nicht
optimal ist (durch die Dreidimensionalitdt des Tumors oder Schnittartefakte kénnen



die Schnitte erheblich voneinander abweichen), kann der Anwender noch manuell
korrigierend eingreifen, um hier eine optimale Registrierung sicherzustellen (s. Abb.
6).

Abb. 5. Parallele Ansicht iner Rion eines Tumrs in H&E und oben in weiteren
Farbungen. Erméglicht wird die Synchronisation der Ansichten durch die Koregistrierung der
Gewebeschnitte.
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Abb. 6. Es ist mogl/ch manuell eine n/cht opt/male Koreg/str/erung zu editieren.

Der Pathologe kann zu jedem kompletten Fall (s. Abb 7), zu jedem einzelnen Schnitt
oder innerhalb eines Schnittes (s. Abb. 8) Kommentare setzen. Mit Annotationen
innerhalb eines Schnittes lassen sich Regionen markieren, die zur Diagnose
herangezogen wurden oder andere Auffalligkeiten beinhalten. Dies erleichtert auch
den Wissensaustausch zwischen mehreren Pathologen.
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Abb. 7. Zu j'édéh Fall kénnen Kommentare angefligt werden, die spéter in einem Bericht
zusammengefasst werden.
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Abb. 8.: Interessante Regionn kénnen per Annotation markiert und mit einem Kommentar
versehen werden, so dass spéter besser nachvollziehbar ist, auf Grund welcher Regionen
die Diagnose festgelegt wurde.



4. Arbeitspaket: Entwicklung der Bildanalysealgorithmen
Nachfolgend sind die einzelnen Bildanalysealgorithmen aufgefuhrt

IHC Nucleimarker: ER, PR, Ki67

Fur die Nucleusmarker mussen ,negative” Kerne, d.h. Kerne, die nur mit Hamatoxilin
blau angefabrt sind und ,positive“ Kerne, die mit dem Chromogen Uber den
speziellen Antikorper fur das gesuchte Protein braun oder rot angefarbt wurden,
aufgefunden werden.

Die Methode fur die Detektion der blauen Kerne wird auch bei den Algorithmen flr
die anderen Farbungen bendtigt und war daher einer der ersten Analysen, die
fertiggestellt wurden.

Fur eine korrekte Auswertung der Nucleusmarkerbilder ist auch eine Selektion der
Kerne notwendig, denn nur Tumorkerne durfen ausgezahlt werden. Diese
Unterscheidung ist auch fur Pathologen in der IHC-Farbung nicht immer sicher
durchfuhrbar und wurde hier dementsprechend soweit moglich optimiert. Kerne, die
auf Grund ihrer GroRe, Form oder ihrer Nachbarschaft nicht einem typischen
Epithelkern entsprechen, werden ausgeschlossen.

Die Herangehensweise zur Detektion und Selektion der Kerne in der IHC-Farbung
wird in den Abb. 9 und 10 illustriert.

Abb. 9: Trennung des blauen und hier roten Farbkanals, die Kerne werden anschlieBend auf
Grund der Intensitét in den getrennten Kanélen detektiert.

Abb 10 L/nks d/e Detektlén al/er intensiven Reglonen Jrechts die Trennung in einzelne
Kerne und Selektion auf Tumorkerne.

Der Vergleich der Ergebnisse des Algorithmus mit den in der Validierungsphase
erfolgten Annotationen der finf Pathologen erfolgt beim Arbeitspaket 6.



IHC Her2neu Membranfarbung

Bei diesem Algorithmus werden zuerst die mit Hdmatoxylin-angefarbten Kerne zur
Kerndetektion aufgefunden. Im Anschlu® werden die Zellen identifiziert, die
Membranen erstellt und die Zellen auf Grund ihrer Membranfarbung (relativ in Bezug
auf die Zytoplasmafarbung) klassifiziert.

Abb 11: Membrandetektion und Klassifizierung:
Oben von links nach rechts: Originalbild — Detektion der Zellen im Tumorgebiet — Erstellung
der gefarbten Membran — Objekte zur Berechnung der lokalen relativen Intensitdtsgradienten
zwischen Membran und Zytoplasma der Zellen.

Unten von links nach rechts: erstellte Bildebene, die die Intensitédtssteigerung in der
Membran wiederspiegelt — Klassifikation der Membran auf Grund der erstellten Bildebene —
Ubersicht der Membranklassifikation der Tumorregion — Klassifikation der Zellen auf Grund
der Membranklassifikation (gelb: 1+, orange: 2+, rot: 3+)

Die Klassifizierung der einzelnen Zellen wird auf Grund der Membranfarbung
(Intensitat und Zirkumferenz) nach dem internationalem Standard der ASCO/CAP
durchgefuhrt. Hierdurch kdénnen einzelne Regionen ebenso mit einem Score —
beruhend auf den selektierten Zellen — versehen werden, wie der ganze Schnitt.

Die Analyse erwies sich als relativ robust gegenuber Artefakten, da die notwendige
aufwandige Detektion von Zellen und Membranen eine Fehlinterpretation von
Farbungsartefakten minimiert.

Schwieriger war die ursprunglich angedachte Unterscheidung in den invasiven und
nicht-invasiven Anteilen des Tumors. Dies konnte so nicht umgesetzt werden, da
nach Absprache mit den Pathologen diese Information nicht im Her2neu-gefarbten
Schnitt durchgangig vorhanden ist. Hierzu braucht auch ein Pathologe oft die H&E-
Farbung oder sogar eine zusatzliche p63-Farbung (IHC). Ausgewertet werden daher
von der Software alle gefarbten Tumor-Bereiche. Der Pathologe kann dann die
richtigen Bereiche auswahlen und sich den entsprechenden Score zur
Diagnoseunterstitzung ausgeben lassen.

Der Vergleich der Ergebnisse des Algorithmus mit den in der Validierungsphase
erfolgten Annotationen der funf Pathologen erfolgt beim Arbeitspaket 6.



H&E

Der H&E-Algorithmus lag bis zum Validierungsworkshop zum Projektende noch nicht
in der endgultigen Fassung vor, da die Schwierigkeit dieser Analyse auf Grund der
morphologischen Kriterien erheblich ist.

Dargestellt werden soll der Elston&Ellis-Score, der in der Routinediagnostik ein
Grading der Brusttumore erlaubt. Dieser setzt sich aus drei Einzelscores zusammen,
die im folgenden getrennt behandelt werden.

Im Algorithmus ist diesen eine Detektion der Zellkerne vorgeschaltet, deren
Klassifizierung eine weitgehende Trennung von Stroma- und Tumorbereichen
ermdglicht.

Mitosen:

Mitosen (Zellteilungen) werden ausgezahlt, um die Proliferationsrate des Tumors zu
beurteilen.

Wir haben sehr frihzeitig mit der Entwicklung des Algorithmus begonnen und drei
Pathologen um die Annotation kleiner Bildausschnitte gebeten, um eine gute
Ubersicht liber die Variabilitat zu bekommen. Das Ergebnis war eher erniichternd, da
es wenig bis kaum Ubereinstimmungen in den Annotationen gab:

Pathologe 1 |

208 |20

FPathologe 2

343

Pathologe 3

86

Abb. 12. Gesamtanzahl der von verschiedenen Pathologen festgestellten Mitosen
und Anzahl der mit den anderen Pathologen identischen annotierten Mitosen.

In Absprache mit den Pathologen der Charité entwickelten wir dementsprechend
einen Algorithmus, der sich auf die eindeutigen Mitosen konzentriert, so wie es in der
Leitlinie des Elston&Ellis-Scores empfohlen wird.

Hierzu werden potenzielle Mitosen im Gewebe detektiert und auf Grund ihrer Form
und Farbe als Mitosen Klassifiziert. Die unterschiedlichen Phanotypen der
verschiedenen Mitosephasen werden hierbei berucksichtigt.



Abb 13: Detektio.n verschiedener Mitosephasen

Kernmorphologie

Die Kerndetektion erfolgte ja schon zum Zwecke der Erkennung der Tumorregionen.
Um die Kernmorphologie zu beurteilen, wurden die Kerne anschlielRend auf Grund
ihrer Grolie und Heterogenitat der Hamatoxylin-Farbung weiter klassifiziert.

Kerne werden detektiert

Tubulibildung

Die Tubulibildung ist typisch fir das duktale Brustgewebe und nimmt mit
zunehmender Entdifferenzierung des Tumors ab. Hierzu werden Lumina
(,Leerraume®) mit umgebenen Epithelzellsdumen detektiert. Aus dem prozentualen
Anteil des Tumors, der noch Tubuli bildet, wird der entsprechende Score ermittelt.

Abb. 15. Links das Original, rechts die Klassifizierung: nicht-tubulibildender Tumor (lila) und
tubulibildener Tumor (pink)

Der Vergleich der Ergebnisse des Algorithmus mit den in der Validierungsphase
erfolgten Annotationen der flinf Pathologen erfolgt beim Arbeitspaket 6.



SISH

Die Analyse fur die SISH-Farbung erfolgt auf zwei Schnitten: Einmal ist das
Chromosom 17 mittels Silber angefarbt, einmal das Her2/neu-Gen. Ausgezahlt
werden die Silber-Signale pro Kern. Typischerweise hat jeder Zellkern (auch nicht-
Tumorkerne) jeweils zwei Signale, wobei naturlich durch die Dreidimensionalitat des
Zellkerns nicht immer alle zwei Signale angeschnitten wurden. In Fallen, bei denen
die Her2neu-Auswertung einen Score von 2+ ergeben hat, wird eine in-situ-
Hybridisierung (ISH) durchgeflhrt, um eindeutig eine Amplifikation des Gens
nachzuweisen. Fur einen positiven Befund mul} das Signal bei der Her2/neu-Gen-
Farbung mehr als zweimal soviel Signale ergeben, wie fur das Chromosom 17. Nur
dann ist das Gen Uberamplifiziert und die gezielte Therapie kann erfolgreich sein.

FUr die Auswertung werden nun die dunklen Signale in den bereits detektierten
Kernen segmentiert und ausgezahlt. Kerne, die zu dicht nebeneinander liegen, sollen
ausgeschlossen werden, da die Signale hier nicht eindeutig einem Kern zugeordnet
werden konnen. Eine Schwierigkeit hierbei war die zum Teil nicht ausreichende
Qualitat der Farbung.

Der Vergleich der Ergebnisse des Algorithmus mit den in der Validierungsphase
erfolgten Annotationen der finf Pathologen erfolgt beim Arbeitspaket 6.

5. Arbeitspaket: Entwicklung des Scoring-Verfahrens

Die Scores fur die verschiedenen Farbungen orientieren sich an der Leitlinie zur
Auswertung von Mammakarzinomen, um institutsiibergreifende Gultigkeit und hohe
Akzeptanz zu erreichen.

FUr die Kernfarbungen wird primar der Prozentsatz der positiv angefarbten Kerne
ermittelt. Da die exakte Prozentzahl auch vom selbem Pathologen nicht vdllig
reproduzierbar ist (,Intra-Observer Varianz), werden zum Abgleich mit den
Pathologenannotationen die Bilder anhand der erreichten Prozentzahlen der
positiven Kerne in Gruppen, sogenannte ,Bins* eingeteilt:

e Bin0:<1%

e Bin1:1-10%

e Bin 2:10-30%

e Bin 3: 30-100%
FUr eine Therapieentscheidung ist oftmals die Unterscheidung des Bin 0 von den
anderen Bins am wichtigsten, da z.B. eine Therapie mit Antiéstrogenen schon bei
geringster Ostrogenreaktion gegeben werden kann. Daher ist die Unterscheidung der
niedrigeren Reaktion besonders wichtig.



FiUr die Her2/neu-Auswertung werden die detektierten Zellen nach Membranfarbung
in 0, 1+, 2+ und 3+ klassifiziert. Hierzu wird der international gultige ASCO/CAP
Standard verwendet. Aufgrund der prozentualen Anteile der klassifizierten Zellen wird
der Gesamtscore fur den Schnitt errechnet. Eine Herceptin-Therapie wird nicht
verordnet bei den Scores 0 und 1 (therapeutisch equivalent), und immer bei Score
3+. Schnitte, die den Score 2+ erhalten, werden zusatzlich noch mit einer ISH
Farbung angefarbt, um den tatsachlichen Amplifizierungsgrad des Her2/neu-Gens
festzustellen (siehe SISH).

Bei der H&E-Farbung wird der Elston&Ellis-Score ermittelt. Dieser ergibt sich durch
Addition der Scores fur die Mitosendichte, die Kernmorphologie und die
Tubulibildung des Tumors. Tumore mit einer hoheren Summe ergeben einen
héheren Grad und gelten als aggressiver als Tumore mit einem niedrigeren Grad.

Die Anzahl der gefundenen Mitosen wird pro ,High-Power-Field“ gemessen, d.h. auf
eine festgelegte Flache des Gewebes bezogen und der entsprechende Score flr den
Elston&Ellis-Score wird nach einer vorgeschriebenen Tabelle abgeleitet.

Bei der Kernmorphologie wird der prozentuale Anteil an veranderten Kernen in einen
Score umgesetzt. Ebenso bei der Tubulibildung, hier ist der Score umso hoéher, je
weniger Tubuli gebildet werden.

Bei der Auswertung der SISH-Farbung werden die durchschnittlichen Silbersignale in
den Tumorkernen fur das Chromosom 17 und das Her2/neu-Gen ausgezahlt. Eine
tatsachliche Uberexprimierung ist erst bei mehr als 2-facher Anzahl der Signale beim
Her2/neu-Gen gegeben.

6. Arbeitspaket: Validierung und Optimierung

Zur Validierung der Ergebnisse wurde am 25. Oktober 2012 in Minchen ein
Workshop durchgefuhrt. Hierzu waren Pathologen geladen, die im Vorfeld dieses
Treffens alle Bilder annotierten. Durch diese Annotationen wurde eine
Vergleichsmoglichkeit geschaffen, anhand derer die automatische Auswertung
validiert wurde.

Folgende Mammakarzinom-Experten fuhrten die Annotationen durch:

PD Dr. Doris Mayr
Oberarztin und Privatdozentin am Pathologischen Institut der LMU Minchen
(Insitutsdirektor Prof. Dr. Thomas Kirchner)

Dr. Jérg Nahrig

Oberarzt am Institut fir Pathologie der TU Minchen

Referenzzentrum fir Mammadiagnostik im Rahmen des Dtsch. Mammographie-
Screenings

(Insitutsdirektor Prof. Dr. Heinz Hofler)

Dr. Rupert Langer
Oberarzt am Institut fur Pathologie der Universitat Bern
(Insitutsdirektor Prof. Dr. Aurel Perren)




Dr. Frederick Klauschen
Assistenzarzt am Institut fur Pathologie der Charité in Berlin
(Insitutsdirektor Prof. Dr. Manfred Dietel)

Dr. Barbara Ingold-Heppner
Assistenzarztin am Institut fir Pathologie der Charité in Berlin
(Insitutsdirektor Prof. Dr. Manfred Dietel)

Zur Validierung wurden fur die jeweiligen Farbungen zwei statistische Auswertungen
angefertigt: Zum einen die Varianz der Pathologen untereinander, die sogenannte
.inter-Observer-Varianz“. Diese gibt Aufschlul3 Uber die Schwankungsbreite der
Diagnosen. Erwartung an die Softwareauswertung ist, dass diese nicht mehr von den
Pathologen abweicht, als diese untereinander abweichen. Dieser Vergleich der
Pathologen und der Software stellt die zweite Auswertung dar. Hierzu wurde ein
Konsenswert der Pathologen ermittelt und die Abweichung der Pathologen und der
Software zu diesem Wert verglichen.

In den Vergleichen sind die Ergebnisse der Pathologen anonymisiert dargestelit.

Im Folgenden sind fur die einzelnen Farbungen die Auswertungen aufgefuhrt.

Kernfdarbungen ER, PR, Ki67

Bei den Kernfarbungen werden die ermittelten Prozentzahlen der positiv angefarbten
Kerne in vier Bins Ubersetzt, um die Vergleichbarkeit zu verbessern. Von der
Auswertung ausgeschlossen wurden die Falle, in denen von allen funf Pathologen
keine dre einen gleichen Bin erreichten. Bei den Ubrigen wurde der gemeinsame Bin
der Ubereinstimmenden mindestens drei Pathologen als Konsens angenommen. Fur
jeden Pathologen wurde nun ermittelt, bei wieviel Prozent der Falle er mit diesem
Konsens ubereinstimmt. Ebenso wurde dies fur die Auswertung der Software
ermittelt.

Je nach Farbung anderte sich die Verteilung der Bins des Konsens.

EBin3
mBin2
OBin1
@Bin0

Kie7 ER PR

Abb. 17: Vergleich der Bin-Verteilung bei den drei Kernfarbungen




Nachfolgend sind die Ergebnisse dieser Auswertung fur die drei Kernfarbungen
aufgefuhrt.

Bei Ki67 erreicht die Software einen Prozentsatz, der noch Uber dem eines
Pathologen (E) liegt. Insgesamt ist hier die Ubereinstimmung auch zwischen den
Pathologen nicht sehr hoch. Griinde sind zum einen, dass es bei Ki67 viele Falle
gibt, deren Prozentsatz unter 30% liegt und diese Farbung damit die grofite Varianz
an Bins aufzeigt (s. Abb. 17). Individuelle Abweichungen um 5% konnen hier leicht in
unterschiedlichen Bins resultieren. Weiterhin reagieren unterschiedliche Regionen
des Tumors oft unterschiedlich auf die Farbung, da die Proliferation meist am
Tumorrand hoher ist als im Tumorzentrum. Je nachdem, wie diese Heterogenitat von
den Pathologen ausgewertet wurde, kommen hier leicht unterschiedliche
Prozentzahlen zustande. Die Software mittelt grundsatzlich Uber den gesamten
Tumor. Es gibt derzeit noch keine Anweisung in den Leitlinien, dies anders zu
handhaben, obwohl die Pathologen das oft fur sinnvoller halten.

88.9%

79.5% 82.9% 81.2%

T T T T T
Aagrto2 Bagrto 2 Cagrto2 Dagrto2 E agrto 2 Sw

Abb. 18: Ki67: Prozentsatz der Ubereinstimmung mit dem Konsens fiir Pathologen und
Software

Fir ER liegt die Ubereinstimmung bei Giber 90%. Jedoch ist sie bei den Pathologen
noch hoher. In einem Groldteil der uns vorliegenden Falle ist die ER-Expression
entweder null oder knapp 100% (s. Abb. 17), so dass die hohe Ubereinstimmung
nicht Gberrascht. Die Falle, die der Software zur hohen Quote der Pathologen fehlt,
sind meist Falle mit 0% positiven Kernen, die aber Farbeartefakte aufweisen, die zu
Fehlinterpretationen fuhren.

100% ——96.9% 97.6% 96.9% 97.6% 97.6%
6% 97.6% 97.6

J0.9 /0 J0.970

91.7%

90% +— —— — — —

80%

70%

60% — —— — — —

50%

40%

30% +— —— — — —

20%
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Abb. 19: ER: Prozentsatz der Ubereinstimmung mit dem Konsens fiir Pathologen und
Software



Das Ergebnis fur PR ist noch nicht zufriedenstellend. Die Quote der Software liegt
hier unter der niedrigsten Pathologenquote. Sehr viele Falle wurden hier mit Bin O
klassifiziert (s. Abb. 17), dieser Bin ist am leichtesten fur die Software zu verfehlen:
Artefakte oder gesundes Gewebe kdnnen hier schnell eine Einteilung in den
nachsthoheren Bin verursachen, da schon wenige positive Kerne zum hoheren Bin
fuhren.

100%

90.0% 91.7% 90.8% 91.7%

80.8%

71.7%
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Abb. 20: PR: Prozentsatz der Ubereinstimmung mit dem Konsens fiir Pathologen und
Software

. o

Abb. 21: Ursachen fiir eine inkorrekte Analyse
Links: Gesundes Brustgewebe ist immer positiv fiir ER und PR.

Mittel: Artefakte kbnnen falsch positive Kerne vortduschen.

Rechts: Beim lobuldren Karzinom ist die Unterscheidung in Tumor-/Nichttumorzelle auch fiir
Pathologen nur schwer zu treffen

Bei der Her2neu-Annotation wurde jeder Fall mit einem Score zwischen 0 und 3+
bewertet. FUr die Therapie ist aber der Score 0 (keine Farbung) dem Score 1+
(wenig Farbung, Membranen nur teilweise angefarbt) gleichzusetzen, da beide dazu
fuhren, dass eine Therapie mit Herceptin nicht empfohlen wird. Da ein
unterschiedlich gesetzter Score hier eine andere — namlich nur marginale —
Bedeutung hat, als bei den hdheren Scores, werden flr die Auswertung alle
Annotation des Scores 0 auf Score 1 gesetzt. Es verbleiben damit noch drei zu
vergebene Scores, die jeweils eine unterschiedliche Bedeutung fur die Therapie
haben. Eine konsistente Vergabe ist demnach von hochster Wichtigkeit.



100% 7
90%
80%

- 26.1% B Alle einig

@ 4 einig

50% O FullHouse

[ 3 einig, 2 einzel
40% W 2x2 einig, 1 uneinig

33.3%

: Score 1 und 0 gleichgesetzt
Abb. 22: Unterschiede in der Her2/neu-Annotation der fiinf Pathologen: auch nach
Gleichsetzung von Score 0 und 1 gibt es in 15,9% der Félle eine Vergabe von allen drei

Scores fiir einen einzelnen Fall, dabei setzen in 9,4% keine drei Pathologen denselben
Score

Auffallend bei der Her2neu-Auswertung war der geringe Prozentsatz der
Ubereinstimmung der Scorevergabe. Dies kann zum einen an unterschiedlichen
Farbegewohnheiten liegen. So kdnnen Labore unterschiedlich intensiv farben, was
die Verteilung der Scores 2+ und 3+, deren Unterschied ausschliesslich auf der
Intensitat beruht, beeinflul3t. Ebenso wird von Pathologen bei Unsicherheit gerne der
Score 2+ vergeben, da dieser eine weitere ISH-Analyse nach sich zieht. Einige
Tumore zeigten sich auch schwierig bei der Diagnose. Da nur der invasive Anteil des
Tumors fur die Her2neu-Farbung ausgewertet werden soll, kann es zu
Abweichungen kommen, wenn dieser Anteil verschieden beurteilt wird. In dieser
Farbung ist es nicht durchweg eindeutig zu klaren, welche Anteile schon invasiv oder
noch ,in situ“ sind (letztere sind oft hoch positiv), sodass verschiedene Pathologen
hier zu unterschiedlichen Aussagen kommen kénnen.

82.0% 81.3%
a0% 76.3%

o 66.9% 66.2%
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Abb 23: Her2/neu: Prozentsatz der Ubereinstimmung mit dem Konsens fiir Pathologen und
Software

Die Auswertung der Software hatte ahnliche Probleme wie die Pathologen. Obwohl
wir damit sehr gut im Rahmen der Pathologenabweichung liegen, ist es unser Ziel die
Auswertung noch weiter zu verbessern.



Die Auswertung der SISH-Bilder war aufgrund der geringeren Bildanzahl erschwert.
Auch kam es bei der Annotation durch die Pathologen zu erheblichen Unterschieden
in der Bewertung. Ursprunglicher Sinn der Farbung ist es, eindeutig zu klaren, ob
eine Uberexpression des Her2neu-Gens vorliegt und damit ob eine Therapie
erfolgreich sein kann oder nicht.

100%
90%
80% 7

70% A .
@ 5 Pathologists
60% - O 4 Pathologists
B 3 Pathologists
50% | B 2 Pathologists
40% O 1 Pathologist
@ 0 Pathologists

30% 7
20%
10%

0%

Abb. 24: SISH: Anteil der Félle, die von mehr oder weniger Pathologen (bereinstimmend als
positiv bewertet wurden.

In unserem Vergleich der Annotationen gab es aber nur in knapp 60% der Falle eine
Ubereinstimmung aller Pathologen, dies vor allem in den negativen -
offensichtlicheren — Fallen. Die positiven Falle wurden von den Pathologen durchweg
sehr unterschiedlich bewertet, so dass es auch hier zu erheblichen
Therapieunterschieden kommen wirde. Dies liegt zum einen daran, dass in den
meisten Labors noch die aufwandige FISH(Fluoreszenz-ISH)-Farbung
standardmafig durchgeflhrt wird, die oft nicht vom diagnostizierenden Pathologen
ausgewertet wird. Die Erfahrung mit SISH ist demnach nicht sehr gro3. Zum anderen
wiesen einige der Bilder eine suboptimale Qualitdt der Farbung und Scannscharfe
auf, so dass Unscharfen zu Abweichungen fuhren konnen.

Da auf Grund der geringen Ubereinstimmung der Pathologen fiir die meisten Bilder
kein eindeutiger Konsens gesetzt werden konnte, wird der Abgleich mit den
Ergebnissen der Software als prozentuale Abweichung in Relation zur Anzahl der
positiv bewertenden Pathologen angesetzt (s. Abb. 25).

100%
90% -
80% -
70%
60% -

50% 42%

38% 40%
0% 9% 3% 29%
30% -
20%
10% -
0% T T T T T
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Abb. 25: Prozentuale Abweichung der Bewertung zur unterschiedlichen Abweichung der
Pathologen. Ein Wert von 0% wére eine véllig Ubereinstimmung mit dem Durchschnitt, ein
Wert von 100% bedeutet keinerlei Ubereinstimmung.



Hier zeigt sich, dass die Software sich zwar ahnlich verhalt wie die Pathologen,
jedoch die Abweichungen untereinander so grof3 sind (im Schnitt knapp 35%), dass
die Auswertung so kaum gewertet werden kann.

Fur den Vergleich der H&E-Analyse werden die drei Unterpunkte getrennt betrachtet,
da der finale Score eine reine Summe dieser Ergebnisse ist. Die durchschnittliche
Verteilung der Einzelscores im Vergleich des Pathologenkonsens mit den
Ergebnissen der Bildanalysealgorithmen ist bereits sehr vielversprechend.
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Abb. 26: Durchschnittliche Verteilung der Einzelscores des Pathologenkonsens und
Einzelscores der Software im Vergleich

Bei dem Vergleich der Scores fur die Kernmorphologie fallt die Software gegenuber
den Pathologen deutlich ab. Geplante Verbesserungen werden im Bereich der
Kerndetektion geschehen, sodass auch gerade die veranderten auffalligen Kerne
noch sicherer detektiert werden. Zum anderen wird die Chromatinverteilung in den
Zellkernen noch starker in die Beurteilung einflie3en, die sich bisher hauptsachlich
auf die ZellkerngroRe beschrankte.
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Abb. 27: Vergleich der Ubereinstimmung der Scores fiir die Kernmorphologie

Bei den Mitosen wurde ja bereits im AP 4 die auRRerst unterschiedliche Auswertung
der Pathologen dargelegt. Dieses spiegelt sich auch in der Varianz der Pathologen
wieder. Das Ergebnis der Software ist absolut gesehen nicht optimal, erreicht damit
aber eine héhere Ubereinstimmung zum Konsens als drei der Pathologen. Die
unterschiedliche Beurteilung erschwert die Entwicklung eines konsistenten
Algorithmus, zeigt aber auch dessen Notwendigkeit.
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Abb. 28: Vergleich der Ubereinstimmung der Scores fiir die Mitosenzéhlung

Auch zeigt das Ergebnis, dass die Entscheidung, nur die eindeutigen Mitosen zu
werten, soweit korrekt war. Die Pathologen A und D, die nur eine sehr geringe
Ubereinstimmung mit der Mehrheit haben, haben deutlich &fter Score 2 vergeben als
Score 1 (s. Abb 29), finden also mehr Mitosen. Hier werden die unterschiedlichen
Bewertungsarten — restriktiv und weniger restriktiv — deutlich. Die Leitlinie fordert
daher auch eindeutig den restriktiven Weg, um eine zu grole Streuung zu
vermeiden.
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Abb. 29: Verteilung des Scores fiir die Mitosendetektion der einzelnen Pathologen, der
Software und des Durchschnitts der Pathologen.

Bei der Tubulibildung zeigte sich, dass nur ein kleinerer Teil der Tumore in unserem
Bilderset Uberhaupt noch Tubuli ausbildeten (im Durchschnitt der Pathologen:
23,6%), so dass hier die Analyse nur auf einem geringeren Satz von Bildern trainiert
werden konnte. Der weitaus grofdte Teil der Karzinome unseres Satzes ist bereits
soweit entdifferenziert, das keine Tubulibildung mehr festgestellt werden kann. Das
Ergebnis der Software ist annahernd so gut wie das der Pathologen untereinander,
solite aber noch anhand zusatzlicher Bilder mit Karzinomen mit Tubulibildung
verbessert werden.
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Abb 30: Vergleich der Ubereinstimmung der Scores fiir die Tubulibildung

Fazit:

Die generelle Ubereinstimmung mit den Pathologen in den einzelnen Farbungen ist
bereits gut bis sehr gut. Jedoch muf} die Qualitat fur ein marktfahiges Produkt noch
verbessert werden, um zuverlassig innerhalb der Varianz der Pathologen zu liegen.
Insbesondere bei der H&E-Farbung sind noch Erweiterungen notwendig.

Visualisierung der Koregistrierung

Beim Validierungsworkshop in Munchen wurden auch die Bilder besprochen, die
eine derartige Schwankung in der diagnostischen Auswertung aufwiesen, dass sie
auf Grund des mangelnden Konsens aus dem Vergleich zur Software
ausgeschlossen werden mufdten. Mit einem Prototyp der neuen Visualisierungs-
Oberflache, die bereits die Koregistierung zeigte, wurden diese Bilder von den funf
Pathologen und zusatzlich noch von Prof. Dr. Manfred Dietel (Direktor des Instituts
fur Pathologie der Charité) in drei Teams begutachtet, um vor Ort einen Konsens zu
erreichen und die Schwierigkeiten bei den entsprechenden Bildern zu erortern.

Ein Beispiel ist der Fall 005 unserer Bilddaten in der Farbung ER. Hier liegt der
Tumor dicht unter der Haut und das Gewebe ist durch Artefakte derartig
unregelmafig, dass es fur die Pathologen sehr schwer war, den Tumor eindeutig zu
identifizieren. Jedoch ist es flr die Auszahlung der positiven Kerne sehr wichtig, die
negativ gefarbten — blauen — Kerne soweit zuzuordnen, dass ein Kkorrekter
Prozentsatz berechnet werden kann. Die funf Annotationen umfassten demnach
folgende Prozentzahlen: 5% — 20% — 70% — 80% — 90%. Dies ergibt einen
Durchschnitt von 53%, jedoch mit einer viel zu hohen Standardabweichung von 34%.
Die Software wertete das Bild mit 4% aus, was auf den ersten Blick nicht korrekt
erscheint.
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Abb 31: Fall 005, links in ER Farbung mit 34% Standardabweichung in der
Pathologenannotation, rechts in der H&E Fé&rbung, deren direkter Vergleich eine
konsistete Auswertung erlaubte



Bei der gemeinsamen Besprechung des Bildes offenbarte sich das Problem, dass
der Tumor hier nicht identifiziert werden kann. Mit unserem Prototypen konnten die
Pathologen jedoch in die relevante Region hineinzoomen und Uber die ,Multi-View"-
Ansicht direkt in die entsprechende Region des H&E-Schnittes schalten. Hier konnte
die Identifikation des Tumors erfolgen, so dass nun alle drei Teams ubereinstimmend
den Fall mit 5-10% positiver Kerne auswerteten. Hier liegt nun unsere Software sehr
gut im selbem Bin (1-10%) und die Qualitat der histopathologischen Diagnose konnte
eindrucksvoll gesteigert werden.

2. Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Gemall dem Finanzierungsplan des Projektantrags wurde das Projekt zu 50%
finanziert. Daflr wurde inklusive Reisekosten eine Zuwendung von 471.168€
beantragt.

Diese Zuwendung schlisselt sich auf in folgende Unterpunkte des
Finanzierungsantrags:

|. Punkt 0823: FE_Fremdleistungen

Unter diesen Punkt wurden 111.500€ fur Fremdleistungen der Charité Berlin
veranschlagt. Diese wurden fur das Aussuchen, Farben und die Qulitatssicherung
der 150 Brustkrebsfalle in 7 Farbungen sowie flir die standige begleitende Beratung
in medizinischen Fachfragen wahrend der Entwicklung verwendet. Ein weiterer Punkt
ist das Einscannen der Bilder, das von der VMScope GmbH durchgeflrt und mit
dieser abgerechnet wurde.

Hier wurden letztendlich tatsachlich 111.640,14€ verwendet.

[l. Punkt 0837: Personalkosten

Als Personalkosten wurden von der Definiens AG insgesamt 789.337€ berechnet. In
diesen Punkt fallen Projektleitung, Entwicklung der GUI und der Schnittstellen und
Entwicklung der Bildanalysealgorithmen und des Scoring Verfahrens. Dazu waren
bei Definiens ein C++-Softwareentwickler, ein Bildanalyse-Entwickler und ein
leitender Akademiker fur das Projekt zustandig. Zwischenzeitlich wurde die Arbeit auf
mehrere Entwickler verteilt, um in kurzerer Zeit zu dem gewtnschten Ergebnis zu
gelangen.

Hier wurden letztendlich tatsachlich 789.705,86€ verwendet.

[II Punkt 0850: sonstige unmittelbare Vorhabenkosten

Hierunter fallt der im Arbeitspaket 6 angesetze Validierungsworkshop mit den
Annotationen der 5 Pathologen. Urspringlich wurden hier 41.250€ genehmigt.

Im Antrag auf Entsperrung der Mittel fur den Workshop wurde der zu erwartende
Betrag nochmal auf 30.800€ gesenkt, da die Workshopdauer deutlich verkurzt wurde.
Im Rahmen des Workshops annotierten 5 Pathologen die vorliegenden Falle
unabhangig voneinander. Im Oktober 2012 fand ein gemeinsamer Workshop bei der
Definiens AG statt.

Die tatsachliche Abrechnung inklusive der Zeitaufwande der Pathologen,
Reisekosten und Spesen betrug 29.079,54€. Hier konnte also gegeniber dem
ursprunglichen Plan deutlich gespart werden.




3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Im Rahmen des Projektes wurde wahrend der Validierungsphase deutlich, dass die
Schwankungsbreite zwischen den diagnostizierenden Pathologen zum Teil erheblich
ist. Auch wenn unterschiedliche Laborbedingungen teilweise die Unterschiede
erklaren mogen, so sind die Schwankungen doch so grof3, dass die Gefahr, in
unterschiedlichen Laboren eine unterschiedliche Therapieempfehlung zu erhalten,
durchaus realistisch ist.

Diese Situation zeigt die Notwendigkeit, die histopathologische Diagnose auf
konsistente und objektive Grundlage zu stellen und den Pathologen derartig zu
unterstutzen, dass er seine Diagnose reproduzierbar und nachvollziehbar zum Wohle
des Patienten stellen kann.

Der im Projekt entwickelte Prototyp kann diese Unterstutzung leisten. Wie gezeigt
kann der direkte Vergleich von hochaufgelésten Regionen des Tumors in
unterschiedlichen Farbungen, insbesondere zur H&E-Farbung eine signifikante
Verbesserung der Auswertung und Diagnose des Falles bewirken. Durch die
automatische Analyse der Farbungen wird dem Pathologen zusatzlich eine objektive
Bewertung zur Verflgung gestellt, die er bei seiner Diagnosestellung und
Quantifizierung zu Rate ziehen kann.

4. Voraussichtlicher Nutzen

Auf Basis des im Rahmen dieses Projektes erstellten Prototyps wird derzeit in der
Definiens AG ein Produkt erstellt, dessen Ziel es sein wird, den Pathologen bei der
Erstellung einer konsistenten und reproduzierbaren Diagnose zu unterstutzen.
Dieses Produkt wird eine CE-Zertifizierung erhalten und wird vorraussichtlich Ende
2014 auf den Markt kommen.

Die Definiens AG hat bereits langjahrige Erfahrung auf dem Gebiet der
vollautomatischen Analyse von histopathologischen Schnitten in der Forschung. Mit
dem neuen Produkt kdnnen in der taglichen Routinediagnostik neue Standards zur
Erstellung der Diagnose von Karzinomen gesetzt werden.

5. Wahrend der Durchfuhrung des Vorhabens bekannt gewordener Fortschritt
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Verlauf des Projekts wurden auch von anderen Unternehmen im Bereich Digitale
Pathologie Losungen zur automatisierten Auswertung von H&E, ER, PR und
Her2neu entwickelt. Diese Ldsungen beziehen sich allerdings immer auf von
Pathologen vorannotierte Bereiche, was dem Aspekt der Standardisierung und
Objektivierung der Befundung nicht gerecht wird. Der im Projekt entwickelte Prototyp
mit der vollautomatischen Befundung ganzer Gewebeschnitte und der koregistrierten
Visualisierung mehrerer Schnitte eines Falls ist das Alleinstellungsmerkmal von
Definiens.

6. Veroffentlichungen
Folgende Publikationen von Mitarbeitern der Definiens AG als Hauptautor wurden
angefertigt:

e Prasentation des Projektstatus auf der 3. Fachtagung des BMBF zur
Fordermalinahme "KMU-innovativ: IKT" am 17. und 18. September 2012 in
Dresden.
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