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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah- s
ren zur rechnergestitzten Analyse eines oder mehrerer Ge-
webeschnitte (Tl) des menschlichen oder tierischen Kor-
pers zur Praparation eines digitalen Farbetests, wobei in
dem digitalen Farbetest rechnergestitzt in einem geteste-
ten Gewebeschnitt (T1") Gewebebereiche bestimmt werden,
die ein vorbestimmtes Krankheitsbild aufweisen. Im Rahmen /' S2
des Verfahrens werden rdumlich aufgeléste Hyperspektral- BS,, BS,, ..., BS;

daten und insbesondere Massenspektrometriedaten flir eine
Vielzahl von Messpositionen (x) verarbeitet. Dabei werden
aus den Hyperspektraldaten mittels einer Methode zur Be-
stimmung von Basisvektoren mehrere Basisspektren (BS,,
BS,, ..., BS5) bestimmt, die mit den Hyperspektraldaten kor-
reliert werden, wodurch fiir jede Messposition (x) eine Mehr- S3
zahl von Korrelationswerten (Py) fur jeweilige Basisspektren /
(BS4, BS,, ..., BSg) erhalten wird. Anschlieend wird mittels
eines Regressionsverfahrens ein Regressionsmodell (RM)
bestimmt, welches eine Maske (Mj) des oder der Gewebe-
schnitte, in der krankhafte Gewebebereiche markiert sind,
basierend auf den ermittelten Korrelationswerten beschreibt.
Das Regressionsmodell (RM) und die Basisspektren (BSy,
BS,, ..., BS;), die im Rahmen des Verfahrens gewonnen S4
werden, kdnnen anschliefend zur Durchfihrung des digita- RM, ¥,6,Py=M; /

len Farbetests genutzt werden.

Pyu=<Sy BS>
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur rech-
nergestitzten Analyse eines oder mehrerer Gewebe-
schnitte des menschlichen oder tierischen Koérpers
sowie ein Verfahren zur rechnergestiitzten Durchfiih-
rung eines digitalen Farbetests.

[0002] In der klassischen Pathologie werden Ge-
webeproben mit dem Ziel der Diagnostik bzw. Pro-
gnose bestimmter medizinischer Indikationen analy-
siert. Dazu werden mittels biochemischer Verfahren
Gewebeschnitte bearbeitet, wie z.B. mittels HE-Far-
bung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung), immunhistoche-
mischen Farbetests (auch als IHC-Tests abgekirzt)
oder molekularen Testverfahren. Mit diesen Verfah-
ren wird krankhaftes Gewebe in dem Gewebeschnitt
markiert, so dass die visuelle Inspektion und die Dia-
gnostik unterstitzt werden. Beispielsweise werden
im Rahmen von IHC-Tests Antikérper zur visuellen
Markierung von Biomarkern, die fiir bestimmte Krank-
heitsbilder spezifisch sind, auf einem Gewebeschnitt
aufgebracht.

[0003] Aus dem Stand der Technik sind ferner mas-
senspektrometrische Methoden zur Identifikation von
veranderten Gewebestrukturen bekannt. Haufig wer-
den hierzu bildgebende Verfahren der Massenspek-
trometrie, z.B. DESI oder MALDI, eingesetzt. Dabei
wird fur jeden Bildpunkt eines Gewebeschnitts ein
volles Spektrum von Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis-
sen im Bereich von wenigen 100 bis ca. 10 kDa er-
fasst. Man erhalt somit ein Massenspektrum, das je-
weils eine raumliche Koordinate und eine spektrale
Masse-zu-Ladungs-Koordinate aufweist. Aus diesen
massenspektrometrischen Daten lassen sich bis da-
to die darin enthaltenen Informationen nicht derart
extrahieren, dass die massenspektrometrische Ana-
lyse herkbmmliche histologische Farbetest ersetzen
kann.

[0004] Aufgabe der Erfindung ist es, die aus einem
oder mehreren Gewebeschnitten gewonnenen Hy-
perspektraldaten derart zu analysieren, dass diese
Daten zur Durchfiihrung von digitalen bzw. rechner-
gestitzten Farbetests genutzt werden kdnnen. Fer-
ner ist es Aufgabe der Erfindung ein Verfahren zur
Durchfihrung eines digitalen Farbetests zu schaffen.

[0005] Diese Aufgabe wird durch das Verfahren ge-
maf Patentanspruch 1 bzw. Patentanspruch 10 bzw.
die Vorrichtung gemaR Patentanspruch 13 bzw. Pa-
tentanspruch 14 geldst. Weiterbildungen der Erfin-
dung sind in den abhangigen Anspriichen definiert.

[0006] Das erfindungsgemalie Verfahren dient zur
rechnergestitzten Analyse eines oder mehrerer Ge-
webeschnitte des menschlichen oder tierischen Kér-
pers. Ein jeweiliger Gewebeschnitt wurde mittels Bi-
opsie aus dem Koérper entnommen und wird aulier-
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halb des Kdrpers bearbeitet, ohne dass das entnom-
mene Gewebe dem Korper zuriickgefihrt wird. Der
Begriff des Gewebeschnitts ist hier und im Folgen-
den weit zu verstehen. Ein Gewebeschnitt kann ins-
besondere auch ein Tissue-Microarray darstellen, bei
dem eine Vielzahl von Gewebeproben (sog. Tissue-
Cores), die vorzugsweise von unterschiedlichen Pati-
enten stammen, auf einem Probentrager aufgebracht
sind. Mittels der erfindungsgemafien Analyse wird
ein digitaler Farbetest prapariert bzw. vorbereitet, bei
dem rechnergestitzt in einem getesteten Gewebe-
schnitt Gewebebereiche bestimmt werden, die ein
vorbestimmtes Krankheitsbild aufweisen.

[0007] Im Folgenden werden die einzelnen Merkma-
le des Verfahrens anhand der Schritte a) bis e) erlau-
tert. Diese Schritte dienen lediglich zur besseren Re-
ferenzierung der Merkmale des Verfahrens und mit
ihnen ist nicht zwangslaufig eine zeitliche Reihenfol-
ge der Durchfiihrung der Schritte korreliert.

[0008] In einem Schritt a) werden raumlich aufge-
I6ste (digitale) Hyperspektraldaten von einem oder
mehreren vorbestimmten zu analysierenden Gewe-
beschnitten eingelesen, wobei der oder die Gewe-
beschnitte Gewebebereiche mit einem vorbestimm-
ten Krankheitsbild aufweisen. Die Hyperspektralda-
ten enthalten fiir eine Vielzahl von raumlichen (insbe-
sondere zweidimensionalen) Messpositionen in dem
oder den vorbestimmten Gewebeschnitten jeweilige
Spektren, wobei ein jeweiliges Spektrum die Zusam-
mensetzung des oder der vorbestimmten Gewebe-
schnitte an einer Messposition in der Form eines Vek-
tors aus Intensitatswerten fiir eine Vielzahl von Ka-
nalen reprasentiert, wobei ein Intensitatswert eine fir
den entsprechenden Kanal detektierte physikalische
GroRe ist.

[0009] Im Falle der Analyse mehrerer vorbestimm-
ter Gewebeschnitte sind die Messpositionen Uber die
Gewebeschnitte hinweg unterscheidbar. Mit ande-
ren Worten entspricht in diesem Fall die Gesamt-
anzahl der Messpositionen der Summe von allen in
den Gewebeschnitten enthaltenen Messpositionen,
selbst wenn Messpositionen in unterschiedlichen Ge-
webeschnitten die gleichen radumlichen Koordinaten
aufweisen. Zur Unterscheidung von Messpositionen
aus unterschiedlichen Gewebeschnitten kann ein In-
dex verwendet werden, welcher den jeweiligen Ge-
webeschnitt spezifiziert. Die Gewebeschnitte stam-
men vorzugsweise von unterschiedlichen Patienten
(d.h. unterschiedlichen Menschen oder Tieren). In ei-
ner bevorzugten Variante der Erfindung werden mit
dem erfindungsgemafRen Verfahren zwischen 50 und
100 Gewebeschnitte analysiert. Je grof3er die Anzahl
der Gewebeschnitte ist, desto verlasslicher ist der di-
gitale Farbetest, der basierend auf den Ergebnissen
des Analyseverfahrens durchgefuhrt wird.
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[0010] Die obigen digitalen Hyperspektraldaten kén-
nen vorab erfasst worden sein und in einem digita-
len Speicher hinterlegt sein, aus dem sie in Schritt a)
ausgelesen werden. Nichtsdestotrotz kann das erfin-
dungsgemalie Verfahren auch den Schritt der Erfas-
sung der Hyperspektraldaten mittels eines geeigne-
ten Spektrometers beinhalten.

[0011] Vorzugsweise handelt es sich bei den Hyper-
spektraldaten um Massenspektrometriedaten, ins-
besondere sog. MALDI-Massenspektrometriedaten
(MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizati-
on). Bei Massenspektrometriedaten sind die Kanale
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse und die fiir den ent-
sprechenden Kanal detektierte physikalische GréRRe
reprasentiert die Anzahl der fir das entsprechende
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis detektierten Molekiile.
Nichtsdestotrotz kdnnen die Hyperspektraldaten ggdf.
auch anderen Daten darstellen, wie z.B. aus der Ra-
man-Spektroskopie gewonnene Daten. Im Falle der
Raman-Spektroskopie stellen die Kanale Frequen-
zen von an der Gewebeprobe reflektiertem bzw. ge-
streutem Licht dar und die physikalische GréRe ist die
Intensitat dieses reflektierten bzw. gestreuten Lichts.

[0012] In einem Schritt b) des erfindungsgemalien
Verfahrens wird eine (digitale) Maske des oder der
vorbestimmten Gewebeschnitte eingelesen, welche
fir die Vielzahl von Messpositionen jeweilige Skalen-
werte enthalt, wobei Bereiche des oder der vorbe-
stimmten Gewebeschnitte mit gegeniiber dem rest-
lichen Bereich des oder der Gewebeschnitte abwei-
chenden (z.B. erhdhten) Skalenwerten Gewebebe-
reiche mit dem vorbestimmten Krankheitsbild sind.
Die digitale Maske kann aus einem herkdmmlichen
histologischen Farbetest und insbesondere einem
immunhistochemischen Farbetest des oder der zu
analysierenden Gewebeschnitte gewonnen sein. Im
Falle der Analyse von mehreren Gewebeschnitten
umfasst die Maske jeweilige Teilmasken fiir jeden
Gewebeschnitt. Die Messpositionen in den Teilmas-
ken korrelieren mit entsprechenden Messpositionen
in den jeweiligen Gewebeschnitten. Wie oben er-
wahnt, sind die Messpositionen dabei Uber die Ge-
webeschnitte und damit auch Uber die Teilmasken
hinweg unterscheidbar. Die digitale Maske ist in der
Regel vorab in einem digitalen Speicher hinterlegt,
aus dem die Daten in der Form der entsprechenden
Skalenwerte ausgelesen werden. Je nach Ausgestal-
tung kénnen die Skalenwerte aus einem diskreten
oder kontinuierlichen Wertebereich stammen. Gege-
benenfalls kdnnen die Skalenwerte auch nur die Wer-
te 0 und 1 annehmen, wobei der Wert 0 fir einen
Gewebebereich ohne Krankheitsbild und der Wert 1
fir einen Gewebebereich mit Krankheitsbild oder um-
gekehrt steht.

[0013] In einem Schritt ¢) des erfindungsgemalen
Verfahrens werden mittels einer Methode zur Bestim-
mung von Basisvektoren mehrere Basisspektren im
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Raum der Vektoren der Hyperspektraldaten oder in
einem Raum von abgeleiteten Vektoren ermittelt. Da-
bei werden die abgeleiteten Vektoren aus den Hy-
perspektraldaten fiir jede Messposition berechnet.
Spezielle Varianten der Berechnung der abgeleite-
ten Vektoren werden weiter unten bzw. in Anspruch
3 beschrieben. Die Basisspektren stellen die Basis-
vektoren dar. Die Anzahl der Basisspektren liegt vor-
zugsweise zwischen 5 und 12. Unter einer Metho-
de zur Bestimmung von Basisvektoren ist ein Ver-
fahren zu verstehen, welches Basisvektoren derart
bestimmt, dass die Vektoren der Hyperspektraldaten
bzw. die abgeleiteten Vektoren durch Kombinationen
(insbesondere Linearkombinationen) der Basisvekto-
ren darstellbar sind. Bevorzugte Varianten von Me-
thoden zur Bestimmung von Basisvektoren werden
weiter unten genannt.

[0014] In einem Schritt d) des erfindungsgemalien
Verfahrens werden die Basisspektren mit den Vek-
toren der Hyperspektraldaten oder den abgeleiteten
Vektoren an jeder Messposition korreliert, wodurch
fir jede Messposition eine Mehrzahl von Korrelati-
onswerten fiir jeweilige Basisspektren erhalten wird.
Es existiert somit fir jede Messposition und jedes Ba-
sisspektrum ein Korrelationswert. Verfahren zur Kor-
relation von Vektoren sind hinlanglich bekannt. Vor-
zugsweise ist der Korrelationswert das Skalarprodukt
zwischen normierten Vektoren, d.h. zwischen Vek-
toren, die jeweils mit dem Kehrwert ihres Betrags
multipliziert werden. Der Korrelationswert liegt in die-
sem Fall zwischen —1 und 1. Gegebenenfalls kann
der Korrelationswert auch der Betrag des Skalarpro-
dukts sein. In diesem Fall liegt der Korrelationswert
zwischen 0 und 1 und kann als Ahnlichkeitsmal zwi-
schen den Vektoren interpretiert werden, wobei die
Vektoren umso ahnlicher sind, je groRer der Korrela-
tionswert ist.

[0015] In einem Schritt e) wird schlieBlich mittels ei-
nes Regressionsverfahrens ein Regressionsmodell
(d.h. entsprechende Parameter des Regressionsmo-
dells) bestimmt. Das Regressionsmodell beschreibt
die Maske basierend auf der Mehrzahl von Kor-
relationswerten fir die jeweiligen Messpositionen.
Das Regressionsmodell mit seinen Parametern und
die Basisvektoren werden schlieBlich fiir die spatere
Durchfihrung des digitalen Farbetests digital gespei-
chert.

[0016] Mit den Ergebnissen des erfindungsgema-
Ren Verfahrens in der Form der Basisvektoren und
des Regressionsmodells lassen sich auf einfache
Weise rechnergestitzte Farbetests von neuen Ge-
webeschnitten durchfiihren, um zu ermitteln, ob in
diesen Gewebeschnitten Gewebebereiche mit dem
vorbestimmten Krankheitsbild enthalten sind. Der Be-
griff des Farbetests ist weit zu verstehen. Insbe-
sondere muss der Farbetest Gewebebereiche mit
dem vorbestimmten Krankheitsbild nicht zwangslau-
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fig farblich codieren, sondern die Codierung kann all-
gemein Uber die oben beschriebenen Skalenwerte
erfolgen.

[0017] Wie im obigen Schritt ¢) beschrieben, kann
in einer Variante des erfindungsgemafen Verfah-
rens die Methode zur Bestimmung von Basisvekto-
ren direkt im Raum der Vektoren der Hyperspektral-
daten angewendet werden. In diesem Fall kénnen
auf einfache Weise ohne spezifische Informationen
Uber die in krankhaften Gewebebereichen vorhande-
nen Biomarker Ergebnisse gewonnen werden, wel-
che die Durchfiihrung von digitalen Farbetests er-
moglichen. Nichtsdestotrotz kénnen die Basisspek-
tren ggf. auch in einem Raum von abgeleiteten Vek-
toren bestimmt werden, die aus den Hyperspektral-
daten fir jede Messposition ermittelt bzw. berech-
net werden. Vorzugsweise werden hierzu Informatio-
nen Uber die im krankhaften Gewebe vorhandenen
Molekilzusammensetzungen genutzt, wie dies in der
nachfolgend erlauterten Variante des erfindungsge-
maRen Verfahrens der Fall ist.

[0018] In einer speziellen Variante des erfindungs-
gemalen Verfahrens, bei der in Schritt ¢) die Basis-
spektren in einem Raum von abgeleiteten Vektoren
bestimmt werden, wird ein abgeleiteter Vektor fiir je-
de Messposition wie nachfolgend erlautert ermittelt.

[0019] Es sind fir das vorbestimmte Krankheitsbild
(theoretisch oder experimentell bestimmte) Hyper-
spektraldaten fiir eine Mehrzahl von Molekiilzusam-
mensetzungen vorgegeben. Eine jeweilige Molekiil-
zusammensetzung stellt in einer bevorzugten Aus-
fihrungsform ein vorgegebenes Peptid mit seinen
Isotopen dar. Im Falle von Massenspektrometrieda-
ten werden die Hyperspektraldaten eines Peptids
durch das Massenspektrum des Peptids fur die un-
terschiedlichen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse sei-
ner Isotope reprasentiert. Gegebenenfalls kann ei-
ne Molekllzusammensetzung auch mehrere Pepti-
de bzw. andere Molekiile betreffen, die durch Hyper-
spektraldaten und insbesondere durch ein entspre-
chendes Massenspektrum dargestellt werden. Die
Molekilzusammensetzungen und deren Hyperspek-
traldaten wurden vorab mit geeigneten Verfahren be-
stimmt, wobei diese Verfahren nicht Bestandteil der
Erfindung sind und deshalb nicht ndher erlautert wer-
den.

[0020] Die Hyperspektraldaten fur eine Molekiilzu-
sammensetzung enthalten allgemein einen Vektor
in der Form eines fir die Molekllzusammensetzung
charakteristischen Spektrums aus Intensitatswerten
fur eine vorgegebene Anzahl von Kanalen aus der
Vielzahl von Kanalen. Die Anzahl der Kanale stellt in
der Regel einen Teil der Kanale der im obigen Schritt
a) eingelesenen Hyperspektraldaten dar.

2016.06.09

[0021] Die fur die Molekllzusammensetzungen cha-
rakteristischen Spektren werden in einem nachsten
Schritt mit den Spektren der eingelesen Hyperspekt-
raldaten an den jeweiligen Messpositionen korreliert,
wobei die Korrelation, analog wie oben beschrieben,
Uber das Skalarprodukt der normierten Vektoren er-
folgen kann. Bei der Korrelation werden nicht alle
Kanale, sondern nur die vorgegebene Anzahl von
Kanalen bertcksichtigt. Als Ergebnis der Korrelation
wird als abgeleiteter Vektor fiir jede Messposition ein
Vektor aus mehreren Korrelationskoeffizienten ermit-
telt, wobei fur eine jeweilige Messposition ein Korre-
lationskoeffizient fir jede Molekllzusammensetzung
vorliegt. Vorzugsweise existieren fur eine jeweilige
Messposition zwischen 10 und 200 Korrelationskoef-
fizienten.

[0022] In der soeben beschriebenen Variante des
erfindungsgemaflen Verfahrens werden somit aus
den urspriinglichen Hyperspektraldaten Vektoren
aus Korrelationskoeffizienten gewonnen, welche die
Korrelation mit vorab bekannten Molekilzusammen-
setzungen beschreiben. Anstatt der Hyperspektral-
daten werden dann diese abgeleiteten Vektoren in
den Schritten c) bis e) weiterverarbeitet.

[0023] In einer besonders bevorzugten Variante sind
der oder die zu analysierenden Gewebeschnitte je-
weilige Gewebeschnitte mit Verdau. Der Begriff des
Verdaus ist aus der Histologie hinlanglich bekannt.
Dabei wird der Gewebeschnitt (iber biochemische
Verfahrensschritte vorverarbeitet. Insbesondere wer-
denim Rahmen des Verdaus gréfliere Molekile durch
Enzyme in Peptide zerlegt.

[0024] Als Methode zur Bestimmung von Basisvek-
toren kénnen in Schritt ¢) aus dem Stand der Tech-
nik bekannte Verfahren eingesetzt werden. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine nicht-nega-
tive Matrixfaktorisierung verwendet. Ebenso kann ei-
ne PCA-Analyse (PCA = Principal Component Analy-
sis, deutsch: Hauptkomponentenanalyse) eingesetzt
werden. In einer besonders bevorzugten Variante
wird zur Bestimmung der Basisvektoren eine nicht-
negative Matrixfaktorisierung mit der Nebenbedin-
gung der sparlichen Besetzung der durch die nicht-
negative Matrixfaktorisierung bestimmten Matrizen
verwendet. Insbesondere wird die in den Druckschrif-
ten [1] und [2] beschriebene Matrixfaktorisierung ge-
nutzt. Die gesamte Offenbarung dieser Druckschrif-
ten [1] und [2] wird durch Verweis zum Inhalt der vor-
liegenden Anmeldung gemacht.

[0025] Auch in Schritt d) kénnen an sich bekannte
Regressionsverfahren zur Bestimmung des Regres-
sionsmodells verwendet werden. Zum Beispiel kann
ein lineares Regressionsverfahren zum Einsatz kom-
men, welches entsprechende Gewichtungsfaktoren
zur Linearkombination der Mehrzahl von Korrelati-
onswerten fir die jeweiligen Messpositionen festlegt.
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Anstatt eines linearen Regressionsverfahrens wird in
einer weiteren Variante der Erfindung eine an sich be-
kannte SVM-Regression (SVM = Support Vector Ma-
chine) verwendet.

[0026] Das vorbestimmte Krankheitsbild, welches im
Rahmen des oben beschriebenen Verfahrens be-
trachtet wird, stellt insbesondere das Vorhandensein
von bestimmten Tumorzellen dar. Das Krankheitsbild
betrifft somit eine Tumorerkrankung. Ebenso kann
das Krankheitsbild ggf. das Vorhandensein von Insu-
lin-Inseln darstellen. Das Krankheitsbild betrifft in die-
sem Fall eine Diabetes-Erkrankung.

[0027] Neben dem oben beschriebenen Verfahren
zur rechnergestiitzten Analyse eines oder mehrerer
Gewebeschnitte betrifft die Erfindung ferner ein Ver-
fahren zur rechnergestiitzten Durchfiihrung eines di-
gitalen Farbetests unter Verwendung von Basisspek-
tren und eines Regressionsmodells, die mit dem obi-
gen Analyseverfahren fiir ein vorbestimmtes Krank-
heitsbild bestimmt und digital gespeichert wurden.
Bei diesem digitalen Farbetest werden die nachfol-
gend erlauterten Schritte i) bis iii) durchgefihrt, wobei
die Schritte wiederum nicht zwangslaufig eine Rei-
henfolge fiir deren Durchfihrung implizieren.

[0028] In einem Schritt i) werden raumlich aufgelds-
te Hyperspektraldaten eines vorgegebenen zu tes-
tenden Gewebeschnitts eingelesen, wobei die Hy-
perspektraldaten fir eine Vielzahl von Messpositio-
nen in dem vorgegebenen Gewebeschnitt jeweilige
Spektren enthalten, wobei ein jeweiliges Spektrum
die Zusammensetzung des vorgegebenen Gewebe-
schnitts an einer Messposition in der Form eines Vek-
tors aus Intensitatswerten flir Kanale aus einer Viel-
zahl von Kanalen reprasentiert, wobei ein Intensitats-
wert eine fiir den entsprechenden Kanal detektierte
physikalische GréRe ist. Vorzugsweise sind die Hy-
perspektraldaten wiederum die oben definierten Mas-
senspektrometriedaten bzw. MALDI-Massenspektro-
metriedaten.

[0029] In einem Schritt ii) werden die Vektoren der
Hyperspektraldaten oder abgeleitete Vektoren, die
aus den Hyperspektraldaten berechnet werden, an
jeder Messposition mit den Basisspektren korreliert,
wobei die Basisspektren mit dem oben beschriebe-
nen Analyseverfahren bzw. einer bevorzugten Vari-
ante dieses Verfahrens ermittelt wurden. Hierdurch
wird fir jede Messposition eine Mehrzahl von Kor-
relationswerten fir jeweilige Basisspektren erhalten.
Die Korrelation erfolgt vorzugsweise wieder lber ein
Skalarprodukt aus normierten Vektoren.

[0030] Schliel3lich wird in einem Schritt iii) das Re-
gressionsmodell, das mit dem obigen Analyseverfah-
ren bzw. einer bevorzugten Variante dieses Verfah-
rens bestimmt wurde, auf die Korrelationswerte an-
gewendet. Im Falle eines linearen Regressionsmo-
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dells werden die Korrelationswerte fiir eine jeweilige
Messposition basierend auf den Gewichtungsfakto-
ren des Modells linear miteinander kombiniert. Mit-
tels des Regressionsmodells wird eine Maske erhal-
ten, welche fiir die Vielzahl von Messpositionen je-
weilige Skalenwerte enthalt, wobei Bereiche des vor-
gegebenen Gewebeschnitts mit gegeniiber dem rest-
lichen Gewebeschnitt abweichenden Skalenwerten
Gewebebereiche mit dem vorbestimmten Krankheits-
bild sind.

[0031] Mit dem soeben erlauterten Verfahren kén-
nen somit digitale Masken generiert werden, welche
Informationen nach Art eines Farbetests enthalten.
Vorzugsweise wird dabei eine Visualisierung auf ei-
nem Bildschirm bzw. Display derart generiert, dass
ein Bild aus den Messpositionen reprasentierenden
Bildpunkten erzeugt wird, wobei ein jeweiliger Bild-
punkt den Skalenwert der in Schritt iii) ermittelten
Maske flr die durch den jeweiligen Bildpunkt repra-
sentierte Messposition codiert. Auf diese Weise wird
eine digitale Darstellung geschaffen, die einem her-
kébmmlichen Farbetest entspricht.

[0032] In einer Variante des soeben beschriebenen
digitalen Farbetests werden Ergebnisse derjenigen
Ausfiihrungsform des erfindungsgemafRen Analyse-
verfahrens genutzt, welche auf abgeleiteten Vektoren
basiert. In dieser Variante des Farbetests werden in
Schritt i) abgeleitete Vektoren mit den Basisspektren
korreliert, wobei die abgeleiteten Vektoren wie nach-
folgend erlautert bestimmt werden.

[0033] Fur das vorbestimmte Krankheitsbild sind Hy-
perspektraldaten flr eine Mehrzahl von Molekiilzu-
sammensetzungen vorgegeben, wobei die Molekiil-
zusammensetzungen in gleicher Weise wie im obi-
gen Analyseverfahren definiert sind. Die Hyperspek-
traldaten fur eine Molekilzusammensetzung enthal-
ten somit einen Vektor in der Form eines fur die Mole-
kilzusammensetzung charakteristischen Spektrums
aus Intensitatswerten fir eine vorgegebene Anzahl
von Kanalen aus der Vielzahl von Kanalen. Die fiir die
Molekilzusammensetzung charakteristischen Spek-
tren werden mit den Spektren der in Schritt i) einge-
lesenen Hyperspektraldaten an den jeweiligen Mess-
positionen korreliert, wodurch als abgeleiteter Vek-
tor fur jede Messposition ein Vektor aus mehreren
Korrelationskoeffizienten ermittelt wird, wobei fiir ei-
ne jeweilige Messposition ein Korrelationskoeffizient
fur jede Molekllzusammensetzung vorliegt.

[0034] Neben den oben beschriebenen Verfahren
betrifft die Erfindung ferner einer Vorrichtung zur
rechnergestitzten Analyse eines oder mehrerer Ge-
webeschnitte des menschlichen oder tierischen Kor-
pers zur Praparation eines digitalen Farbetests, wo-
bei die Vorrichtung zur Durchfiihrung des oben
beschriebenen Analyseverfahrens bzw. einer oder
mehrerer bevorzugter Varianten dieses Analysever-
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fahrens eingerichtet ist. Mit anderen Worten umfasst
die Vorrichtung Mittel zur Durchfihrung der Schritte
a) bis e) des erfindungsgemalien Analyseverfahrens.

[0035] Die Erfindung betrifft dariber hinaus eine
Vorrichtung zur rechnergestitzten Durchfihrung ei-
nes digitalen Farbetests unter Verwendung von Ba-
sisspektren und eines Regressionsmodells, die mit
dem obigen Analyseverfahren bzw. einer oder meh-
rerer bevorzugter Varianten dieses Verfahrens fir
ein vorbestimmtes Krankheitsbild bestimmt und digi-
tal gespeichert wurden. Dabei ist die Vorrichtung zur
Durchfihrung des obigen digitalen Farbetests bzw.
einer oder mehrerer bevorzugter Varianten dieses
Farbetests eingerichtet. Mit anderen Worten umfasst
die Vorrichtung Mittel zur Durchfihrung der Schritte
i) bis iii) des erfindungsgemafien Farbetests.

[0036] Die Erfindung betrifft dariiber hinaus ein
Computerprogrammprodukt mit einem auf einem
maschinelesbaren Trager gespeicherten Programm-
code zur Durchfiihrung eines Verfahrens zur rech-
nergestitzten Analyse eines oder mehrerer Gewebe-
schnitte bzw. zur rechnergestitzten Durchfiihrung ei-
nes digitalen Farbetests gemal der Erfindung bzw.
bevorzugter Varianten der Erfindung, wenn der Pro-
grammcode auf einem Computer ausgefiihrt wird.

[0037] Ferner betrifft die Erfindung ein Computerpro-
gramm mit einem Programmcode zur Durchfiihrung
eines Verfahrens zur rechnergestitzten Analyse ei-
nes oder mehrerer Gewebeschnitte bzw. zur rechner-
gestitzten Durchfihrung eines digitalen Farbetests
gemal} der Erfindung bzw. bevorzugter Ausfliihrungs-
formen der Erfindung, wenn der Programmcode auf
einem Computer ausgefihrt wird.

[0038] Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden
nachfolgend anhand der beigefligten Figuren detail-
liert beschrieben.

[0039] Es zeigen:

[0040] Fig. 1 ein Diagramm, welches die in einer
Ausfiihrungsform des erfindungsgemafRen Analyse-
verfahrens durchgefiihrten Schritte verdeutlicht;

[0041] Fig. 2 ein Diagramm, welches die in einer
Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien digitalen
Farbetests durchgefiihrten Schritte verdeutlicht;

[0042] Fig. 3 eine Darstellung, welche die in einer
Ausfihrungsform des erfindungsgemalen Analyse-
verfahrens ermittelten Basenspektren wiedergibt;

[0043] Fig. 4 eine Darstellung, welche die Bestim-
mung eines Regressionsmodells basierend auf den
Basisspektren der Fig. 3 wiedergibt; und
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[0044] Fig. 5 eine Visualisierung, welche gemal ei-
ner Ausfihrungsform des erfindungsgemalen digita-
len Farbetests generiert wird.

[0045] Nachfolgend werden Ausflihrungsformen der
Erfindung basierend auf Hyperspektraldaten in der
Form der bereits eingangs erwahnten MALDI-Mas-
senspektrometriedaten erlautert. Im Rahmen dieser
Spektrometrie werden die Molekile des zu analy-
sierenden Gewebeschnitts mit einer Matrix-Losung
Uberzogen, und ein Laserstrahl (z.B. eines Stickstoff-
lasers) wird auf verschiedene Messpositionen des
entsprechenden Probentragers gerichtet. Uber die
Laserpulse des Laserstrahls erfolgt eine Teilchenab-
I6sung von ionisierten Molekllen des Gewebes, de-
ren Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis in an sich bekann-
ter Weise mit einem Massenspektrometer erfasst
wird. Hierzu kann z.B. ein TOF-Massenspektrome-
ter (TOF = Time of Flight) oder FTICR-Massenspek-
trometer (FTICR = Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance) genutzt werden. Die hier beschriebenen
Verfahren der Erfindung sind jedoch ggf. auch auf
andere Massenspektrometriedaten anwendbar, so-
fern die Daten ortsaufgeldst an verschiedenen Mess-
positionen Spektren enthalten, die in Abhangigkeit
von dem Masse-zu-Ladungs-Verhdltnis die Anzahl
von mit dem Massenspektrometer detektierten lonen
wiedergeben. Ferner kann das Verfahren der Erfin-
dung auch allgemein auf Hyperspektraldaten ange-
wendet werden (z.B. Raman-Spektroskopie), sofern
die Daten ortsaufgel6st an verschiedenen Messposi-
tionen Intensitatsvektoren mit Eintragen fir verschie-
dene Kanale enthalten. Eine Intensitat kann z.B. den
Anteil von reflektiertem bzw. gestreutem Licht einer
bestimmten Wellenlange umfassen, wobei die Wel-
lenldnge den Kanal darstellt.

[0046] Im Folgenden wird zunachst anhand von
Fig. 1 ein Verfahren zur Analyse eines Gewebe-
schnitts erlautert, dessen Ergebnisse dann im Rah-
men eines digitalen Farbetests verwendet werden,
wie anschlieRend anhand von Fig. 2 beschrieben
wird. Fig. 3 bis Fig. 5 zeigen Ergebnisse des Analy-
severfahrens bzw. des Farbetests, die anhand eines
Gewebeschnitts der Bauchspeicheldriise einer Ratte
ermittelt wurden. Die entsprechenden Gewebeschnit-
te umfassen Insulin-Inseln in der Bauchspeicheldri-
se, so dass die Gewebeschnitte dem Krankheitsbild
von Diabetes entsprechen.

[0047] Im Rahmen der hier beschriebenen Ausfliih-
rungsform des Analyseverfahrens wird gemafR Fig. 1
ein vorbestimmter Gewebeschnitt Tl betrachtet, der
mittels der obigen MALDI-Spektrometrie analysiert
wurde. Demzufolge liegen an einer Vielzahl von
zweidimensionalen Messpositionen x des Gewebe-
schnitts jeweilige Spektren S;; vor, wobei i, j die karte-
sischen Koordinaten der jeweiligen Messposition in-
dizieren. Ein einzelnes Spektrum enthalt fir eine Viel-
zahl von Kanalen in der Form von m/z-Werten (d.h.
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Masse-zu-Ladungs-Verhaltnissen) Intensitatswerte |,
welche jeweils die Anzahl der fir den entsprechen-
den m/z-Wert detektierten Moleklle darstellen. Das
nachfolgend beschriebene Verfahren ist auf die Ana-
lyse von mehreren Gewebeschnitten Ubertragbar,
wobei sich in diesem Fall die Messpositionen Uber die
Gewebeschnitte hinweg fortsetzen. Die Messpositio-
nen aus unterschiedlichen Gewebeschnitten kénnen
z.B. Uber einen Index fir den jeweiligen Gewebe-
schnitt voneinander unterschieden werden.

[0048] In einer bevorzugten Variante wurde der Ge-
webeschnitt Tl vor der Durchfihrung der MALDI-
Spektrometrie einem Verdau unterzogen, bei dem
die Molekile des Gewebeschnitts iber biochemische
Prozesse geeignet zersetzt wurden. Hierzu werden
Enzyme auf den Gewebeschnitt aufgebracht, wel-
che die Molekiile des Gewebeschnitts in Peptide zer-
schneiden. Uber einen Verdau lassen sich in einem
entsprechenden Gewebeschnitt leichter Krankheits-
bilder anhand von Massenspektrometriedaten ermit-
teln. Neben den Massenspektrometriedaten S; wird
im Rahmen der Analyse des Gewebeschnitts Tl auch
eine (digitale) Maske M;; des entsprechenden Gewe-
beschnitts bendtigt. Diese Maske gibt fiir die einzel-
nen Messpositionen x des Gewebeschnitts einen je-
weiligen Skalenwert an, der z.B. zwischen 0 und 1
liegt. Die Grolke des Skalenwerts zeigt an, wie grofy
der Anteil der dem vorbestimmten Krankheitsbild ent-
sprechenden Molekille an der jeweiligen Messpositi-
on ist. Gegebenenfalls kbnnen die Skalenwerte auch
nur die Werte 0 und 1 annehmen, wobei der Wert
von 0 fir einen Gewebebereich ohne Krankheitsbild
und der Wert von 1 fir einen Gewebebereich mit
Krankheitsbild steht. Die Maske M; kann z.B. aus ei-
nem herkdbmmlichen immunhistochemischen Farbe-
test gewonnen worden sein, bei dem (iber den Zusatz
von Antikdrpern in dem Gewebeschnitt Biomarker,
die fir das vorbestimmte Krankheitsbild spezifisch
sind, visuell iber Gewebeverfarbung hervorgehoben
werden, wobei die Intensitat der Gewebeverfarbung
den Anteil der Biomarker an der entsprechenden Ge-
webeposition anzeigt. Die Ergebnisse des immun-
histochemischen Farbetests werden dann in digitale
Daten der Maske M;; gewandelt.

[0049] Wie soeben erlautert, sind die Eingangsdaten
des hier beschriebenen Analyseverfahrens der Mas-
senspektrometriedaten S;; sowie die Maske M;, was
in Schritt S1 in Fig. 1 verdeutlicht ist. Diese Daten
werden in digitaler Form eingelesen, wobei der Schritt
der Ermittlung der Daten und insbesondere die mas-
senspektrometrische Erfassung der Spektren S ggf.
auch Teil des Analyseverfahrens sein kann.

[0050] In einem Schritt S2 des Analyseverfahrens
werden nunmehr aus den Spektren S; spektrale Si-
gnaturen in der Form von Basisspektren zur Un-
terscheidung metabolisch relevanter Strukturen be-
stimmt. Beispielhaft sind in Fig. 1 die fUnf Basisspek-
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trenBS,, BS,, ..., BS; angegeben, wobei je nach Aus-
fuhrungsform mehr oder weniger Basisspektren er-
mittelt werden kénnen. Die Basisspektren werden mit
einem an sich bekannten Verfahren zur Bestimmung
von Basisvektoren in dem Vektorraum der Spektral-
daten berechnet. Dabei reprasentiert ein jeweiliger
Vektor in dem Vektorraum ein einzelnes Spektrum S;;
an einer entsprechenden Messposition und die Ein-
trage des Vektors sind die Intensitatswerte an den m/
z-Werten. Die Basisspektren stellen die mit der Me-
thode bestimmten Basisvektoren dar. Insbesondere
approximieren die Basisspektren dabei eine Basis, in
der die Spekiren S; als Linearkombination der Basis-
spektren beschrieben werden. In der hier beschrie-
benen Ausfihrungsform wird eine nicht-negative Ma-
trixfaktorisierung mit der Nebenbedingung einer spar-
lichen Besetzung der daraus abgeleiteten Matrizen
zur Bestimmung der Basisvektoren eingesetzt. Da-
bei wird die nicht-negative Matrixfaktorisierung aus
der Druckschrift [1] bzw. der Druckschrift [2] verwen-
det. Die Komponenten in der Terminologie der Druck-
schrift [1] entsprechen den Basisvektoren.

[0051] In einem nachsten Schritt S3 werden die ur-
springlichen Spektren S; mit den in Schritt S2 ermit-
telten Basisspektren BS, basierend auf einem Skalar-
produkt korreliert. Das heil3t, entsprechende Korrela-
tionswerte Py fir jedes Spektrum S;; und jeden Ba-
sisvektor BS, werden wie folgt erhalten:

Pii = <S;; BSy>

[0052] Der Korrelationswert Py ist auf 1 nominiert
und liegt zwischen —1 und 1. Er entspricht bei zwei
identischen Vektoren dem Wert 1. Dies wird dadurch
erreicht, dass die Vektoren S; und BS, vor Bildung
des Skalarprodukts durch ihren Betrag geteilt und da-
mit normiert werden.

[0053] In einem Schritt S4 wird schlieBlich mittels
eines Regressionsverfahrens ein Regressionsmodell
RM bestimmt, welches die urspringliche Maske M;
basierend auf den Korrelationswerten Py, beschreibt.
In der hier beschriebenen Ausfihrungsform wird ein
lineares Regressionsverfahren verwendet, bei dem
die Maske M;; durch eine Linearkombination der Kor-
relationswerte approximiert wird, d.h. es gilt:

z CkPijk = M

k

[0054] Die mittels des linearen Regressionsverfah-
rens bestimmten Gewichtungsfaktoren ¢, sind die Pa-
rameter des ermittelten Regressionsmodells RM. An-
statt eines linearen Regressionsverfahrens kénnen
auch beliebige andere Regressionsverfahrens zur
Bestimmung eines Regressionsmodells verwendet
werden, das die Maske in Abhangigkeit von den Kor-
relationswerten beschreibt. In einer besonders bevor-
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zugten Ausfihrungsform wird ein an sich bekanntes
SVM-Regressionsverfahren (SVM = Support Vector
Machines) eingesetzt.

[0055] Als Endergebnis des Verfahrens der Fig. 1 er-
halt man schlieBlich das Regressionsmodell RM mit
entsprechenden Parametern ¢, sowie eine Mehrzahl
von Basisspektren BS,. Diese Informationen werden
digital gespeichert, um anschlieRend in einem Ver-
fahren zur Durchfiihrung eines digitalen Farbetests
eingesetzt zu werden. Dieses Verfahren wird im Fol-
genden anhand von Fig. 2 erlautert wird.

[0056] Ausgangspunkt des Verfahrens der Fig. 2 ist
der Schritt S1', in dem fiir eine Vielzahl von zweidi-
mensionalen Messpositionen y eines zu testenden
Gewebeschnitts TI' Massenspektrometriedaten SP;;
mit entsprechenden Intensitatswerten | an jeweili-
gen m/z-Werten eingelesen werden. Gegebenenfalls
kann die massenspektrometrische Messung zur Be-
stimmung der Spektren SP; selbst Teil des Verfah-
rens sein. Nichtsdestotrotz kénnen die Daten auch
schon vorgegeben sein und aus einem digitalen Spei-
cher ausgelesen werden. Flr den Gewebeschnitt TI'
soll rein anhand der Massenspektrometriedaten eine
Maske MA; erzeugt werden, die analog zu der Maske
M; aus Fig. 1 Uber entsprechende Skalenwerte das
Vorhandensein eines vorbestimmten Krankheitsbilds
an entsprechenden Messpositionen codiert.

[0057] In dem Schritt S2' des digitalen Farbetests
werden nunmehr in gleicher Weise wie in Schritt S3
der Fig. 1 Korrelationswerte bestimmt, die nunmehr
jedoch nicht auf dem Skalarprodukt zwischen den
Spektren S;; und den Basisvektoren BS,, sondern auf
dem Skalarprodukt zwischen den Spektren SP; und
den Basisvektoren BS, basieren. Mit anderen Wor-
ten werden entsprechende Korrelationswerte Ny, wie
folgt erhalten:

Nj = <SPy; BS>

[0058] In Analogie zu den Korrelationswerten Py,
aus Fig. 1 liegen auch die Korrelationswerte Ny, zwi-
schen —1 und 1. Die im Schritt S2' verarbeiteten Ba-
sisvektoren BS, und auch das im folgenden Schritt
S3' verarbeitete Regressionsmodell RM werden aus
einem digitalen Speicher ausgelesen und wurden mit
dem Verfahren der Fig. 1 ermittelt.

[0059] In dem Schritt S3' der Fig. 2 wird nunmehr
basierend auf den Korrelationswerten Ny, unter Ver-
wendung des Regressionsmodells RM bzw. dessen
Parametern ¢, die Maske MA; mit deren Skalenwer-
ten ermittelt, d.h. es wird bestimmt, wie sich die Kor-
relationswerte der Spektren der zu testenden Gewe-
beprobe TI' gemal dem Regressionsmodell Uberla-
gern und hierdurch die Maskendaten MA; bilden. Mit
anderen Worten werden die Maskendaten wie folgt
ermittelt:
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MA;; = z ckNijk

k

[0060] Auf diese Weise werden rechnergestitzt
durch Rickgriff auf die Ergebnisse des Analysever-
fahrens der Fig. 1 Gewebebereiche mit einem vorbe-
stimmten Krankheitsbild entsprechend markiert. Vor-
zugsweise wird die Maske MA; in der Form eines
digitalen Bildes auf einem Display visualisiert. Die-
ses Bild zeigt den Gewebeschnitt TI' in der Form ei-
ner Vielzahl von Pixeln, die jeweils einer Messpo-
sition des Gewebeschnitts entsprechen. Jedes Bild-
pixel codiert dabei lber seinen Grauwert oder ggf.
Farbwert den entsprechenden Skalenwert der Mas-
ke MA;;, wodurch ein Farbebild entsteht, wie es her-
kémmlicherweise mittels immunhistochemischer Far-
betests bestimmt wird. Erfindungsgeman missen je-
doch keine biochemischen Verfahrensschritte durch-
gefuhrt werden, sondern das Farbebildwert wird rein
rechnergestitzt aus massenspektrometrischen Da-
ten abgeleitet.

[0061] Die anhand von Fig. 1 und Fig. 2 beschrie-
bene Verfahren stellen einen sog. Bottom-Up-Ansatz
dar, bei dem ohne Wissen Uber die relevanten Mole-
kilzusammensetzungen in der Gewebeprobe die Ba-
sisspektren rein Uber ein rechnergestitztes Verfah-
ren ermittelt werden. In einer abgewandelten Varian-
te (Top-Down-Ansatz) ist es auch mdglich, die Ba-
sisvektoren mit dem Vorwissen (ber die Biomarker
bzw. entsprechender Peptide, in welche sich die Bio-
marker durch Verdau zersetzen, zu bestimmen. Da-
bei wurde vorab bestimmt bzw. simuliert, wie sich die
bekannten Biomarker unter dem verwendeten Ver-
dau (z.B. Trypsin) in Peptide zersetzen. Fir die che-
mische Zusammensetzung eines jeweiligen Peptids
wurde ferner ein Massenspektrum bestimmt, welches
fur die m/z-Werte der Isotope des Peptids jeweils ei-
nen Intensitatswert in der Form der Anzahl der detek-
tierten Molekile angibt. Verfahren zur Bestimmung
der entsprechenden Peptide und deren Spektren sind
an sich bekannt. Da diese Verfahren nicht Bestandteil
der Erfindung sind, sondern lediglich deren Ergebnis-
se in der Form von Peptid-Spektren genutzt werden,
werden sie nicht im Detail beschrieben.

[0062] Die einzelnen Spektren der Peptide werden
gemal der abgewandelten Variante in einem Vorver-
arbeitungsschritt mit den Spektren S;; der Massen-
spektrometriedaten aus Fig. 1 korreliert. Die Korre-
lation erfolgt wiederum mittels eines Skalarprodukts,
wobei zur Bildung des Skalarprodukts die (normier-
ten) m/z-Werte der Spektren der Peptide mit den ent-
sprechenden (normierten) m/z-Werten der Spektren
Sj multipliziert werden und diese Produkte summiert
werden. Die sich ergebenden Korrelationswerte, die
zur Unterscheidung gegeniiber den obigen Korrela-
tionswerten als Korrelationskoeffizienten bezeichnet
werden, liegen wiederum zwischen 0 und 1. Als Er-
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gebnis erhalt man schlieflich fiir jede Messposition
eine der Anzahl von Peptiden entsprechende Anzahl
an Korrelationskoeffizienten, welche abgeleitete Vek-
toren im Sinne der Patentanspriche darstellen. Auf
diese abgeleiteten Vektoren aus Korrelationskoeffizi-
enten wird in gleicher Weise wie in Fig. 1 ein Verfah-
ren zur Bestimmung von Basisvektoren und insbe-
sondere eine nicht-negative Matrixfaktorisierung an-
gewendet, wobei die Basisvektoren nunmehr in dem
Vektorraum der abgeleiteten Vektoren ermittelt wer-
den. Diese Basisvektoren werden dann mit den ab-
geleiteten Vektoren anstatt den urspriinglichen Spek-
tren korreliert, woraus sich wiederum Korrelations-
werte ergeben, welche — analog wie oben beschrie-
ben — so bestimmt werden, dass sie zwischen 0 und 1
liegen. In Analogie zu Schritt S4 der Fig. 1 wird dann
ein Regressionsmodell basierend auf diesen Korre-
lationswerten bestimmt, welches die Maske M; be-
schreibt.

[0063] Werden die Ergebnisse der soeben beschrie-
benen abgewandelten Ausfihrungsform des Analy-
severfahrens nunmehr im Rahmen des digitalen Far-
betests eingesetzt, werden vor Durchfihrung des
Schritts S2' aus Fig. 2 zunachst abgeleitete Vek-
toren mit entsprechenden Korrelationskoeffizienten
durch Korrelation die Spektren der Peptide mit den
urspringlichen Spektren SP;; ermittelt. Anschlieend
erfolgt in Analogie zu Schritt S2' die Ermittlung der
Korrelationswerte, wobei nunmehr jedoch die abge-
leiteten Vektoren verwendet werden. Schlieflich wird
genauso wie im Schritt S3' der Fig. 2 die Maske MA;
mit dem Regressionsmodell bestimmt.

[0064] Wie bereits eingangs erwahnt, zeigen Fig. 3
bis Fig. 5 Ergebnisse einer Ausfiihrungsform des
erfindungsgemaflen Analyseverfahrens bzw. des
erfindungsgemalen Farbetests fir den Gewebe-
schnitt der Bauchspeicheldrise einer Ratte, wobei
die Bauchspeicheldriise Insulin-Inseln enthalt. Der
Gewebeschnitt wurde dabei basierend auf einem
Bottom-Up-Ansatz analysiert. Es wurden insgesamt
zehn Basisspektren aus den urspringlichen Spek-
tren S ermittelt, wobei in Fig. 3 beispielhaft funf die-
ser Basisspektren BS, bis BS; wiedergegeben sind.
Fir die einzelnen Basisspektren wurden die entspre-
chenden Korrelationswerte und basierend darauf die
Koeffizienten ¢, eines linearen Regressionsmodells
bestimmt. Dies wird aus Fig. 4 ersichtlich.

[0065] In Fig. 4 sind im oberen rechten Diagramm
die zehn Gewichtungsfaktoren ¢, des Regressions-
modells fiir die Basisvektoren k = 1, ..., 10 wieder-
gegeben. Ferner ist im unteren rechten Diagramm
die Uberlagerung der Basisspekiren entsprechend
den Gewichtungsfaktoren ¢, angedeutet, d.h. >c,_
BS,. Dartiber hinaus ist in dem digitalen Bild auf der
linken Seite ein Ausschnitt des Gewebeschnitts mit
entsprechenden Pixeln als Bildpositionen x darge-
stellt, wobei die weillen Umrandungen, die aus Uber-
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sichtlichkeitsgrinden nur teilweise mit dem Bezugs-
zeichen L bezeichnet sind, Bereiche abgrenzen, bei
denen in dem Gewebeschnitt Insulin-Inseln vorlie-
gen. Uber die Umrandungen L werden somit die ur-
springlichen Maskendaten angedeutet, die im vor-
liegenden Fall nur die Skalenwerte 0 und 1 einneh-
men, wobei der Skalenwert 0 einen Bereich ohne In-
sulin und der Skalenwert 1 einen Bereich einer In-
sulin-Insel darstellt. Die einzelnen Pixelwerte in dem
dargestellten Bild stellen die aus dem ermittelten
Regressionsmodell rekonstruierten Maskendaten M;;
dar, wobei die Skalenwerte der einzelnen Pixel farb-
kodiert sind, was aus der Schwarz-Weil3-Darstellung
der Fig. 4 nicht ersichtlich wird. Nichtsdestotrotz stel-
len dunkle Pixelwerte groRe Skalenwerte im Bereich
von 1 dar. Man kann somit erkennen, dass die Rekon-
struktion die urspriinglichen Maskendaten gut wie-
dergibt.

[0066] Das Regressionsmodell mit den entspre-
chenden Gewichtungsfaktoren ¢, aus Fig. 4 wur-
de schlieBlich auf einen neuen Gewebeschnitt der
Bauchspeicheldriise der Ratte angewendet. Mit an-
deren Worten wurden fir den neuen Gewebeschnitt
MALDI-Massenspektrometriedaten ermittelt und an-
schlieBend basierend auf den Schritten S2' und S3'
der Fig. 2 die Maskendaten MA; abgeleitet. Diese
Maskendaten sind fiir den neuen Gewebeschnitt in
Fig. 5 wiedergegeben, wobei die Messpositionen y
wieder einzelne farbcodierte Pixel sind, was aus der
Schwarz-Weill-Darstellung der Fig. 5 jedoch nicht er-
sichtlich ist. Schwarze Pixelwerte stellen jedoch gro-
Re Skalenwerte dar. In Fig. 5 sind wiederum durch
entsprechende weille Umrandungen L (nur teilwei-
se mit diesem Bezugszeichen bezeichnet) Insulin-In-
seln angedeutet, wie sie tatsachlich in dem Gewe-
beschnitt identifiziert werden konnten. Wie man er-
kennt, reprasentieren die dargestellten Maskendaten
MA;; sehr gut die tatsachlich im Gewebeschnitt vor-
handenen Insulin-Insein.

[0067] Die im Vorangegangenen beschriebenen
Ausfuhrungsformen der Erfindung weisen eine Rei-
he von Vorteilen auf. Insbesondere kdnnen erst-
malig Gewebeschnitte rein basierend auf massen-
spektrometrischen Methoden analysiert werden, um
hierdurch pathologische Gewebebereiche abzulei-
ten. Das Verfahren kann somit zumindest zum Teil
aufwandige immunhistochemische Tests oder ande-
re molekulare Testverfahren ersetzen. Es muissen
hierzu lediglich einmal basierend auf einem Analy-
severfahren ein Regressionsmodell und Basisspek-
tren ermittelt werden, die dann bei der Auswertung
der Massenspekirometriedaten eingesetzt werden.
Auf diese Weise wird ein digitaler Farbetest geschaf-
fen, der krankhafte Gewebebereich in einem Gewe-
beschnitt identifiziert. Vorzugsweise wird einem Pa-
thologen der Gewebeschnitt in der Form eines Bilds
reprasentiert wird, in dem krankhafte Bereiche basie-
rend auf einer Farbkodierung wiedergegeben sind.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur rechnergestitzten Analyse eines
oder mehrerer Gewebeschnitte (TI) des menschli-
chen oder tierischen Kérpers zur Praparation eines
digitalen Farbetests, wobei in dem digitalen Farbetest
rechnergestitzt in einem getesteten Gewebeschnitt
(TI") Gewebebereiche bestimmt werden, die ein vor-
bestimmtes Krankheitsbild aufweisen, wobei:

a) raumlich aufgeldste Hyperspektraldaten von ei-
nem oder mehreren vorbestimmten zu analysieren-
den Gewebeschnitten (TI), die Gewebebereiche mit
dem vorbestimmten Krankheitsbild aufweisen, einge-
lesen werden, wobei die Hyperspektraldaten fir eine
Vielzahl von Messpositionen (x) in dem oder den vor-
bestimmten Gewebeschnitten (TI) jeweilige Spektren
(Sj) enthalten, wobei ein jeweiliges Spektrum (S;) die
Zusammensetzung des oder der vorbestimmten Ge-
webeschnitte (T1l) an einer Messposition (x) in der
Form eines Vektors aus Intensitatswerten (1) fir eine
Vielzahl von Kanalen (m/z) reprasentiert, wobei ein
Intensitatswert (1) eine fir den entsprechenden Kanal
(m/z) detektierte physikalische Gréle ist;

b) eine Maske (M;) des oder der vorbestimmten Ge-
webeschnitte (T1) eingelesen wird, welche fir die
Vielzahl von Messpositionen (x) jeweilige Skalenwer-
te enthalt, wobei Bereiche des oder der vorbestimm-
ten Gewebeschnitte (Tl) mit gegeniber dem restli-
chen Bereich des oder der Gewebeschnitte (TI) ab-
weichenden Skalenwerten Gewebebereiche mit dem
vorbestimmten Krankheitsbild sind;

¢) mittels einer Methode zur Bestimmung von Basis-
vektoren mehrere Basisspektren (BS,, BS,, ..., BSs)
im Raum der Vektoren der Hyperspektraldaten oder
in einem Raum von abgeleiteten Vektoren, die aus
den Hyperspektraldaten fir jede Messposition (x) be-
rechnet werden, ermittelt werden;

d) die Basisspektren (BS,, BS,, ..., BS;s) mit den Vek-
toren der Hyperspektraldaten oder den abgeleiteten
Vektoren an jeder Messposition (x) korreliert werden,
wodurch fir jede Messposition (x) eine Mehrzahl von
Korrelationswerten (Py) fur jeweilige Basisspektren
(BS,, BS,, ..., BS;) erhalten wird;

e) mittels eines Regressionsverfahrens ein Regres-
sionsmodell (RM) bestimmt wird, welches die Mas-
ke (M) basierend auf der Mehrzahl von Korrelations-
werten (Py) fur die jeweiligen Messpositionen (x) be-
schreibt, wobei das Regressionsmodell (RM) und die
Basisspekiren (BS,, BS,, ..., BS;) fiir die Durchfiih-
rung des digitalen Farbetests digital gespeichert wer-
den.
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Hyperspektraldaten Massenspek-
trometriedaten, insbesondere MALDI-Massenspek-
trometriedaten (MALDI = Matrix-Assisted Laser Des-
orption/lonization), sind, in denen die Kanale (m/z)
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse darstellen und die
fur den entsprechenden Kanal (m/z) detektierte phy-
sikalische GréRe die Anzahl der fiir das entsprechen-
de Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis detektierten Mole-
kile reprasentiert.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-

spriche, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt
c) die Basisspektren (BS,, BS,, ..., BSs) im Raum der
abgeleiteten Vektoren bestimmt werden, wobei ein
abgeleiteter Vektor fir jede Messposition (x) derart
berechnet wird, dass
—fur das vorbestimmte Krankheitsbild Hyperspektral-
daten fir eine Mehrzahl von Molekilzusammenset-
zungen vorgegeben sind, wobei die Hyperspektralda-
ten fir eine Molekillzusammensetzung einen Vektor
in der Form eines fir die Molekllzusammensetzung
charakteristischen Spektrums aus Intensitatswerten
(I) fur eine vorgegebene Anzahl von Kandlen (m/z)
aus der Vielzahl von Kanalen (m/z) enthalten;
— die fur die Molekilzusammensetzungen charakte-
ristischen Spektren mit den Spektren (S;) der einge-
lesenen Hyperspektraldaten an den jeweiligen Mess-
positionen (x) korreliert werden, wodurch als abgelei-
teter Vektor fiir jede Messposition (x) ein Vektor aus
mehreren Korrelationskoeffizienten ermittelt wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass der oder
die zu analysierenden Gewebeschnitte jeweilige Ge-
webeschnitte mit Verdau sind.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die in
Schritt c) verwendete Methode zur Bestimmung von
Basisvektoren eine nicht-negative Matrixfaktorisie-
rung oder eine PCA-Analyse ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die nicht-negative Matrixfaktorisie-
rung die Nebenbedingung der sparlichen Besetzung
der durch die nicht-negative Matrixfaktorisierung be-
stimmten Matrizen umfasst.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das in
Schritt e) verwendete Regressionsverfahren eine li-
neares Regressionsverfahren oder ein SVM-Regres-
sionsverfahren ist.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Maske
(M) in Schritt b) aus einem histologischen und insbe-
sondere immunhistochemischen Farbetest des oder
der vorbestimmten Gewebeschnitte ermittelt ist.
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9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass das vor-
bestimmte Krankheitsbild das Vorhandensein vorbe-
stimmter Tumorzellen oder das Vorhandensein von
Insulin-Inseln in dem oder den vorbestimmten Gewe-
beschnitten (TI) darstellt.

10. Verfahren zur rechnergestitzten Durchfiihrung
eines digitalen Farbetests unter Verwendung von Ba-
sisspektren (BS,, BS,, ..., BS;s) und eines Regressi-
onsmodells (RM), die mit einem Verfahren nach ei-
nem der vorhergehenden Anspriiche fir ein vorbe-
stimmtes Krankheitsbild bestimmt und digital gespei-
chert wurden, bei dem:

i) raumlich aufgeldste Hyperspektraldaten eines vor-
gegebenen zu testenden Gewebeschnitts (TI') einge-
lesen werden, wobei die Hyperspektraldaten fir eine
Vielzahl von Messpositionen (y) in dem vorgegebe-
nen Gewebeschnitt (TI') jeweilige Spektren (SP;) ent-
halten, wobei ein jeweiliges Spektrum (SP;) die Zu-
sammensetzung des vorgegebenen Gewebeschnitts
(TI") an einer Messposition (y) in der Form eines Vek-
tors aus Intensitatswerten (1) fir Kanale (m/z) aus ei-
ner Vielzahl von Kanalen (m/z) reprasentiert, wobei
ein Intensitatswert (I) eine fur den entsprechenden
Kanal (m/z) detektierte physikalische Gréle ist;

ii) die Vektoren der Hyperspektraldaten oder abge-
leitete Vektoren, die aus den Hyperspektraldaten be-
rechnet werden, an jeder Messposition (x) mit den
Basisspekiren (BS;, BS,, ..., BS;) korreliert werden,
welche mit einem Verfahren nach einem der vor-
hergehenden Anspriiche bestimmt wurden, wodurch
fir jede Messposition (y) eine Mehrzahl von Korre-
lationswerten (Nj) fur jeweilige Basisspektren (BS;,
BS,, ..., BSs) erhalten wird;

i) das Regressionsmodell (RM), das mit einem Ver-
fahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche
bestimmt wurde, auf die Korrelationswerte (N;,) an-
gewendet wird und hierdurch eine Maske (MA;) er-
halten wird, welche fiir die Vielzahl von Messpositio-
nen (y) jeweilige Skalenwerte enthalt, wobei Bereiche
des vorgegebenen Gewebeschnitts (TI') mit gegen-
Uber dem restlichen Gewebeschnitt (TI') abweichen-
den Skalenwerten Gewebebereiche mit dem vorbe-
stimmte Krankheitsbild sind.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Visualisierung auf einem
Display derart generiert wird, dass ein Bild aus die
Messpositionen (y) reprasentierenden Bildpunkten
erzeugt wird, wobei ein jeweiliger Bildpunkt den Ska-
lenwert der in Schritt iii) ermittelten Maske (MA;) fur
die durch den jeweiligen Bildpunkt (BP) reprasentier-
te Messposition (y) codiert.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch
gekennzeichnet, dass in Schritt ii) abgeleitete Vek-
toren mit den Basisspektren (BS;, BS,, ..., BSg) kor-
reliert werden, wobei die abgeleiteten Vektoren der-
art berechnet werden, dass
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—fur das vorbestimmte Krankheitsbild Hyperspektral-
daten fir eine Mehrzahl von Molekilzusammenset-
zungen vorgegeben sind, wobei die Hyperspektralda-
ten fir eine Molekillzusammensetzung einen Vektor
in der Form eines fir die Molekllzusammensetzung
charakteristischen Spektrums aus Intensitatswerten
(I) fur eine vorgegebene Anzahl von Kandlen (m/z)
aus der Vielzahl von Kanalen (m/z) enthalten;

— die fur die Molekllzusammensetzungen charak-
teristischen Spektren mit den Spektren (S;) der in
Schritt i) eingelesenen Hyperspektraldaten an den
jeweiligen Messpositionen (y) korreliert werden, wo-
durch als abgeleiteter Vektor fir jede Messposition
(y) ein Vektor aus mehreren Korrelationskoeffizienten
ermittelt wird.

13. Vorrichtung zur rechnergestitzten Analyse ei-
nes oder mehrerer Gewebeschnitte (T1) des mensch-
lichen oder tierischen Korpers zur Praparation eines
digitalen Farbetests, wobei in dem digitalen Farbetest
rechnergestitzt in einem getesteten Gewebeschnitt
(TI'y Gewebebereiche bestimmt werden, die ein vor-
bestimmtes Krankheitsbild aufweisen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Vorrichtung zur Durchfiih-
rung eines Verfahren nach einem der Anspriiche 1
bis 9 eingerichtet ist.

14. Vorrichtung zur rechnergestitzten Durchfih-
rung eines digitalen Farbetests unter Verwendung
von Basisspektren (BS,, BS,, ..., BSs) und eines
Regressionsmodells (RM), die mit einem Verfahren
nach einem der Anspriiche 1 bis 9 fir ein vorbestimm-
tes Krankheitsbild bestimmt und digital gespeichert
wurden, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrich-
tung zur Durchfiihrung eines Verfahren nach einem
der Anspriiche 10 bis 12 eingerichtet ist.

15. Computerprogrammprodukt mit einem auf ei-
nem maschinenlesbaren Trager gespeicherten Pro-
grammcode zur Durchflihrung eines Verfahrens nach
einem der Anspriche 1 bis 12, wenn der Programm-
code auf einem Computer ausgefuhrt wird.

16. Computerprogramm mit einem Programmcode
zur Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der
Anspriiche 1 bis 12, wenn der Programmcode auf ei-
nem Computer ausgefihrt wird.

Es folgen 5 Seiten Zeichnungen
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Anhidngende Zeichnungen

TI, S;, x, I, m/z
M.

]

/81

BS, BS,, .. BS;

Pi=<S;; BS¢>

RM, > cPii=M;

12/16



DE 10 2014 224 916 A1

Fig. 2
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