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1. Einleitung

1.1. Einfuhrung

Gastrointestinale Tumore gehdren zu den haufigsten Krebserkrankungen in
Deutschland. Von allen Krebserkrankungen steht die Neuerkrankungsrate des im
Volksmund als Darmkrebs bezeichneten Kolorektalen Karzinoms an zweiter

Stelle bei Frauen und an dritter Stelle bei Mannern [1].

Die FrUherkennung als auch die vollstandige Entfernung der Tumore sind
entscheidende Parameter fur den Verlauf der Erkrankung. Im Magen, Dickdarm
und teilweise im Dunndarm werden hierfur oft endoskopische oder minimal-
invasive Verfahren angewendet. Je nach Tumorbefall kann auch ein offen
chirurgisches Verfahren zum Einsatz kommen. Bei kurativer Intention wird hierbei
die komplette Tumorentfernung im Gesunden (RO-Resektion) mit Erhalt von
moglichst viel gesundem Gewebe angestrebt. Die mikroskopische Ausdehnung
des Tumors kann optisch aber nur abgeschatzt werden. Diese wird daher nach
dem Eingriff in der Pathologie untersucht, was bei unvollstandiger Resektion eine
erneute Operation erforderlich machen kann. Um dies zu umgehen werden
haufig intraoperative Schnellschnitte gemacht, deren Nutzen und Verlasslichkeit
bereits in grolRen Studien untersucht wurden [2]. Hierbei wartet das OP-Team,
wahrend der Patient in Narkose verbleibt, auf das Ergebnis der Pathologie. Dies

kostet Zeit und Ressourcen [3].

Eine Methode zur sofortigen Gewebedifferenzierung ware von grof3er Bedeutung
fur die Tumorbehandlung. Bei oben genannten Eingriffen kommen zunehmend
elektrochirurgische Verfahren wie die Argonplasma- oder die Hochfrequenz-
Chirurgie zum Einsatz. Bei der Anwendung von Hochfrequenz-Chirurgie ist es
madglich, mittels optischer Emissionsspektroskopie (OES) das Gewebe auf seine
elementare Zusammensetzung zu untersuchen [4]. Ziel dieser Arbeit ist es,
herauszufinden, ob sich gastrointestinale Tumore (Karzinome des Kolons und
Rektums, Magenkarzinome sowie Gastrointestinale Stromatumore (GIST))
anhand ihres Spektrums von ihrem jeweiligen Normalgewebe als Ursprung des

differenzierten Tumorgewebes unterscheiden lassen.



1.2. Gastrointestinale Tumore

Unter dem Begriff Gastrointestinale Tumore werden Tumore unterschiedlicher
Herkunft zusammengefasst. Je nach Ursprung der Tumorzellen werden hierbei
verschiedene Gruppen unterschieden. Diese sind die als Karzinom bezeichneten
epithelialen Tumore, die neuroendokrinen Tumore, die mesenchymalen Tumore
(Sarkome) und die gastrointestinalen Lymphome. Diese Arbeit befasst sich im
Bereich der epithelialen Tumoren mit den kolorektalen Adenokarzinomen und

den Adenokarzinomen des Magens sowie mit den mesenchymalen GIST.

Zu den epithelialen Tumoren gehort das eben genannte, auch als Darmkrebs
bezeichnete Kolorektale Karzinom, welches Uberwiegend ein Adenokarzinom ist.
Etwa jede achte Krebserkrankung geht in Deutschland auf dieses Karzinom
zuruck, sodass etwa einer von 17 Mannern und eine von 20 Frauen im Laufe des
Lebens die Diagnose Darmkrebs erhalten [1]. Das Kolorektale Karzinom nimmt
somit eine bedeutende Stellung unter den Krebserkrankungen in Deutschland,
aber auch in der Europaischen Union, ein. Krebserkrankungen des Magens
lassen sich ebenfalls hauptsachlich auf Adenokarzinome zurickflhren. Mit einer
Neuerkrankungsrate von 14.760 (Stand 2018) [5] ist das Magenkarzinom deutlich
seltener als das Kolorektale Karzinom, hat aber mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von ca. 32% eine deutlich schlechtere Prognose [1]. GIST sind
hingegen deutlich seltener und reprasentieren nur 0,1-3% aller
Gastrointestinalen Tumore. Sie zahlen zu den mesenchymalen Tumoren und
kénnen Uberall im Gastrointestinaltrakt auftreten, wo es mesenchymales Gewebe
gibt. [6]

1.3. Friuherkennung im GI-Trakt und endoskopische Methoden

Die Fruherkennung einer Krebserkrankung ist ein entscheidender Parameter, um
den Patienten zu heilen. Eine Darmkrebsfriherkennung soll nach den S-3
Leitlinien fur das Kolorektale Karzinom ab dem 50. Lebensjahr begonnen
werden, wobei die Koloskopie die hdchste Sensitivitat und Spezifitat im Auffinden
von Kolorektalen Karzinomen und Adenomen besitzt [7]. Der Untersucher

betrachtet den Gastrointestinaltrakt dabei mit einem Endoskop von innen. Es



kann schwierig sein, Krebsvorstufen und in die Tiefe wachsende Tumore zu
erkennen. Da die endoskopische Untersuchung sowohl untersucher- als auch
technikabhangig ist, konnen hierbei Lasionen Uubersehen werden. Einige
Hersteller und Forschungsgruppen versuchen daher erweiterte endoskopische
Verfahren zu etablieren, um dem Untersucher die Erkennung von Krebsvorstufen

und Tumoren zu erleichtern und somit die Detektionsrate zu erh6hen.

Das klassische Endoskop besitzt einen Bildleiter, einen Lichtleiter und einen
Arbeitskanal. Es wird mit Weillicht betrieben. Diese klassischen Endoskope
werden zunehmend durch moderne Verfahren erganzt. Die Chromendoskopie
oder auch das Narrow Band Imaging waren erste Varianten der klassischen
Weildlichtendoskopie und sind weitestgehend im klinischen Gebrauch.
Modernere Varianten kommen z.B. von der Firma PENTAX Medical. Deren i-
Scan Technologie arbeitet mit verschiedenen Algorithmen. Dabei kbnnen mit
Oberflachenverstarkung, Kontrastverstarkung und Farbtonverstarkung Lasionen
unter verschiedenen Aspekten betrachtet werden[8]. Die i-Scan Algorithmen in
Verbindung mit bildverstarkenden HD-Endoskopen zeigen eine hdhere
Detektionsrate von Kolorektalen Polypen als die klassische Weildlicht-
Endoskopie [9]. Das Ziel einer Koloskopie ist das Erreichen eines Polypen freien
Darms [7]. Es gibt aber auch Polypen, die benigne sind und nicht unmittelbar
entfernt werden mussen. In vivo sind diese jedoch schwer von den malignen
Polypen zu unterscheiden. Daher wird jeder Polyp entfernt und histopathologisch
untersucht. Eine Gewebedifferenzierung der Polypen wahrend der Endoskopie
wirde das Risiko fur den Patienten als auch den Kostenfaktor der
histopathologischen Auswertung reduzieren. Mit der i-Scan Technologie von
PENTAX Medical konnte nicht nur eine bessere Detektionsrate, sondern auch
eine bessere Unterscheidung zwischen neoplastischen und nicht neoplastischen

Polypen erreicht werden [10].

Neben der optischen Diagnostik riickt auch immer mehr die Diagnostik mit Hilfe
von kunstlicher Intelligenz in den Vordergrund. Dem Untersucher werden hierbei
im Live-Bild Lasionen oder UnregelmaRigkeiten angezeigt, was die

Detektionsrate verbessern soll. Seit einigen Jahren gibt es sogenannte Computer



Aided Detection (CADe)-Systeme, welche z.B. schon in der Mammografie und
anderen Bereichen eingesetzt werden. Auch fir den Gastrointestinaltrakt konnte
mit einem CADe-System in einer Studie eine signifikant erhohte Adenom
Detektionsrate ohne Zeitverlust bei der Untersuchung gezeigt werden [11]. In
Japan wurde 2019 das auf kunstlicher Intelligenz basierte System EndoBRAIN
fur die klinische Benutzung zugelassen. Das System hat gezeigt, dass es
neoplastische von nicht neoplastischen Lasionen korrekt unterscheiden kann
[12].

1.4. Therapieformen

Jede Tumorerkrankung hat eine Behandlungsempfehlung, die meist in Leitlinien
verschiedener Gesellschaften zu finden sind. Therapien sind haufig im Wandel,
da stets neue Erkenntnisse und Behandlungsmadglichkeiten hinzukommen. Es
gibt im Allgemeinen drei Behandlungssaulen der Tumorerkrankungen. Diese sind
chirurgische Verfahren, die medikamentdse Therapie und die Strahlentherapie.
Die Thematik dieser Arbeit befasst sich mit der Saule der chirurgischen Therapie.

Hierbei kommt haufig die Elektrochirurgie zum Einsatz.
1.5. Elektrochirurgie

Die erste elektrochirurgische Einheit wurde in den 1920er Jahren von William
Bovie erfolgreich eingesetzt, indem er humanes Gewebe bei neurochirurgischen
Eingriffen koaguliert und geschnitten hat [13]. Heutzutage befindet sich in fast
jedem Operationssaal eine elektrochirurgische Einheit. Bei der Anwendung von
Elektrochirurgie macht man sich den Effekt zunutze, dass elektrische Energie in
thermische Energie umgewandelt und dabei ein thermaler Gewebeschaden
verursacht wird. Strom entsteht durch die Bewegung von Elektronen. Durch die
schnelle Bewegung dieser Elektronen durch das Zytoplasma der Zellen wird
deren Temperatur erhoht [14]. Der Stromfluss kann dabei je nach eingestellten
Parametern unterschiedliche Effekte im Gewebe erzielen. Zum einen ist dies auf
die erreichte Temperatur, zum anderen auf die Geschwindigkeit der
Gewebeerwarmung zurlckzufihren. Bei Temperaturen knapp unter dem

Siedepunkt werden die Proteine im Gewebe denaturiert und es kommt zur



Koagulation, wodurch z.B. Blutungen gestillt werden konnen. Wird die
Temperatur langsam weiter erhoht, verdampft das Wasser im Gewebe und es
trocknet aus. Ist die Temperatur von Anfang an Uber dem Siedepunkt, so kommt
es zu einer sehr schnellen Verdampfung des Wassers im Gewebe, wodurch es
fragmentiert wird und somit geschnitten werden kann [14-16]. Man unterscheidet
hierbei die monopolare von der bipolaren Anwendung. Bei der monopolaren
Anwendung fliel3t der Strom von einer aktiven Elektrode durch den Patienten zu
einer grol¥flachigen Neutralelektrode (Abbildung 1). Die Stromdichte ist im
Bereich der kleinen aktiven Elektrode am hochsten, wodurch der Effekt hier am
starksten ausgepragt ist und mit zunehmendem Abstand abnimmt. Die grof3e
Flache der Neutralelektrode fuhrt zu einer niedrigen Stromdichte und verhindert
dort einen thermischen Gewebeschaden. Bei der bipolaren Anwendung flie3t der
Strom zwischen einem aktiven Elektrodenpaar, wobei das Gewebe zwischen den
beiden aktiven Elektroden den Stromkreis schliel3t und somit auch nur hier der
Effekt der thermischen Schadigung auftritt [15, 16].

_—

Elektrochirurgischer Generator

-—

Abbildung 1: Monopolare Anwendung einer elektrochirurgischen Einheit
Der im Generator produzierte Strom flief3t von der aktiven Elektrode durch das Gewebe bzw. den
Patienten zur Neutralelektrode. Beim Durchtritt kommt es zur thermischen Schédigung



1.6. Atomare Zusammensetzung von biologischem Gewebe

Jedes Organ besteht aus mehreren Gewebearten, die zusammen als
Funktionseinheit dienen. Die Gewebearten bestehen aus Zellverbanden, welche
unterschiedliche Aufgaben innerhalb des Gewebes erfullen. Jede Zelle hat dabei
Zellorganellen, die wiederum verschiedene Funktionen besitzen. All diese
Zellorganellen bestehen aus biochemischen Molekulen, Wasser und
Elektrolyten. Letztendlich sind diese Verbindungen aus kleinsten Teilchen
aufgebaut, den Atomen, welche im Periodensystem der Elemente aufgelistet
sind. Wie jegliche Materie hat auch biologisches Gewebe eine bestimmte
elementare Zusammensetzung, die es gewissermalRen definiert. Bei
Abweichungen des urspringlichen Gewebes &andert sich also auch die
elementare Zusammensetzung. So konnte z.B. Nawi et al. in einer Studie von
2019 zeigen, dass die Anzahl an Spurenelementen wie Cobalt (Co) und
Magnesium (Mg) im Tumorgewebe bei Patienten mit Kolorektalen Karzinomen
zum Normalgewebe signifikant unterschiedlich waren [17]. Auch eine andere
Studie von Juloski et al. fand einen Unterschied an
Spurenelementkonzentrationen in der Schleimhaut von Normal- und
Tumorgewebe von Patienten mit Kolorektalem Karzinom. Es konnte sogar
gezeigt werden, dass bei héherem Malignitatsgrad (Grading) eine hdhere
Relation von Kupfer zu Zink vorlag als bei niedrigerem Grading [18]. Auch andere
Gewebe zeigen Unterschiede in ihrer Gewebezusammensetzung, wenn es
entartet ist. Eine Studie von Al-Ebraheem et al. hat gezeigt, dass sich die
Spurenelemente des Tumorgewebes von Lungen-, Nieren-, und Brustgewebe im
Vergleich zu dessen Normalgewebe unterscheiden [19]. Die elementare
Zusammensetzung jedes Gewebes scheint ihm also eine spezifische
Charakteristik zu geben. Dies stellt die zentrale Thematik dieser Arbeit dar. Mit
Kenntnis dieser méglichen Charakteristiken soll es mdglich sein, unbekanntes

Gewebe zu erkennen.



1.7. Verfahren zur Gewebedifferenzierung

Es gibt unterschiedliche Methoden, um Gewebe zu differenzieren. So gibt es z.B.
ein Verfahren mit Hilfe von optischer Koharenztomographie, das mit reflektiertem
Licht Bilder von Gewebe erstellen kann. In einer Studie von Mesa et al. konnte
so gezeigt werden, dass mit dieser Methode Muskelgewebe, Fettgewebe und
Sarkome voneinander unterschieden werden kdnnen, um Resektionsgrenzen bei
Sarkomen auf mikroskopischer Ebene besser beurteilen zu kénnen [20].
Daneben zahlen Verfahren zur Untersuchung magnetischer Resonanzen und
Fluoreszenz markiertem Gewebe zu Mdoglichkeiten der Gewebedifferenzierung
[21-24].

Des Weiteren gibt es auch spektroskopische Verfahren. Hierbei werden auf

verschiedene Weise Spektren des Gewebes gesammelt und ausgewertet.

Eines dieser Verfahren ist die Raman Spektroskopie. Sie beruht auf einer
unelastischen Streuung von monochromatischem Licht an Molekulen, mit der die
molekulare Zusammensetzung eines Gewebes bestimmt werden kann. Hiermit
lasst sich fur jedes Gewebe ein ,Fingerabdruck® erstellen [25, 26]. So gibt es
mehrere Studien, die herausgefunden haben, dass mit Hilfe der Raman
Spektroskopie zwischen normalem, dysplastischem und kanzerogenem Gewebe
im Magen unterschieden werden kann [25]. Teh et al. stellten in ihrer Studie sogar
fest, dass es mit der Raman Spektroskopie mdglich ist, die beiden Subtypen des
Magenkarzinoms (intestinaler und diffuser Typ) anhand ihres Spektrums
voneinander zu unterscheiden [27]. Mit Hilfe von Raman Spektroskopie fand sich
auch ein Unterschied zwischen normaler Schleimhaut des Magens, dem
benignem und dem malignem Magenulcus [28]. Die Studienlage zur Raman
Spektroskopie ist umfassend und zeigt eine klare Tendenz zur Mdglichkeit der
Gewebedifferenzierung auf elementarer Ebene. Jedoch bringt die Identifikation
der molekularen Charakteristika bei dieser Methode auch Probleme mit sich. So
sind ahnliche molekulare Strukturen kaum zu unterscheiden, Verunreinigungen
oder der Laser Uberschatten schnell die eigentlichen Informationen und durch

Erhitzung der Probe kann diese Schaden nehmen [25].



Ein weiteres spektroskopisches Verfahren ist die Massenspektrometrie. Molekule
werden hierbei ionisiert und die lonen nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
eingeteilt. Fatou et al. haben ein Instrument entwickelt (SpiderMass), welches
Gewebe mit Hilfe von Massenspektrometrie vor Ort und in Echtzeit analysieren
kann. Mit Hilfe eines Lasers werden lonen durch Anregung von OH-Banden
generiert und analysiert [29]. Sie konnten zeigen, dass Gewebeproben von
Ovarialkarzinomen im Vergleich zu dessen Normalgewebe ein jeweils
spezifisches molekulares Profil haben. Ziel dieses Instruments ist der Einsatz in
der Tumorchirurgie. Der Chirurg soll durch das Scannen des Gewebes mit dem
Laser direkt ein molekulares Profil des Gewebes erhalten, um damit
Ruckschlisse auf entartetes oder normales Gewebe ziehen zu kénnen [29].
Dasselbe Prinzip verfolgt das iKnife System. Es nutzt zur Analyse die sogenannte
Rapid Evaporative lonization Mass Spectrometry (REIMS) [30-32]. Die Kopplung
von Elektrochirurgie und der REIMS Analyse wird als intelligent Knife (iKnife)
bezeichnet [30]. Bei Anwendung von Elektrochirurgie entsteht durch die
Verdampfung des Gewebes eine Art Rauch. Balog et al. nahmen an, dass sich
in diesem Rauch biologisches Material befindet und untersuchten dieses mit Hilfe
von REIMS. Die massenspektroskopischen Auswertungen zeigten ex vivo eine
hochspezifische Wiedererkennung des analysierten Gewebes, sodass das iKnife
auch in der intraoperativen Anwendung getestet wurde. Von 81 Patienten wurden
864 Spektren untersucht. Die Ergebnisse bei der Untersuchung aller dieser
Spektren ergab eine Sensitivitdt von 97,7% und einer Spezifitdt von 96,5% fur
die Erkennung von Tumor- zu Normalgewebe [30]. Auch weitere Anwendungen
erzielten gute Ergebnisse beim Einsatz des iKnife. So wurde dieses in einer 2019
veroffentlichten Studie von Mason et al. auch bei der Anwendung von Transanal
minimally invasive surgery (TAMIS) getestet. REIMS konnte Normalgewebe von
Adenomen und Tumorgewebe zu 86,8% unterscheiden [33]. Die Anwendung von
massenspektrometrischen Verfahren bietet hier also auch die Madglichkeit,
Gewebe zu differenzieren. Jedoch bringt auch diese Methode Nachteile mit sich.
Massenspektrometer sind grof3e und wartungsintensive Maschinen und mit
Analysezeiten von 0,7-2,5 Sekunden ist die Gewebedifferenzierung nicht in
Echtzeit [4, 32].



Ein weiteres spektroskopisches Verfahren ist die optische
Emissionsspektroskopie. Sie ist heutzutage vor allem in der Metallindustrie eine
weit verbreitete Analysetechnik. Die Bestimmung der Elementzusammensetzung
wird zur qualitativen und quantitativen Analyse der Metalle eingesetzt. In der
Medizin findet die optische Emissionsspektroskopie bisher wenig Anwendung.
Da sie ein essenzieller Bestandteil dieser Arbeit ist, sollen die Grundlagen hier

kurz erlautert werden.

Durch Energiezufuhr (z.B. in Form eines Funkens bei Anwendung von Strom)
kann ein Atom in einen hoheren Energiezustand versetzt werden. Durchlauft ein
Atom dann einen Zustand hdherer Energie in einen Zustand niedrigerer Energie,
so gibt es die Uberschussige Energie in Form eines Photons ab. Diese emittierten
Photonen haben spezifische Wellenlangen und ergeben ein Spektrum, das
bezlglich seiner Lage auf einem von einem Spektralapparat angelegten
Strahlungsband charakteristisch fur das betreffende Element ist [34]. Jedes Atom
hat also definierte Emissionslinien, anhand derer es in der spektrometrischen
Darstellung detektiert werden kann. Die Charakteristika der einzelnen Atome und

Molekdule sind in 6ffentlich zuganglichen Referenzdatenbanken dokumentiert.

1.8. Gewebedifferenzierung mittels optischer

Emissionsspektroskopie

Wie Eingangs schon erwahnt ist die Gewebedifferenzierung ein entscheidender
Parameter vor allem in der chirurgischen Behandlung von Tumorerkrankungen.
Der Anspruch an eine optimale Methode zur intraoperativen
Gewebedifferenzierung ist eine Aussage Uber die Beschaffenheit des Gewebes
vor Ort (in situ), in ,Echtzeit” (in realtime), d.h. fur den Untersuchenden ohne
Zeitverzug, und auf einer mikroskopischen Ebene. Mit diesem Grundgedanken
haben sich die oben genannten  spektroskopischen Verfahren
auseinandergesetzt. Ein weiteres Verfahren, das entwickelt wurde und auch
diesen Grundgedanken aufgreift, arbeitet mit Hilfe von Hochfrequenz-Chirurgie
und wurde in einer 2015 veroffentlichten Studie von Spether et al. vorgestellt. Sie

entwickelten ein ,Optical Emission Spectroscopy“-System (OES-System),



welches in Abbildung 2 dargestellt ist. Die Gewebeerkennung beruht hierbei auf
optischen Emissionsspektren, mit denen Gewebe auf seine elementare
Zusammensetzung hin untersucht und so Ruckschlisse auf die Identitat dessen

geschlossen werden kann [4].

2) . ) Gas channel Electrosurgical generator
Wediasupplies Optical fiber and OES-module
HF current

=

OES-
electroscalpel

Gas flow

Active electrode
Light spark

Optical fiber

Abbildung 2: Aufbau und Funktion des OES-Systems (Spether et al. 2015, S.4)

In ein gewbhnliches Elektroskalpell wurde eine Glasfaser integriert, die den bei der Anwendung
von Hochfrequenz-Strom entstehenden Funken in Form von Photonen einfdngt. Ein angelegter
Gasfluss schiitzt die Glasfaser vor Verunreinigung. Das eingefangene Licht I&dsst sich mittels
Spektrometer darstellen
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Bei der Anwendung von Hochfrequenz-Chirurgie entsteht an der Spitze des
Elektroskalpells ein Funke. Dieser kommt durch die Anregung der Molekule und
Atome des Gewebes zustande, die durch den Stromfluss in ein hoheres
Energielevel gehoben werden. Bei der Relaxation der Atome und Molekule
werden dann Photonen mit spezifischer Wellenlange emittiert, welche als Licht,
also dem Funken, zu sehen sind. Dieses Licht lasst sich mit Hilfe von optischen
Fasern einfangen, um es einer emissions-spektrometrischen Analyse zu
unterziehen. Hierbei lassen sich die einzelnen Photonen mit ihren
unterschiedlichen Wellenlangen differenzieren und ihrem jeweiligen Element
zuordnen, auf dessen Anregung sie zurlckzufuhren sind. Spether et al. haben
dieses Verfahren an Nierengewebe angewendet. Die Auswertung der
Ergebnisse zeigte eine Sensitivitat von 96% und eine Spezifitat von 93% fur die
Klassifikation von normalem Nierengewebe und Gewebe von Nierentumoren.
Auch konnten die einzelnen Tumortypen zu ca. 95% richtig klassifiziert werden

[4]. Die Studie von Spether et al. gilt als Motivation flr die hier vorgestellte Arbeit.
1.9. Ziel der Studie

Dass die Moglichkeit der Gewebedifferenzierung mittels optischer
Emissionsspektren in Echtzeit funktioniert, wurde bisher nur an Nierengewebe
untersucht [4, 35]. Die guten Ergebnisse motivieren uns, das Verfahren auch auf
andere Tumore und Organe auszuweiten. Auf Grund der hohen Bedeutung
Gastrointestinaler Tumore flr die Gesellschaft [1] haben wir das Verfahren bei
Tumoren des Gastrointestinaltraktes mit folgenden Fragestellungen

angewendet:

1. Wie gut korrelieren OES-Gewebespekiren mit den histologischen
Befunden ,Normalgewebe” und ,,Nicht-Normalgewebe* fiir die Neoplasien
Kolorektales Karzinom, Magenkarzinom und GIST im
Gastrointestinaltrakt?

2. Lassen sich Neoplasien in verschiedenen Abschnitten des
Gastrointestinaltraktes anhand bestimmter spektraler Charakteristika
durch einen universellen Klassifikator beschreiben?

3. Welche Schwierigkeiten und Herausforderungen bringt die OES-Analyse

im Gastrointestinaltrakt mit sich?
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2. Material & Methoden

21. Genehmigung

Die Studie wurde von der Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der
Eberhard-Karls-Universitat und am Universitatsklinikum Tudbingen unter der
Nummer 068/2014B02 genehmigt. Auch die Verwendung von Biobank Proben

wurde unter der Nummer TuBa 13-2018 genehmigt.
2.2. Gewebeproben

Fur die Studie wurden humane Gewebeproben gesammelt (s.u.), die die zu
untersuchende Tumore als auch Normalgewebe enthielten. Alle Gewebeproben
stammen von Patienten, die ihr Einverstandnis fur die Verwendung ihres
entnommenen Gewebes flr wissenschaftliche Zwecke gegeben haben. Es
wurde hierbei auf zwei verschiedene Wege der Gewebesammlung

zuruckgegriffen.

Zum einen geschah dies im klinischen Alltag. Sobald im Universitatsklinikum
TUbingen wahrend eines operativen Eingriffs eine Resektion eines fur die Studie
bericksichtigten Tumors erfolgte, wurde von dem Resektat, welches
routinemaRig fur die Pathologie bestimmt ist, nach den Ublichen klinischen
Untersuchungen eine Gewebeprobe fur die Studie beiseitegelegt. In den meisten
Fallen war es moglich, Tumor - als auch Normalgewebe zu erhalten. Diese
Gewebeproben wurden im Kihlschrank maximal 48 Stunden gelagert und dann
gemessen. Bei selteneren Tumoren wie z.B. dem GIST ist diese Art der
Probensammlung sehr zeitaufwandig, weswegen auf einem zweiten Weg auf
Gewebeproben aus der Tumordatenbank des Universitatsklinikums Tubingen
zurtickgegriffen wurde. Diese wurden aufgetaut und innerhalb von einer Stunde

gemessen.
2.3. Tumordatenbank

Das Universitatsklinikum Tubingen hat Zugriff auf die zentrale Biobank des

Comprehensive Cancer Center (CCC) Tubingen-Stuttgart. In dieser wird vor
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allem Tumorgewebe gelagert und nach strengen Richtlinien flr die Forschung
bereitgestellt. Ein interdisziplinar zusammengesetzter wissenschaftlicher Beirat
entscheidet Uber die Erlaubnis der Gewebenutzung fiur wissenschaftliche
Zwecke. Auch die hier verwendeten Proben wurden fir die hier vorgestellte Arbeit
freigegeben. Die zentrale Biobank des CCC Tubingen-Stuttgart ist Mitglied der
German Biobank Alliance. Diese besteht aus mehreren Mitgliedern, die im Besitz
von Biobanken sind. Des Weiteren sind IT-Expertenzentren involviert, die flr die
Bereitstellung eines Netzwerks verantwortlich sind, um einen einfachen

Datenaustausch zu ermdglichen [36].
2.4. Generieren von OES-Daten
2.4.1. Messstand

Der Messstand wurde im Schnellschnittlabor des Universitatsklinikums TUbingen
aufgebaut. Dieser ist in Abbildung 3 dargestellt. Auf einem Tisch wurde die
Neutralelektrode platziert, auf der das Gewebe gemessen wurde. Zum Schutz
des Messenden diente eine seitlich gedffnete Plexiglasbox. Eine Absaugung mit
verstellbarem Schlauch wurde in die Box integriert. Eine
Fotodokumentationsplatte, ein Fotoapparat, histologische Farbe und
Desinfektionstlicher wurden auf dem Tisch bereitgestellt. Zur Messung diente
eine elektrochirurgische Einheit der Firma Erbe Elektromedizin GmbH (VIO3
Generator) inklusive Messinstrument. Zur Aufnahme der Spektren wurde eine
Optische Emissionsspektroskopie Einheit der Firma ACMIT GmbH verwendet.
Die Absaugung erfolgte mit einem IES 3 Rauchabsaugsystem der Firma Erbe

Elektromedizin GmbH. Eine CO2 Gasflasche wurde in das Gehause integriert.

Bei Anwendung von Hochfrequenzstrom mit dem Messinstrument auf
organischem Gewebe entsteht ein Funke, der Informationen zur
Gewebezusammensetzung enthalt. Diese Information in Form von Photonen
wurde mit Hilfe der optischen Glasfaser eingefangen, zum OES-Gerat geleitet
und dort als Emissionsspektrum gespeichert. Zum Schutz der Glasfaser vor
Verschmutzung wurde am Eingang dieser ein kontinuierlicher Gasstrom aus CO2

erzeugt. Bei Verschmutzung durch z.B. Gewebefetzen oder sonstige Substanzen
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kann es namlich zu einem sogenannten Transmissionsfehler kommen, der die
Ergebnisse verfalschen kann. Um diesen zu verhindern bzw. zu erkennen, wurde
das Messinstrument nach einer definierten Anzahl an Messungen regelmalig
ausgetauscht. Hierzu nimmt das Messinstrument vor den eigentlichen
Messungen das Spektrum einer Deuteriumlampe auf. Nach der definierten
Anzahl an den eigentlichen Messungen wird das Spektrum der Deuteriumlampe
erneut aufgenommen. Diese beiden Spektren (vorher/nachher) werden
voneinander subtrahiert. Erscheinen hierbei grof3e Differenzen, wurde die
Messsonde verschmutzt und es kam zum Transmissionsfehler. Dies bedeutet

dann, dass die gemessenen Spektren der Messsonde Fehler aufweisen konnten.

© Erbe Elektromedizin =

Abbildung 3: Messstand und zugehérige Komponenten
Der Messstand wurde im Schnellschnittlabor der CRONA Kiliniken Tibingen installiert. Es sind

die einzelnen Komponenten, die fiir die Generierung der OES-Daten bendtigt wurden, abgebildet

2.4.2. Beschreibung des Messverfahrens

Fir die Messung wird die Gewebeprobe auf die Neutralelektrode gelegt und
anschlieBend mit einer gewohnlichen Natriumchlorid-Losung (NaCl) abgespllt,
um eventuelle Verschmutzungen zu beseitigen. Das uberschussige NaCl wird
dann vor der Messung mit Zellstoffpapier seitlich aufgesaugt, ohne die
Gewebeprobe zu berihren. AnschlieRend werden die Messpunkte nacheinander
gesetzt (Abbildung 4). Der Abstand zwischen den Messpunkten ist so zu wahlen,
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dass das koagulierte Gewebe makroskopisch nicht ineinander Ubergeht. Jeder
Messpunkt wird dokumentiert und nummeriert, um ihn in der spater folgenden
histologischen Auswertung wiederzuerkennen. Um die Orientierung des
Gewebes fur die histologische Auswertung nachzuvollziehen, werden nach der
Messung die Gewebeproben an zwei Seiten farblich markiert. Um Autolyse und
Faulnis zu verhindern, werden die Proben anschlie®end in Formalin eingelegt

und so fixiert.

Normalgewebe (Kolon) Tumorgewebe (Kolon)

Messpunkte

Messpunkte

Abbildung 4: Gewebeproben vor und nach der Messung
Gewebeproben von Normal- und Tumorgewebe aus dem Kolon vor und nach der Messung. Die
Messpunkte wurden so gesetzt, dass sie makroskopisch nicht ineinander (ibergehen.

AnschlieBend wurden sie in einer Skizze dokumentiert

2.4.3. Dokumentation

Jeder Patient erhalt unabhangig von der Studie bei Aufnahme am Klinikum eine
Nummer (K-Nummer). Fur alle Patienten der Studie wurde eine zusatzliche
Nummer (P-Nummer) angelegt. Diese ergibt sich aus der fortlaufenden
Nummerierung der gemessenen Proben. Auf einem separaten Dokument,
welches am pathologischen Institut verbleibt, wurde die angelegte P-Nummer mit
der zugewiesenen K-Nummer des pathologischen Instituts vermerkt. Hierdurch

ist es mdglich, die Gewebeproben dem urspriinglichen Patienten zuzuordnen.
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Fur die Dokumentation der Messung wurde zusatzlich fur jeden Patienten ein
Laufzettel erstellt (Abbildung 5), auf welchem das Datum, die Gewebeart und die
zugehorigen Fotonummern dokumentiert wurden. Diese Laufzettel wurden

eingescannt. Die Originale wurden bei der Firma Erbe Elektromedizin archiviert.

erbe

Skizze und Bemerkungen

Datum der !.;h?_ssn.i ng: Af A0, A9 P-Nummer:
Gewebeart: Sijma P.

Fotonummern: 54 -20o0q
A54 - 2102 Jahrgang Patient/-in:

Anzahl Paraffinblécke:

| Messpunktnumme rn
4 -5%

OES Patho-Crona

Abbildung 5: Beispiel der Datenerfassung

Zur exakten Zuordnung von Messpunkten und histopathologischen Befunden wurden die Daten
auf diesem Bogen dokumentiert. Fiir jeden Patienten wurde eine P-Nummer angelegt und alle
Daten der Messung auf dem Bogen eingetragen. Auf der Rlickseite befindet sich die Skizze der

gemessenen Gewebestlicke mit eingetragenen Messpunkten

Vor  jeder Messung wurden die Gewebeproben auf  eine
Fotodokumentationsplatte gelegt und fotografiert. AnschlieRend wurden die
Gewebeproben auf dem Laufzettel skizziert. In dieser Skizze wurde wahrend der
Messung jeder Messpunkt eingetragen. Nach der Messung wurde die
Gewebeprobe erneut auf die Fotodokumentationsplatte gelegt und farblich
markiert. Dabei wurde die Gewebeprobe vor und nach der farblichen Markierung

fotografiert.
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2.5. Histologische Auswertung

Die in Formalin eingelegten Gewebeproben wurden am Institut fur Pathologie
einer Standardprozedur fur histologische Schnitte unterzogen. Die
Gewebeproben werden dabei zunachst mit Paraffinwachs eingebettet (Abbildung
7). Mit Hilfe eines Mikrotoms werden von dem Paraffinwachsblock hauchdinne

Schnitte angefertigt, welche auf einem Objekttrager angetrocknet werden [37].

Abbildung 6: Nano Zoomer 2.0-HT der Firma Hamamatsu Photonics
Mit dem Nano Zoomer wurden die Objekttrdger gescannt, um die histologischen Schnitte in eine
digitale Form zu bringen

Um die histologische Auswertung digital durchfihren zu kénnen, wurden die
Objekttrager mittels dem Nano Zoomer 2.0 HAT (Abbildung 6) eingescannt. Fur
die Auswertung wurde das Programm NDP.view2 der Firma Hamamatsu
Photonics K.K. verwendet. Zur Orientierung diente die histologische Farbe. Das
makroskopische und das mikroskopische Bild wurden nebeneinandergelegt und
anschlielRend verglichen. Die gefundenen Lasionen wurden markiert und dem
ursprunglichen Messpunkt zugeordnet (Abbildung 7). AnschlieRend erfolgte die
histologische Auswertung. Da das Gewebe in der Lasion meist durch die
hochfrequenz-Strom-Anwendung zerstoért wurde, wurde das Gewebe in
unmittelbarer Nahe bewertet und davon ausgegangen, dass die Lasion dieselbe
Gewebezusammensetzung beinhaltet. Zunachst wurden samtliche Gewebearten
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der zugehorigen Lasionen histologisch beschrieben: bei Normalgewebe also z.B.
Bindegewebe, Schleimhaut, Fettgewebe, glatte Muskulatur etc., im Bereich des
Tumors wurde von Tumorzellen, Tumorstroma und Tumornekrose
unterschieden. Die Gewebezusammensetzung wurde in Prozent angegeben
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Dokumentation der histologischen Auswertung einzelner Ldsionen
Hinter jeder Spektrumnummer steht ein Messpunkt, der in der histopathologischen Untersuchung

genau definiert wurde. Jeder Messpunkt erhélt somit eine prozentuale Zuordnung zu seinen

Gewebetypen
A B C
PatientenNr. Ergebnis Histologie Spektrumnummer
P-0328 Normalgewebe Nr. 1-31
0% Tumor, 100% Tumorstroma 32
100% Tumeor, 0% Tumorstroma 33
20% Tumor, 80% Tumorstroma 34
20% Tumeor, 80% Tumorstroma 35
N/A 36
80% Tumor, 20% Tumorstroma 37
100% Tumeor, 0% Tumorstroma 38
80% Tumor, 20% Tumorstroma 39
80% Tumeor, 20% Tumorstroma 40
20% Tumor, 80% Tumorstroma 41
20% Tumor, 80% Tumorstroma 42
10% Tumor, 90% Tumorstroma 43
0% Tumor, 80% Tumorstroma, 20% Fett 44
0% Tumor, 100% Tumorstroma 45
0% Tumor, 100% Tumorstroma 46
0% Tumor, 100% Tumorstroma a7
0% Tumor, 100% Tumorstroma 48
20% Tumor, 80% Tumorstroma 49
10% Tumor, 90% Tumorstroma 50
10% Tumor, 90% Tumorstroma (Entziindung) 51
50% Fett, 50% Lymphknoten 52
100% Bindegewebe 53
0% Tumor, 50% Tumorstroma, 50% glatte Muskulatur 54
0% Tumor, 50% Tumorstroma, 50% Fett 55
80% Tumor, 20% Tumorstroma 56
30% Tumeor, 70% Tumorstroma 57

Nicht alle Proben wurden nach genau diesem Prinzip ausgewertet. Vor allem zu
Beginn der Datensammlung wurde nach der Messung anhand des
makroskopischen Eindrucks entschieden, ob eine histologische Untersuchung

notig ist oder nicht. Bei eindeutiger Makroskopie wurde das jeweilige
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Gewebestlck als Tumorgewebe oder als Normalgewebe definiert. Mit
zunehmender Datensammlung wurde klar, dass eine sehr genaue histologische
Auswertung von grof3er Bedeutung ist, sodass die Proben zunehmend genau
ausgewertet wurden. Einige Patientenproben sind somit makroskopisch beurteilt

und nicht detailliert histologisch ausgewertet.
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Abbildung 7: Paraffinwachsblécke und Sicht auf die hauchdiinnen Schnitte (digitalisiert)
Nach Einbettung des Gewebes in Paraffin entstehen Blécke (links), von denen hauchdiinne
Schnitte abgeschnitten werden. Diese werden auf einem Objekttrdger platziert und eingescannt.

Nach dem Einscannen lassen sie sich digital betrachten (rechts)

2.6. Spektroskopische Auswertung - Algorithmus zur

Gewebeerkennung

Die Auswertung der spektroskopischen Daten erfolgte in engem Austausch bei
der Firma Erbe Elektromedizin. Bevor die Spektren verwendet wurden, wurden
sie zunachst einer Vorverarbeitung unterzogen. Dabei wurde an den Spektren
mit Hilfe des asymmetric least square algorithm eine Baseline Correction
angewendet [38]. Sie dient zur Reduzierung von Interferenzen und
Hintergrundrauschen, welche die Datenqualitat sonst negativ beeinflusst. Das
Signal, welches nach der Baseline Correction bleibt, umfasst Emissionslinien von

atomaren Elementen und Peaks von molekularen Emissionsbandern. Eine
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weitere Vorverarbeitung umfasst die Untersuchung der Signalqualitat. Nur wenn
eine der Emissionslinien von Kohlenstoff (247,9nm) und Magnesium (285,13nm)
ein Signal-Rausch-Verhaltnis von uber 20 hatte, wurde es in die Analyse mit
einbezogen, da dann von einem ausreichendem Nutzsignal und relevanten
Gewebeinformationen ausgegangen werden konnte. Einen Uberblick Uber die

dann erfolgte Datenanalyse zeigt Abbildung 8.

el e

Features
fur die

—

Trainingsset Support Vector

(n-1 Machine
Gewebespektren) (Klassifikator)

Histologie

(Normal/
Klassifikation

Tumor)

Gewebe und deren
Spektrum

Testset Vorhersage
(Gbriges zur
Gewebespektrum) Gewebeerkennung*

*Bewertung der Vorhersage durch:
Sensitivitat, Spezifitat, Positiv pradiktiver Wert, Negativ pradiktiver Wert, Genauigkeit

Abbildung 8: Uberblick der Datenanalyse
Von den Gewebespektren zur Gewebeerkennung sind mehrere Schritte notwendig. Nach
Auswahl der Features kann der Klassifikator anhand der histologischen Untersuchung mittels

Testset und Trainingsset eine Vorhersage zur Gewebewiedererkennung treffen

Grundlage fiur die Auswertung sind die Emissionslinien der einzelnen
chemischen Elemente und Molekile des gemessenen Gewebes. Lasst sich
zwischen Normal- und Tumorgewebe ein Unterschied in der relativen Intensitat
der Emissionslinien feststellen, so wird dieser Unterschied als Merkmal
aufgenommen. Dieses Merkmal wird auch als Feature bezeichnet. Es ist definiert
als das Integral unter dem Peak der Emissionslinie. Befindet sich z.B. im Gewebe
eines Tumors mehr Magnesium als im ursprunglichen Normalgewebe, so

mussten alle Messpunkte im Tumorgewebe einen signifikant hdheren
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spezifischen Peak bei der Wellenlange von Magnesium aufweisen. Dieser Peak
sollte dann beim Spektrum des Normalgewebes nicht in einer solchen Intensitat
zu finden sein. So kann fur jede Gewebeart mit Hilfe verschiedener Features ein
Fingerabdruck erstellt werden. Mit Hilfe dieses Fingerabdrucks und der
histologischen Auswertung, die jeden Messpunkt klar definiert, lasst sich ein

Algorithmus zur Gewebeerkennung trainieren.
2.6.1. Support Vector Machine

Der Algorithmus ist im OES-System integriert und arbeitet auf Grundlage einer
Support Vector Machine (SVM). Hierbei handelt es sich um ein mathematisches
Verfahren der Mustererkennung und keine materielle Maschine, wie der Name
suggeriert. Die SVM ist ein Klassifikator, der eine Menge an unbekannten
Objekten einer bestimmten Klasse zuordnet. Im Falle dieser Arbeit zum Beispiel
waren die Objekte die einzelnen Spektren der Messpunkte und die Klassen die
Zuordnung zu Normalgewebe oder Tumorgewebe. Man spricht von einer binaren
Klassifikation, da es zwei Klassen gibt. Die Klassifikation kann aber auch multiple
sein. Ein Beispiel hierfur ware z.B. die Zuordnung in mehrere unterschiedlichen
Tumorentitaten. Fur die mathematische Mustererkennung wird jedes Objekt in
einem multidimensionalen Vektorraum reprasentiert. Die Objekte missen dabei
zunachst linear trennbar sein. Die SVM versucht bei der Klassifikation nun in
diesen Vektorraum eine Hyperebene einzubauen, die die beiden Klassen
voneinander trennt (Abbildung 9a). Der Vektor zwischen den Klassen soll dabei
so grol3 wie mdglich sein. Die SVM wird daher auch als Large Margin Classifier
bezeichnet. Der Margin bezeichnet hierbei den Bereich zwischen der Grenze und
den Punkten, die zu den Klassen gehdren. Die SVM braucht hierflr ein
Trainingsset an Objekten, anhand derer sie Klassifikationskriterien festlegen
kann, die dann auf die unbekannten Objekte angewendet werden kdnnen. In
einem zweidimensionalen Vektorraum lasst sich nur ein Feature fur die
Klassifikation verwenden. Da es aber mehrere Features gibt, die in die
Klassifikation mit eingehen sollen, sind die Objekte auf diese Weise nicht mehr
linear trennbar (Abbildung 9b). Aber auch nicht linear trennbare Objekte lassen

sich mit der SVM klassifizieren. Hierfur wird der Kernel Trick angewendet. Der
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Grundgedanke dieses Tricks ist es, den zweidimensionalen Raum in einen
héherdimensionalen Raum zu Uberfuhren, bis jedes Feature linear trennbar wird.
Dort wird dann die Hyperebene bestimmt und diese wie im zweidimensionalen
Raum mit mdglichst grolem Margin definiert und anschlie3end rucktransformiert.
Man erhalt dann eine nichtlineare, aber saubere Trennung der Klassen [39, 40].
Somit ist es der SVM in der vorgestellten Arbeit mdglich, auch mehrere Features

in die Klassifikation Tumorgewebe oder Normalgewebe mit einzubringen.

Lineare Trennbarkeitvon Objekten

& [y
y ® y

L
@
@

Hyperebene

]
Objekte Klasse 1
@

& Objekte Klasse 2

a) Linear trennbar X b) Nicht linear trennbar X

Abbildung 9: Lineare Trennbarkeit von Objekten
Wenn die Objekte voneinander linear trennbar sind, ldsst sich eine Hyperebene einbauen. Bei
nicht linear trennbaren Objekten wird der Kernel Trick angewendet, wodurch nicht linear

trennbare Objekte trennbar werden

Durch den Kernel Trick konnen bei der Auswertung theoretisch sehr viele
Features einbezogen werden, da bei bis zu unendlichen Dimensionen jedes
kleinste Detail irgendwann voneinander getrennt werden kann. Rein theoretisch
lasst sich der Algorithmus so mit unendlichen dieser Features trainieren. In der
Praxis scheitert dies aber an der Menge an Daten, die mit steigender Anzahl an
Features exponentiell steigt. Aullerdem lasst die Bedeutung der einzelnen
Features in immer hoher werdenden Dimensionen stark nach und wird klinisch
nicht mehr signifikant. Es wurden daher manuell die starksten Features
ausgewahlt, welche die SVM dann fir die Klassifizierung verwendet hat. Die

verwendeten Features sind im Ergebnis Teil dargestellt.

Das Ergebnis der SVM muss nun noch Uberprift werden. Hierfir gibt es

unterschiedliche statistische Verfahren. Eines dieser Verfahren ist ein Training
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mit einer Leave-One-Out Kreuzvalidierung, welches fur die spektroskopische

Auswertung angewendet wurde.
2.6.2. Leave-One-Out Kreuzvalidierung

Das Leave-One-Out Kreuzvalidierungsverfahren ist ein Testverfahren der
Statistik. Mit ihr kann die Qualitat eines statistischen Modells Uberpruft werden.
Mit der Kreuzvalidierung lasst sich abschatzen, wie genau das OES-System
arbeitet. Der Datensatz wird hierbei in einen Trainings- und einen Testsatz geteilt.
Die Analyse wird am Trainingsset durchgefuhrt und mit Hilfe des Testsets
Uberpruft. Um die Variabilitat zu verringern, werden bei der Leave-One-Out
Kreuzvalidierung alle Messungen bis auf eine als Trainingssatz verwendet, die
Ubrigen Messungen dienen dann als Testset. Das Trainingsset besteht also aus
den Spektren von n-1 Patienten, das Testset aus dem Spektrum des Ubrig
gebliebenen Patienten. Da jeder Patient mit seinen Spektren einmal als Testset
verwendet wird, ergibt sich eine definierte Anzahl an Kombinationen, deren

Mittelwert das Ergebnis der Kreuzvalidierung liefert.
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3. Ergebnisse

Um darzustellen, ob sich Gastrointestinale Tumore (Karzinome des Kolons und
Rektums, Magenkarzinome sowie Gastrointestinale Stromatumore (GIST))
anhand ihres Spektrums von ihrem jeweiligen Normalgewebe als Ursprung des
differenzierten  Tumorgewebes unterscheiden lassen, werden die

Emissionsspektren in eine anschauliche Art der Ergebnisdarstellung gebracht.
3.1. Darstellung der Ergebnisse

Wie schon im Methodik Teil genauer beschrieben, ordnet der Klassifikator jedem
Messpunkt anhand verschiedener Merkmale eine Klasse zu. Es handelt sich um
eine bindre Klassifikation. Es gibt also zwei Klassen. Diese sind Tumorgewebe
oder Normalgewebe. In Realitat ist diese Einteilung ungenau und wurde hier
vereinfacht. So lassen sich bei einer histopathologischen Untersuchung neben
den genannten Gewebearten z.B. auch nicht-tumordses Gewebe, Randbereiche,
Nekrosen und noch weitere Gewebe beschreiben (siehe Kapitel 2.5.). Bei der
binaren Klassifikation geht man daher davon aus, dass der Klassifikator auch
Fehler macht. Da die Genauigkeit des Klassifikators (SVM) die zentrale Frage

dieser Studie widerspiegelt, ist die Bewertung dessen von grof3er Bedeutung.

Fur die Bewertung lasst sich eine Wahrheitsmatrix aufstellen (Tabelle 2). Der
Klassifikator ordnet jedem Messpunkt aus dem Testset die Klasse Tumorgewebe
oder die Klasse Normalgewebe zu. Diese Zuordnung wird anhand der
histologischen Auswertung Uberprift. Ordnet der Klassifikator so z.B. eine OES-
Messung der Klasse Tumorgewebe zu, so ist das Testergebnis positiv. Stimmt
die zugeordnete Klasse mit der histologischen Untersuchung als Goldstandard
der Gewebedifferenzierung Uberein, so ist das Ergebnis als richtig positiv

einzuschatzen.

Aus dieser Wahrheitsmatrix lassen sich die Sensitivitat (Richtig-positiv-Rate) und
die Spezifitat (Richtig-negativ-Rate) ableiten. Betragt z.B. die Sensitivitat einer
Messung an einer Gewebeprobe (Tumor) 92%, so hat der Klassifikator 92% der

Messpunkte richtig als Tumorgewebe klassifiziert und 8% der Messpunkte falsch.
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Anhand dieser Raten lasst sich anschaulich erkennen, wie gut der Klassifikator
funktioniert. Des Weiteren sind mit diesen Werten die Berechnung des positiv
pradiktiven Wertes (Positive Predictive Value, PPV) als auch des negativ
pradiktiven Wertes (Negative Predictive Value, NPV) mdglich. Diese beschreiben
die Gutekriterien des Testes. Der positiv pradiktive Wert zeigt z.B. an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit das Testergebnis auch tatsachlich positiv ist. Die
schlussendliche Genauigkeit der Messung ergibt sich aus dem Mittelwert von

Sensitivitat und Spezifitat.

Tabelle 2: Wahrheitsmatrix fiir den Klassifikator der OES-Messungen

Durch die Wahrheitsmatrix lassen sich die Ergebnisse der OES-Messungen darstellen

Histologisches Ergebnis

Tumorgewebe Normalgewebe
Tumorgewebe richtig positiv falsch positiv
OES- Ergebnis
Normalgewebe falsch negativ richtig negativ

3.2. Kohorte

Fur die Studie wurden Gastrointestinale Tumore von insgesamt 97 Patienten
vermessen. Davon waren 43 Proben aus dem Dickdarm, 24 Proben aus dem

Magen und 30 Proben von GIST verteilt auf den Gastrointestinaltrakt.

Alle drei Tumorentitaten wurden nach demselben Prinzip gemessen und
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte separat innerhalb der jeweiligen
Tumorentitat. Tumore kénnen trotz gleicher Entitat sehr inhomogen sein. Sie
werden mit Hilfe von TNM Stadien (Tumor, Nodes, Metastases) eingeteilt. Diese
beschreiben Grolke und Ausdehnung, Lymphknotenbefall und
Metastasierungsgrad der Tumorerkrankung. Da sich die TNM-Stadien der
Tumore in der Kohorte unterscheiden, unterscheidet sich so z.B. auch die Groflte

der zu messenden Gewebestiicke. Dies fuhrt teilweise zu erheblichen
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Unterschieden in der Anzahl an Spektren pro Gewebestick. Bei manchen
Gewebeproben war es nicht moglich sowohl Tumor- als auch Normalgewebe zu
erhalten. Bei einigen Proben stellte sich in der histologischen Auswertung
heraus, dass es sich z.B. nur um Normalgewebe oder nur um Tumorgewebe
handelte. Die Daten wurden trotzdem verwendet, da zum Training des
Klassifikators kein direkter Vergleich desselben Patienten notwendig ist. Die
gemessenen Normalgewebespekiren kommen zusammen in eine Gruppe, alle
gemessenen Tumorgewebespektren in eine andere. Da die Messungen an
einem dreidimensionalen Gewebestick vorgenommen wurden, die histologische
Untersuchung dann aber nur in zwei Dimensionen mdoglich ist, gingen einige
Messpunkte verloren. Wenn die Messpunkte in einer anderen Ebene lagen,
waren sie im Gewebeschnitt nicht wieder aufzufinden. Eine Ubersicht der

wichtigsten Daten zur Kohorte sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Ubersicht der Kohorte
Wichtige Daten zur gemessenen Kohorte im Uberblick. Es wird jeweils die Anzahl an

Patientenproben mit den jeweiligen Eigenschaften angegeben

Kolon- Magen- GIST
karzinome karzinome
Anzahl an Patientenproben 43 24 30
insgesamt

Vorbehandlung des Patienten 3 15 6
aus Nativgewebe stammend 42 6 4
aus der Biobank stammend 1 18 26
Ausschluss vor der Auswertung 2 3 2
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Kolon- Magen- GIST
karzinome karzinome
Transmissionsfehler bei der 5 2 1
Messung
Nur Tumorgewebe vorhanden 3 1 6
Nur Normalgewebe vorhanden 3 5 1
Mittelwert der Messpunkteanzahl 24/21 23119 15/34
(Normal/Tumor)
Median der Messpunkteanzahl 23/19 15114 14/31
(Normal/Tumor)
Summe der Messpunkteanzahl 1040/908 518/442 478/1069
(Normal/Tumor)

Die Patientenproben wurden innerhalb ihrer Kohorte zunachst alle miteinander
verglichen. Im Verlauf wurden dann auch separate Gruppen innerhalb der

jeweiligen Kohorte untersucht.
3.3. Ergebnisse nach der ersten Auswertung im Uberblick

Mit Hilfe der Wahrheitsmatrix stellen sich die Ergebnisse der ersten Analysen der
Spektren innerhalb der jeweiligen Entitat wie folgt dar (Tabelle 4-6). Die Vier
Felder Tafeln sollen einen ersten Uberblick geben. In den folgenden Kapiteln

werden die Ergebnisse der einzelnen Gruppen vertieft dargestellt.
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Tabelle 4: Erste Ergebnisse der Spektrenanalyse der Gruppe der Kolonkarzinome

Histologisches Ergebnis

Tumorgewebe Normalgewebe

Tumorgewebe 26%

OES- Ergebnis

Normalgewebe

Tabelle 5: Erste Ergebnisse der Spektrenanalyse der Gruppe der Magenkarzinome

Histologisches Ergebnis

Tumorgewebe Normalgewebe

Tumorgewebe 48%

OES- Ergebnis

Normalgewebe

Tabelle 6: Erste Ergebnisse der Spektrenanalyse der Gruppe der GIST

Histologisches Ergebnis

Tumorgewebe Normalgewebe

Tumorgewebe 44%

OES- Ergebnis

Normalgewebe
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3.4. Kolorektale Karzinome

Unter den Krebserkrankungen sind Kolorektale Karzinome haufige Tumore. Die
Kohorte umfasst 43 Patientenproben, von denen 42 aus Nativgewebe bestehen.
Es wurde hier ursprunglich nicht auf Gewebe der Biodatenbank zurtickgegriffen.
Eine der Biobankproben einer anderen Entitat hat sich jedoch als Adenokarzinom
des Kolons herausgestellt und wurde in diese Gruppe aufgenommen. Die
Karzinome erstrecken sich Uber den kompletten Dickdarm, kommen jedoch am
haufigsten im aboralen Teil vor. So finden sich bei den Proben Karzinome von

Colon ascendens, transversum, descendens, sigmoideum und des Rektums.

Von den 43 Patienten wurden 21 Patientenproben makroskopisch als Tumor-
oder Normalgewebe definiert, die restlichen 22 Proben wurden einer genauen
histologischen Untersuchung unterzogen. Abbildung 10 veranschaulicht das
Vorgehen bei der histologischen Auswertung. Nach dem Aufsuchen der
Messpunkte im Gewebe und dem Erkennen der jeweiligen Messpunktnummer
wurde das Gewebe in unmittelbarer Umgebung definiert. Bei den genauen
Untersuchungen wurde dieses Schema an jedem einzelnen Messpunkt
angewandt. Die histologische Auswertung erfolgte stets mit Hilfe eines

erfahrenen Facharztes fir Pathologie.
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Abbildung 10: Histologische Auswertung eines Messpunktes in Tumorgewebe von Kolon

Nach Aufsuchen der Messpunkte wird das Gewebe histologisch untersucht und definiert. Die
meisten Messpunkte im Tumorgewebe wurden nach Tumorgehalt eingeteilt. Zu sehen ist ein
Messpunkt im Tumorgewebe eines Kolorektalen Karzinoms mit 80% Tumorgehalt und 20%

Tumorstroma. Die gelbe Farbe ist auf die histologische Féarbung zur Orientierung zuriickzufiihren

Unter den 43 Proben waren 9 Rektumkarzinome. Da diese ein anderes
Behandlungsregime haben als die Kolonkarzinome, wurden die Patienten
separat betrachtet. 3 Proben ergaben ein muzindses Adenokarzinom. Auf diese
wurde auf Grund der geringen Fallzahl nicht weiter eingegangen. Weitere 2
Patienten wurden ausgeschlossen. Grund hierflir war bei einem Patienten der
Verlust der histologischen Schnitte, der andere Patient hatte einen Fehler in der
Dokumentation und liel3 sich nicht mehr zurickverfolgen und zuordnen. Bei 3
Patienten war nur Tumorgewebe vorhanden, bei weiteren 3 Patienten nur

Normalgewebe. Abbildung 11 gibt hierzu einen Uberblick.
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Kolorektale
Karzinome
(n=43)

Abbildung 11: Aufteilung der Kolorektalen Karzinome.

Ubersicht der Einteilung Kolorektaler Karzinome anhand klinisch-histologischer Merkmale.

In der Summe wurden 1040 Spektren Normalgewebe und 908 Spektren
Tumorgewebe aufgenommen. Im Median waren dies pro Patient 23 Spektren
Normalgewebe und 19 Spektren Tumorgewebe. Die Anzahl der Spektren sind in
Abbildung 12 zu sehen.

Anhand der kolorektalen Karzinome soll zunachst beispielhaft veranschaulicht
werden, wie sich die Spektren der OES-Messungen grafisch darstellen.
Abbildung 13 zeigt das gemittelte Spektrum aller Proben mit Kolorektalem
Karzinom. An diesem Mittelwertspektrum sind die einzelnen Peaks bei
bestimmten Wellenlangen zu erkennen. Je hoher der Peak, desto hoher ist die
Anzahl der einfallenden Photonen (counts) mit der dort angegebenen
Wellenlange. Jedes Gewebe erhalt so einen spezifischen Fingerabdruck. Eine
nun neu gemessene Probe wird anhand der vorhandenen Features mit den im
Testset gelernten Grenzen zwischen den Klassen beurteilt und dann in Klasse
Tumorgewebe oder Normalgewebe eingeteilt. Je nach Ubereinstimmung kann
dann die Wahrscheinlichkeit angegeben werden, mit welcher die gemessene
Probe Tumorgewebe ist oder nicht.
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Abbildung 12: Anzahl gemessener Spektren pro Patienten mit Kolonkarzinomen
Jeder Patient hat eine unterschiedliche Anzahl an Messpunkten und somit Spektren in Tumor-
und Normalgewebe. Diese ist mal3geblich von der Gré3e des Gewebestiicks abhéngig
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Abbildung 13: Mittelwertspektrum (iber alle Patienten mit Kolorektalem Karzinom
(Tumorgewebe)
Das Mittelwertspektrum ist der Mittelwert aller einzelnen Spektren. Beim Vergleich der

Mittelwertspektren von Tumor- und Normalgewebe lassen sich am besten Unterschiede finden

In Abbildung 14 sind einzelne Ausschnitte von Mittelwertspektren zu sehen. Es
handelt sich um gemittelte Spektrum Peaks der Patienten mit kolorektalem
Karzinom einmal von Normalgewebe und einmal von Tumorgewebe. Anhand

dieser Ausschnitte der gemittelten Spektren lasst sich erkennen, dass einige
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Spurenelemente wie z.B. Magnesium in Tumorgewebe in einer hoheren
Konzentration vorhanden sind als in deren Normalgewebe, da dort eine hohere
Anzahl an einfallenden Photonen zu erkennen ist. Diese unterschiedlichen Peaks
dienen dem Klassifikator als Feature fur die Klassifikation des gemessenen
Gewebes. Fur die Klassifikation wurden fur jede gemessene Tumorentitat die
Features mit der vermeintlich gro3ten Bedeutung ausgewahlt. Tabelle 7 zeigt die

verwendeten Features fiir das kolorektale Karzinom.
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Abbildung 14: Gemittelte Spektren Ausschnitte von Tumor- und Normalgewebe im
Vergleich

Zu sehen sind die Emissionspeaks bei Patienten mit kolorektalem Karzinom, die gleichzeitig als
Feature verwendet wurden
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Tabelle 7: Verwendete Features fiir die Auswertung aller Patienten mit kolorektalem
Karzinom

Die Features sind ausgewéhlte Wellenléngen, bei denen sich spezifische Emissionspeaks finden
Zn=Zink, Mg=Magnesium, Na=Natrium, Ca=Calcium, OH=Hydroxylgruppe, CN=Cyanidgruppe

Verwendete Features: Mengenelemente und molekulare Banden mit

ihren Wellenlangen als Spektrumpeaks in nm

Zn Mg Mg Na Ca Ca OH CN

213,6 | 279,5 | 285,2 330,2 | 393,3 | 396,8 | 3064 | 388,2

Die Ergebnisse der 29 Patienten mit Kolonkarzinomen von Colon ascendens bis
Colon sigmoideum sind in Abbildung 15 dargestellt. Mit einer Sensitivitat von
74,4% und einer Spezifitdt von 77,7% ergibt sich eine Genauigkeit der
Gewebewiedererkennung von 75,6%. Die Genauigkeiten der einzelnen
Patienten bei der Gewebewiedererkennung ist in einem Bereich von 38-98%
relativ heterogen verteilt. Trotz der Tendenz, dass in den gemittelten Spektren
aller Patienten das Tumorgewebe bei einigen Spurenelementen Abweichungen
zeigen (Abbildung 14), gibt es einige Patienten, bei denen die
Gewebewiedererkennung nicht funktioniert. Hier lohnt sich ein Blick auf die
einzelnen Spektren jedes Patienten, die in Abbildung 16 zu sehen sind. Auch hier
ist eine Tendenz zu erkennen, jedoch erscheint der Unterschied zwischen
Tumor- und Normalgewebe nicht mehr so eindeutig. Einige Peaks der
Tumorgewebemessungen vermischen sich mit denen von Normalgewebe,
jedoch auch andersherum. Es stellt sich die Frage, wie diese Abweichungen
zustande kommen und ob es Grinde hierflir gibt. Tabelle 8 zeigt die

Uberlegungen, welche weitestgehend Uberprift wurden.
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Accuracy Sensitivity Specificity = PPV NPV correct (%)
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Abbildung 15: Ergebnisse der Patienten mit Kolonkarzinom (exklusive Rektumkarzinome)
Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitédt, Spezifitdt, Positiv
pradiktivem Wert (PPV), Negativ pradiktivem Wert (NPV) und der Genauigkeit (Accuracy) der
Gewebewiedererkennung als Mittelwert von Sensitivitdt und Spezifitét dargestellt
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Tabelle 8: Auflistung der Uberlegungen zu abweichenden Patientenspektren
Die gemessenen Daten wurden noch einmal genau Uberpriift, um Ursachen fiir gegebenenfalls

bestehende Abweichungen innerhalb der Patientenspektren zu finden

Erneute Uberpriifung der Daten nach Kenntnis der Ergebnisse -

Ursachensuche fir abweichende Patientenspektren

1. Die Abweichungen kommen durch klinische Parameter der Patienten
zustande. Es wurde daher Uberpruft, ob sich Gemeinsamkeiten oder
Unterschiede in den klinischen Daten finden lassen. Uberpriift wurden
das TNM-Stadium, das Grading und die klinische Diagnose. Die Frage
nach einer etwaigen Vorbehandlung erlbrigt sich bei den
Kolonkarzinomen, da diese primar chirurgisch therapiert werden. Nur
das Rektumkarzinom wird teilweise einer Vorbehandlung unterzogen
(s.u.). Auch bei den anderen Tumorentitdten wurde die Frage nach

Vorbehandlung Uberpruft.

2. Fehler bei der Datensammlung. Es wurden alle vorhandenen Daten
vor allem der Patienten, die nicht gut klassifiziert werden konnten, noch
einmal genau angeschaut. Uberprift wurden Daten zum Messvorgang,
die  makroskopischen Bilder, mdgliche Interferenz  durch
Biobankproben, Transmissionsfehler, Dokumentationsfehler und

Ubertragungsfehler.

3. Histologische Auswertung — die ausgepragte Gewebeheterogenitat bei
teils unvollstandiger histologischer Auswertung kdnnte eine besondere

Herausforderung fir die Gewebewiedererkennung sein.

Diese Uberpriifungen wurde auch bei den Tumorentitditen Magenkarzinom und
GIST durchgefihrt (s.u.).
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Abbildung 16: Ausschnitte der Spektren jedes einzelnen Patienten mit kolorektalem
Karzinom. Lila: Tumorgewebe; Griin: Normalgewebe

Trotz der Tendenz einer Trennung zwischen den Peak-Intensitét von Tumor- und Normalgewebe
vermischen sich einige Peaks der Tumorgewebemessungen mit denen von Normalgewebe

Bei der Uberpriifung war kein eindeutiges Merkmal zu entdecken, das alle
Patienten mit schlechter Gewebeerkennung zu einer Gruppe ordnen Iasst.
Vielmehr wurden einzelne Besonderheiten der Patienten entdeckt, die womaoglich
ursachlich flir den einen oder anderen niedrigen Sensitivitats- oder
Spezifitatswert sein kdénnten. Diese Patienten sind in Tabelle 9 zu sehen. So
bildet sich z.B. ab, dass Messungen in nekrotischen Arealen zu verminderten
Sensitivitaten fuhren. Normalgewebe hat des Weiteren unterschiedliche
Gewebsschichten. Eine genaue Definition der Messpunkte (ob z.B. Mucosa oder
Bindegewebe) ware hier sicherlich von Bedeutung gewesen. Es gibt aber auch

Patienten mit niedrigem Gewebewiedererkennungswert, die absolut keine
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Auffalligkeiten in den Daten gezeigt haben. Bei einigen Patientenproben, die nur
makroskopisch beurteilt wurden, ware eine genaue histologische Auswertung
vorteilhaft gewesen. Jedoch gibt es auch einige Proben mit genauer

histologischer Auswertung, die mit niedrigen Zahlen abgeschnitten haben.

Tabelle 9: Einzelne Auffilligkeiten bei der Uberpriifung der Patienten mit kolorektalem
Karzinom nach Kenntnis der Ergebnisse

Die aufgelisteten Merkmale kénnten urséchlich fiir spektrale Abweichungen sein

Patientennummer Auffalligkeiten

P-0035, P-0056, P-0110, Keine genaue Histologie -

P-0356, P-0361 makroskopisch grof3e Nekroseareale
P-0263, P-0364 Normalgewebe aus Caecum

P-0312 Messungen des Normalgewebes nur im

Bindegewebe, nicht in der Mucosa

P-0295 Sehr kleine Gewebestlicke, die urspriinglich

als GIST in der Biobank eingefroren waren

Zu dieser Thematik stellt sich die Frage, ob der Tumorgehalt etwas mit der
Genauigkeit der Gewebewiedererkennung zu tun hat. Es wurde daher bei allen
Patienten, bei denen eine genaue histologische Untersuchung erfolgt ist, der
Tumorgehalt jedes Messpunktes auf Tumorgewebe mit der Sensitivitat der
Messung korreliert. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 17 zu sehen. Es
konnte keine Korrelation festgestellt werden. Folglich korreliert bei unseren

Ergebnissen ein hoher Tumorgehalt nicht mit einer besseren Sensitivitat.
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ColonCa tumor spectra (n=132)
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Abbildung 17: Korrelation von Tumorgehalt und Sensitivitidt bei den kolorektalen
Karzinomen

Der Tumorgehalt jedes Messpunktes wurde mit der zugehdrigen Sensitivitét korreliert. Es konnte
keine Korrelation festgestellt werden. Die Annahme, dass ein héherer Tumorgehalt mit einer

besseren Sensitivitdt einhergeht, erwies sich als nicht zutreffend

Die Auswertung der Rektumkarzinome ergab ein ahnliches Ergebnis. Mit einer
Sensitivitat von 65% und einer Spezifitdt von 77% ergibt sich eine Genauigkeit
der Gewebewiedererkennung von 72%. 3 von 9 Patienten waren vorbehandelt.
Hierbei waren keine Unterschiede zwischen Vorbehandlung und primar

chirurgischer Therapie festzustellen.
3.5. Magenkarzinome

Die Kohorte der Magenkarzinome umfasst 24 Patienten. Hiervon stammen 18
Proben aus der Biobank und 6 Proben sind Frischgewebe. Von den 24 Patienten
sind 15 vorbehandelt. Dies liegt am gangigen Therapieregime des
Magenkarzinoms, welches fur viele Patienten vor der chirurgischen

Magenresektion eine neoadjuvante Chemotherapie empfiehlt [41].

39



Viele Proben aus dem Magen und den GIST stammen aus der Biobank. Beim
Vorgang des Einfrierens und Einbettens wurde dabei am UKT eine Zeit lang das
Einbettmedium TissueTek verwendet. Es ist daher davon auszugehen, dass die
Substanz auch bei der Messung der Biobankproben vorhanden ist. Um eine
mogliche Interferenz zu untersuchen, wurde die Substanz TissueTek ebenfalls
spektroskopisch untersucht. Dabei konnten keine relevanten Emissionslinien flr

Zn, Mg, Na und Ca festgestellt werden.

Die histologische Auswertung war bei den Magenkarzinomen (Abbildung 18)
deutlich anspruchsvoller als bei den Kolonkarzinomen und den GIST. Durch die
vielen Patienten mit Vorbehandlung ist das Restgewebe haufig vernarbt oder
nekrotisch (Abbildung 19) und es war schwierig, aktive Tumorzellen zu finden.
So konnten bei einigen Patienten Messpunkte nur mit weniger als 1%
Tumorgewebe definiert werden. Bei 5 Patienten gab es nur Normalgewebe zu
messen. Bei einem Patienten fand sich nur Tumorgewebe. Drei Patienten
wurden bei den Magenproben ausgeschlossen. Grund hierfir war bei einem
Patienten ein lymphoepitheliales Karzinom. Die beiden anderen hatten ein
abweichendes Ursprungsgewebe (Pankreas & Osophagus). Von den 24
Patienten wurden 5 Patientenproben makroskopisch als Tumor- oder
Normalgewebe definiert, die restlichen 19 Proben wurden einer genauen
histologischen Untersuchung unterzogen. Abbildung 19 zeigt beispielhaft die

histologische Auswertung eines Messpunktes im Tumorgewebe des Magens.
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KLINTPATH

Abbildung 18: Histologische Auswertung eines Messpunktes in Tumorgewebe von Magen
Der Messpunkt wurde mit 70% Tumor und 30% Tumornekrose beschrieben

Abbildung 19: Histologische Auswertung eines Messpunktes in nekrotischem Tumorgewebe

Die zwei Messpunkte wurden in nekrotischen Arealen des Tumors (Magen) gesetzt. Es sind kaum noch
Zellen oder Zellstrukturen auszumachen. Solche Messpunkte wurden nicht in die Klasse , Tumorgewebe”
aufgenommen
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In der Summe wurden 518 Spektren Normalgewebe und 442 Spektren
Tumorgewebe aufgenommen. Im Median waren dies pro Patient 15 Spektren
Normalgewebe und 14 Spektren Tumorgewebe. Die Anzahl der Spektren sind in
Abbildung 20 zu sehen.

Magen

|
B normal

I not-normal

spectra count

DOWTHNMINODOD A NMT NG EOOMNM SO
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Abbildung 20: Anzahl gemessener Spektren pro Patienten mit Magenkarzinom
Jeder Patient hat eine unterschiedliche Anzahl an Messpunkten und somit Spektren in Tumor-

und Normalgewebe. Diese ist malRgeblich von der Grél3e des Gewebestiicks abhéngig

In einem ersten Schritt wurden alle Proben miteinander verglichen. Mit einer
Sensitivitat von 52,3% und einer Spezifitat von 77,0% ergab die Genauigkeit der
Gewebewiedererkennung 66,7% (Abbildung 21). Ein genauerer Blick auf die
spektroskopische Auswertung =zeigt die in Abbildung 22 dargestellten
Auffalligkeiten. Die Proben unterscheiden sich vor allem anhand bestimmter
Magnesium Peaks (Tabelle 10). So gab es eine etwas groRere Gruppe (n=7) mit
héheren Magnesium Peaks und eine etwas kleinere Gruppe (n=6) mit niedrigeren
Magnesium Peaks. Bei 4 Patienten gab es nur Normalgewebe, welches gut mit
dem ubrigen Normalgewebe Ubereinstimmte. Weiterer 4 Patienten zeigten

jedoch auch einen hohen Magnesium Peak im Normalgewebe.
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Abbildung 21: Ergebnisse aller Patienten mit Magenkarzinom
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Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitidt, Spezifitadt, Positiv

préadiktivem Wert, Negativ pradiktivem Wert und der Genauigkeit der Gewebewiedererkennung

als Mittelwert von Sensitivitat und Spezifitat dargestellt
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Abbildung 22: Auffélligkeiten der ersten Auswertung der Magenkarzinome

Nach der ersten Auswertung haben sich vier verschiedene Gruppen gezeigt

Tabelle 10: Verwendete Features bei Patienten mit Magenkarzinom
Die Features sind ausgewéhlte Wellenldngen, bei denen sich spezifische Emissionspeaks finden

Mg=Magnesium

Verwendete Features: Mengenelemente und deren Wellenlangen als

Spektrumpeaks in nm

Mg Mg Mg

279,5 280,2 285,2

Fur die groliere Gruppe scheint Magnesium ein sehr starkes Feature zu sein.
Daher untersuchten wir die Gruppe mit den hohen Magnesium Peaks noch
einmal einzeln. Patienten, die nur Normalgewebe aufwiesen, wurden in die
Extraanalyse mit einbezogen. Mit einer Sensitivitdt von 85,9% und einer
Spezifitat von 91,9% ergab sich hier eine Genauigkeit der
Gewebewiedererkennung von 89,5%. Dies ist in Abbildung 23 dargestellt. Auch
hier stellt sich die Frage, wie dieses Ergebnis zustande kommt. Wie bei den
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kolorektalen Karzinomen (Tabelle 8) wurden die Daten einzelner Patienten
untersucht (Tabelle 11). Bei den Magenkarzinomen wurden dann noch
zusatzliche Parameter auf Gemeinsamkeiten oder Unterschiede der beiden sich
relativ klar voneinander trennenden Gruppen untersucht. Diese waren der
Tumorgehalt der Proben, die Anzahl der Spektren, eine gegebenenfalls
durchgefuhrte Vorbehandlung und ob das Gewebe nativ war oder aus der

Biobank kommt. Diese Uberpriifung ist in Tabelle 9 dargestellt.

Accuracy Sensitivity Specificity PPV NPV correct (%)
T 100
P-0048 { 84 72 95 90 86
- 90
P-0120 { 96 91 100 100 78
- 80
P-0253{ 89 88 91 97
P-0255 1 77 77 100 - 70
P-0281 1 99 99 100 60
P-0283 { 92 85 100 100 71 50
p-p285 {4 85 89 81 96 a0
1 92 92 100
P-0318 -
P-03214 88 88 100
20
P-0324 { 88 77 100 100 86
10
P-0332 { 94 100 88 75 100
T T T T T 0

Abbildung 23: Ergebnisse der Magenkarzinome bei Betrachtung der Patienten mit hohem
Magnesiumpeak und Patienten mit ausschlieBlich Normalgewebe

Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitdt, Spezifitdt, Positiv
préadiktivem Wert (PPV), Negativ pradiktivem Wert (NPV) und der Genauigkeit (Accuracy) der

Gewebewiedererkennung als Mittelwert von Sensitivitat und Spezifitat dargestellt
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Tabelle 11: Einzelne Auffilligkeiten bei der Uberpriifung der Patienten mit
Magenkarzinomen nach Kenntnis der Ergebnisse

Die aufgelisteten Merkmale kénnten urséchlich fiir spektrale Abweichungen sein

Patientennummer Auffalligkeiten

P-0244, P-0252, P-0253 keine Histologie vorhanden — Makroskopie:

Normalgewebe kann auch Tumorgewebe sein

P-0256, P-0320, P-0323, Narbengewebe mit sehr wenig Tumorzellen
P-0324 nach Therapie

P-0269, P-0322 Viele Messpunkte in Nekrosearealen

P-320, P-0326 Normalgewebe histologisch keine Mucosa
P-0282 Histologisch 1% Tumorgewebe, 99% Stroma

Bei Betrachtung der beiden Gruppen ist fur die Gruppe mit dem niedrigen
Magnesium Peak kein gemeinsamer Unterschied festzustellen. Die Uberprften
Parameter waren homogen Uber die beiden Gruppen verteilt. Die Uberprifung
der einzelnen Patienten kann jedoch einigen Patienten mit schlechter Sensitivitat
oder Spezifitat eine mdgliche Begriindung liefern. Wie schon bei den kolorektalen
Karzinomen scheinen Nekroseareale das Spektrum zu verfalschen. Generell
funktioniert die Gewebewiedererkennung bei niedrigem Tumorgehalt eher
schlecht. Einige weitere Patienten sind durch fehlende Histologie kaum zu
bewerten. So kénnen flur die Patientengruppen ,niedriger Magnesium Peak in
Tumorgewebe“ und ,hoher Magnesium Peak in Normalgewebe® flr die meisten
Spektren mdgliche Erklarungen fir die Abweichung des Magnesium Peaks
gefunden werden. Eine tatsachliche Trennung der Tumorentitat in zwei Spektren

Gruppen scheint daher unwahrscheinlich.
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Tabelle 12: Untersuchte Parameter auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden
verschiedenen Gruppen bei der Auswertung der Magenkarzinom Spektren
Es zeigen sich keine eindeutigen Merkmale der beiden Gruppen, die die unterschiedlichen

Magnesium Peaks erklaren wiirden

Hoher Mg-Peak Niedriger Mg-Peak

Durchschnittlicher 3/4 3/3
Tumorgehalt (<50%/>50%)

Spektrenanzahl Median (TG) 15 29,5
Vorbehandlung (ja/nein) 5/2 4/2
Nativ/Biobank 2/5 1/5

3.6. Gastrointestinale Stromatumore (GIST)

Gastrointestinale Stromatumore kommen insgesamt seltener vor als die anderen
beiden Tumorentitaten. Die Kohorte umfasst 30 Patientenproben, von denen 26
aus der Biobank und 4 natives Frischgewebe sind. Von den 30 Patienten waren
6 vorbehandelt. Da Gastrointestinale Stromatumore ihren Ursprung im Stroma
haben, welches sich im ganzen Gastrointestinaltrakt befindet, kommen GIST
auch im ganzen Gastrointestinaltrakt vor. Abbildung 25 gibt hierzu einen
Uberblick Uber die Lokalisationen der gemessenen Proben. Die meisten Proben

stammen aus dem Magen, gefolgt von Dinndarm und Lebermetastasen.

Die histologische Auswertung war bei den GIST am deutlichsten. Die Tumore
sind gut abgegrenzt, sehr homogen und zeigen eine hohe Rate an Tumorzellen.
So ergaben sich haufig Trefferquoten von 95% Tumorgewebe und 5% Stroma.

Ein solcher Messpunkt ist in Abbildung 24 zu sehen. Es stellte sich heraus, dass
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bei 6 Patienten nur Tumorgewebe und bei einem Patienten nur Normalgewebe

vorhanden war.

Abbildung 24: Histologische Auswertung eines Messpunktes in Tumorgewebe eines GIST

Bei den GIST zeigten die Messpunkte sehr hdufig 95% Tumorgewebe und 5% Tumorstroma.
Auch der hier abgebildete Messpunkt wurde so definiert

GIST- LOKALISATION DER KOHORTE IM GI-TRAKT

Omentum
3%

Rektum
7%

Leber (Metastase)
13%

Magen
50%

Diinndarm
27%

Abbildung 25: Verteilung der gemessenen GIST-Tumore im Gastrointestinaltrakt
Da GIST im ganzen Gastrointestinaltrakt vorkommen, sind auch die gemessenen Proben (iber
diesen verteilt
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Bei einem Patienten ergab die Histologie ein cholangiozellulares Karzinom,
weshalb er in der Auswertung nicht weiter berucksichtigt wurde. Von den 30
Patienten wurden 4 Patientenproben makroskopisch als Tumor- oder
Normalgewebe definiert, die restlichen 26 Proben wurden einer genauen

histologischen Untersuchung unterzogen.

Es konnten in der Summe 478 Spektren Normalgewebe und 1069 Spektren
Tumorgewebe aufgezeichnet werden. Pro Patienten wurden im Median 15
Spektren Normalgewebe und 31 Spekiren Tumorgewebe gemessen. Eine
Ubersicht der Spektren Anzahl pro Patienten bietet Abbildung 26. Gut zu
erkennen ist der Unterschied in der Anzahl der Spektren pro Probe. Im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Tumorentitaten lieen sich bei den
GIST nicht so viele Messpunkte im Normalgewebe sammeln. Die Therapie bei
Kolon- und Magenkarzinomen besteht oft in einer Entfernung des Organs oder
grol3er Teile davon, sodass sich hier auch mehr Messpunkte im Normalgewebe

sammeln lassen.
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Abbildung 26: Anzahl gemessener Spektren pro Patienten mit GIST
Jeder Patient hat eine unterschiedliche Anzahl an Messpunkten und somit Spektren in Tumor-

und Normalgewebe. Diese ist mal3geblich von der Gré3e des Gewebestiicks abhdngig
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Die verwendeten Features zeigt Tabelle 13. Auch hier erfolgt zunachst ein Blick
auf die Ergebnisse aller GIST-Patienten. Diese sind in Abbildung 27 dargestellt.
Mit einer Sensitivitat von 55,8% und einer Spezifitat von 73,2% ergab sich hier
eine Genauigkeit der Gewebewiedererkennung von 62,2%. Auf den ersten Blick
erscheinen diese Zahlen nicht gut, jedoch mussen diese genauer betrachtet

werden.

Tabelle 13: Verwendete Features der GIST im Magen
Die Features sind ausgewéhlte Wellenldngen, bei denen sich spezifische Emissionspeaks finden

Zn=Zink, Mg=Magnesium, Na=Natrium, Ca=Calcium

Verwendete Features: Mengenelemente und deren Wellenléangen als

Spektrumpeaks in nm

Zn

213,6

Mg

279,5

Mg

280,2

Mg

285,2

Na

330,2

Ca

393,3

Ca

396,8

Bei der Gewebewiedererkennung von Normalgewebe (Spezifitat) muss bedacht
werden, dass in der Auswertung aller Patienten mit GIST verschiedene
Normalgewebe enthalten sind, wie Abbildung 26 zeigt. So sind z.B. P-0330 aus
Omentum, P-0309 und P-0288 aus Lebergewebe und P-0335 und P-0336 aus
dem Rektum. Bei P-0068 hat sich herausgestellt, dass in der Auswertung
falschlicherweise eine Probe als Normalgewebe eingetragen wurde, wobei diese
Probe nur aus Tumorgewebe besteht. Flr die meisten Ausreil3er ist hier also eine

Erklarung zu finden.
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Accuracy Sensitivity Specificity PPV NPV correct (%)

P-0049 ] 100 - 100
P-0068 46 92

P-0111 100 o
P-0117 100

P-0257 85 87 100

P-0286 88 75 | 80
P-0287 90 95

P-0288 89 94

P-0290 100 100 -0
P-0296 100 100

P-0297 100

P-0298 100 100 60
P-0299 0 |

P-0300 100

P-0301 83 90 50
P-0302 76 90

P-0303 86 100

P-0306 100 40
P-0309

P-0310

P-0319 30
P-0325

P-0329

P-0330 20
P-0331

P-0333

P-0334 10
P-0335

P-0336 0

62.2 55.8 73.2 79.5 63.9

Abbildung 27: Ergebnisse aller Patientin mit GIST
Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitidt, Spezifitadt, Positiv
pradiktivem Wert, Negativ pradiktivem Wert und der Genauigkeit der Gewebewiedererkennung

als Mittelwert von Sensitivitét und Spezifitdt dargestellt

Bei der Gewebewiedererkennung von Tumorgewebe (Sensitivitat) erkennt man
eine klare Tendenz zweier Gruppen. So scheint der Klassifikator manche
Patienten sehr gut einzuordnen und andere wiederum sehr schlecht. Von den

insgesamt 29 ausgewerteten Patienten haben 11 Patienten eine Sensitivitat von
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>90% und 13 Patienten eine Sensitivitat <37%. Nur 4 Patienten befinden sich
dazwischen. In einer Patientenprobe war kein Tumorgewebe zu finden. Anhand
dieser Ergebnisse wurde analog zu den beiden anderen Tumorentitaten eine
genaue Untersuchung der Daten durchgefuhrt (Tabelle 8). Die Ergebnisse sind
in Tabelle 14 aufgefuhrt. Zu den einzelnen Patienten lieRen sich nur wenige
Unstimmigkeiten finden. Betrachtet man die 13 Patienten mit einer Sensitivitat
<37%, so befinden sich 7 von insgesamt 8 Proben aus dem Dinndarm in dieser
Gruppe. Von den 11 Patienten >90% sind 8 aus dem Magen, 2 aus dem Rektum

und einer aus einer Lebermetastase.

Tabelle 14: Einzelne Auffilligkeiten bei der Uberpriifung der Patienten mit GIST nach
Kenntnis der Ergebnisse

Die aufgelisteten Merkmale kénnten urséchlich fiir spektrale Abweichungen sein.

*Hinweis zum Messfehler: diese sind technisch bedingt und kamen zustande bei Verschmutzung der

Elektrodenspitze. Einige wenige Proben fiihrten aus unklarer Ursache sehr héufig zu einer solchen
Verschmutzung und somit zu einem Messfehler. Die Spektren kénnten dadurch beeintrachtigt sein

Patientennummer Auffilligkeiten

P-0298 Fast ausschlieRlich Nekroseareale

P-0290 Viele Messfehler* (s. Kap. 2.4.1.)

P-0331 Normalgewebe aus der Leber bei Tumorgewebe

eingetragen

Da die GIST an unterschiedlichen Lokalisationen im Gastrointestinaltrakt
vorkommen, wurde im Verlauf auch eine separate Analyse der groRten Gruppe,
der GIST im Magen, durchgefihrt. In Abbildung 28 sind die Ergebnisse dieser
Analyse dargestellt. Mit einer Sensitivitat von 64% und einer Spezifitat von 86%
ergibt sich eine Genauigkeit von 75% fur die Zuordnung der Messpunkte zu
Normal- oder Tumorgewebe. Die Verbesserung der Spezifitat erklart sich durch
das nun einheitliche Normalgewebe (Magen), wobei die Spezifitat von P-0068

nach wie vor nicht beachtet werden darf, da hier Tumorgewebe falschlicherweise
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als Normalgewebe eingetragen wurde. Betrachtet man die Sensitivitat, fallen
auch hier zwei Gruppen auf, die sich voneinander unterscheiden. 5 der 15
Patientenproben mit GIST im Magen fallen deutlich schlechter aus als die
restlichen 10. In einem nachsten Schritt wurden die Spektren der einzelnen
Patienten noch einmal genauer untersucht. Dabei zeigten 4 Patienten niedrige
Magnesium Peaks in Tumorgewebe. Diese 4 Patienten gehdren zu den 5

Patienten mit schlechter Gewebedifferenzierung.

accuracy sensitivity specificity ppv npv correEt (%)
p-ooss 4 73 100 100 100
P-0117 { 90 90 100 L a0
p-0257 { 88 100 77 100
- 80
P-0286 100
P-0287 { 86 100
P-0296 100
P-03004 95 95 100
P-0301 { 93 86 100 100 84
P-0302 { 86 100 72 86 100
P-0303 4 92 100 85 90 100
P-0306 100
P-0310 100 100
P-0319 97
P-0333 { 80 95 . 86 85
pP-0334 1 87 97 77 91 91
75 64 86 76 73

Abbildung 28: Ergebnisse der GIST mit Lokalisation im Magen
Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitédt, Spezifitdt, Positiv
préadiktivem Wert (PPV), Negativ pradiktivem Wert (NPV) und der Genauigkeit (Accuracy) der

Gewebewiedererkennung als Mittelwert von Sensitivitdt und Spezifitdt dargestellt
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In einem weiteren Schritt wurde untersucht, wie sich die Proben mit den hohen
Magnesium Peaks untereinander verhalten. Bei Betrachtung der Ausschnitte von
Spektren der einzelnen Patienten mit GIST im Magen in Abbildung 29 fallt die
klare Trennung dieser Spektren auf, was vor allem bei Zink, Magnesium und
Calcium zu sehen ist. In Abbildung 30 sind Ergebnisse dieser Auswertung
dargestellt. Die Sensitivitat steigt auf 92%, die Spezifitat sinkt jedoch auf 78%.
Fur die Genauigkeit ergibt sich eine richtige Zuordnung von 85%. Auch hier
scheint Magnesium also ein starkes Feature fur die Gewebeerkennung zu sein.
Hier stellt sich die Frage, was die 5 Patienten mit niedrigem Magnesium Peak
vom Rest unterscheidet. Eine genauere Untersuchung dieser 5 Patienten ergab

keine besonderen Auffalligkeiten. Sie sind histologisch klar als GIST zu

erkennen.
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Abbildung 29: Ausschnitte von Spektren der einzelnen Patienten mit GIST im Magen mit
hohem Magnesium Peak
Zu sehen ist die klare Trennung der Spektren, was vor allem bei Zink, Magnesium und Calcium

sehr eindeutig ist
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accuracy sensitivity specificity ppv npv correct (%)

- 100
- 90
p-0117 { 93 93 100
P-0257 4 92 100 85 87 100 - 80
P-0287 { 84 79 90 96 n 0
P-0300 { 90 90 100
60
P-0301 { 94 89 100 100 87
50
P-0302 { 89 100 78 88 100
40
P-0303 { 88 100 77 86 100
P-0306 {1 12 72 100 30
P-0310 41 89 78 100 100 79 20
P-0333 4 73 100 46 80 100
10
P-0334 { 85 100 89 100
T T T T 0
85 92 78 90 92

Abbildung 30: Ergebnisse der GIST-Proben im Magen mit hohen Magnesium Peaks
Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Wahrheitsmatrix mit Sensitivitidt, Spezifitadt, Positiv
pradiktivem Wert (PPV), Negativ pradiktivem Wert (NPV) und der Genauigkeit (Accuracy) der

Gewebewiedererkennung als Mittelwert von Sensitivitdt und Spezifitédt dargestellt

Eine Korrelation von Sensitivitat und Tumorgehalt ist bei den GIST-Proben wie
bei den kolorektalen Karzinomen nicht zu erkennen (Abbildung 31). Was den
Tumorgehalt betrifft, zeigen die GIST-Proben eine bimodale Verteilung. Hier
musste eine vorhandene Korrelation daher sehr gut zu erkennen sein. Diese

Untersuchung bestatigt die Tatsache, dass die OES-Gewebeanalyse bei den
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Gewebeproben sehr unterschiedlich gut funktioniert hat. Der Tumorgehalt

scheint hier jedoch keine Rolle zu spielen.

GIST tumor spectra (n=666)
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Abbildung 31: Korrelation von Tumorgehalt und Sensitivitit bei GIST-Gewebeproben
Der Tumorgehalt jedes Messpunktes wurde mit der zugehdrigen Sensitivitét korreliert. Es konnte
keine Korrelation festgestellt werden. Die Annahme, dass ein héherer Tumorgehalt mit einer

besseren Sensitivitdt einhergeht, erwies sich als nicht zutreffend

Der Patient mit Vorbehandlung zeigt keine besonderen Auffalligkeiten in den
spektralen Peaks. Auch bei den beiden nativen Geweben stechen keine

signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Biobank Proben heraus.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob sich Gastrointestinale Tumore
(Karzinome des Kolons und Rektums, Magenkarzinome sowie GIST) anhand
ihres Spektrums von ihrem jeweiligen Normalgewebe als Ursprung des
differenzierten Tumorgewebes unterscheiden lassen. Hierzu wurden
Emissionsspektren von den genannten Tumorentitdten und auch deren
Normalgewebe gemessen und die einzelnen Messpunkte mit Hilfe der
histologischen Auswertung richtig eingeordnet. Mit den gewonnenen Daten
wurde dann ein Klassifikator trainiert, welcher zuklinftige Gewebemessungen
anhand ihres Spektrums unterscheiden soll. Diese Technik beruht auf den

Vorarbeiten von Spether et. al. zur Gewebedifferenzierung in Echtzeit [4].
Fragestellungen

1. Wie gut korrelieren OES-Gewebespekiren mit den histologischen
Befunden ,Normalgewebe” und ,,Nicht-Normalgewebe* fiir die Neoplasien
Kolorektales Karzinom, Magenkarzinom und GIST im
Gastrointestinaltrakt?

Es hat sich gezeigt, dass es auch bei Gastrointestinalen Tumoren eine
Korrelation zwischen OES-Gewebespektren und deren histologischen
Befunden gibt, mit welcher Normalgewebe von Nicht-Normalgewebe
unterschieden werden kann. Diese Korrelation war bei den einzelnen
Patienten jedoch sehr unterschiedlich ausgepragt. Somit lassen sich
einige Patientenproben mit sehr hoher Ubereinstimmung korrelieren,
andere wiederum fast gar nicht. Diese Feststellung zeigte sich bei allen
drei gemessenen Entitaten. Auf die Fragestellung nach dem Grund dieser
unterschiedlichen Auspragung wurde mit den verfligbaren Daten
umfassende Recherche betrieben. Hierbei konnten fur einzelne schlecht
korrelierende Gewebeproben mdgliche Erklarungen gefunden werden, fur

den Rest lielden sich jedoch nur Hypothesen aufstellen (s.u.).

o7



41.

2. Lassen sich Neoplasien in verschiedenen Abschnitten des

Gastrointestinaltraktes anhand bestimmter spektraler Charakteristika
durch einen universellen Klassifikator beschreiben?

Die drei untersuchten Entitaten zeigen unterschiedliche OES-
Gewebespektren, was eine Beschreibung durch einen universellen
Klassifikator prinzipiell ermdglicht.

Auffallig waren bei allen dreien die spektralen Peaks bei den Wellenlangen

von Magnesium in neoplastischem Gewebe.

. Welche Schwierigkeiten und Herausforderungen bringt die OES-Analyse

im Gastrointestinaltrakt mit sich?

Eine der groRten Herausforderung bei der Untersuchung von OES-
Gewebespektren ist die Inhomogenitat von Gewebe. In den
Gewebeproben sind differente  Gewebsstrukturen zu finden, die
ineinander Ubergehen und unterschiedliche Zellverbande besitzen. Jeder
Messpunkt ist somit einzigartig und abweichende Gewebespektren sind
immer im Kontext der histologischen Ergebnisse zu interpretieren. Die
histologische Untersuchung ist daher fiir jeden einzelnen Messpunkt sehr
wichtig. Bei der histologischen Untersuchung wiederum Iasst sich das
gemessene Gewebe nur anhand der benachbarten Zellen abschatzen, da
die gemessenen Zellen selbst zerstort wurden.

Eine der groliten Herausforderung stellt daher die Zuordnung der

gemessenen Daten mit dem tatsachlichen urspringlichen Gewebe dar.

Gewebedifferenzierung mit spektralen Daten

Wie Eingangs schon beschrieben ist die Emissionsspektrometrie nicht die

einzige Maoglichkeit, Gewebe anhand ihres Spektrums zu unterscheiden.

Prominenter Vertreter anderer Moglichkeiten ist die Rapid Evaporative lonisation

Mass Spectrometry, die auf Massenspektrometrie beruht [32]. Des Weiteren gibt

es die inelastische Streuung von Licht an Molekllen (Raman-Streuung), aus der

ebenfalls Spektren hervorgehen, die zur Gewebedifferenzierung herangezogen

werden konnen [26]. Wahrend sich der Prozess und die Technik der

Datengewinnung fir die jeweiligen spektroskopischen Verfahren unterscheidet,
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sind diese im Endeffekt alle darauf ausgelegt, Gewebe anhand der erhaltenen
Spektren voneinander zu unterscheiden. Letztendlich haben all diese Verfahren
die gleiche Endstrecke, namlich die Interpretation der erhaltenen Spektren. Die
Interpretation dieser stellt eine grol3e Herausforderung dar. Bei der Anwendung
von Raman Spektroskopie kommen z.B. konventionelle Algorithmen wie die SVM
an ihre Grenzen [28]. Die Masse an Daten ist enorm. Eine Moglichkeit dieser
Herausforderung gerecht zu werden ist es daher, so wenig wie moglich
Informationen aus den Spektren zu nutzen und trotzdem eine gute Klassifizierung

durchfuhren zu kdnnen [42].

Ein vielversprechender Ansatz zur Interpretation von Daten stellt die Kinstliche
Intelligenz dar. In den letzten Jahren zeigt sich hier ein enormer Fortschritt,
wodurch z.B. die genetische und molekulare Medizin durch die Bereitstellung von
immer besseren Machine Learning Algorithmen zunehmend vorangebracht
werden [43]. Diese stellen Hilfe fir diagnostische und therapeutische
Entscheidungen bereit und Ubertreffen teilweise auch die Moglichkeiten
menschlicher Entscheidungen [44]. Dadurch kénnen die Datensatze mit immer
neueren Ansatzen analysiert werden. So konnten auch die Datensatze dieser
Arbeit nach Vollendung mit neuen Methoden virtueller Kinstlicher Intelligenz
analysiert werden, die aktuell weiter erprobt werden. Dies brachte jetzt schon
Verbesserungen der hier vorgestellten Ergebnisse mit sich und ist fur die weitere

Forschung in dieser Richtung sehr vielversprechend.

Neben dem Prozess der Datengewinnung fur die Spektren unterscheiden sich
auch die biologisch relevanten Teilchen oder deren Konstrukte (Elemente,
Molekule, Proteine etc.), die hinter den verschiedenen Spektren stehen (siehe
Kap. 4.2.). Je nach biologischem Teilchen gibt es unterschiedliche Mdglichkeiten,
Spektren dieser zu erhalten. Hierdurch kommen die verschiedenen Methoden zu

spektralen Gewebedifferenzierung zustande.
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4.2. Datengewinnung

Die Datengewinnung bezieht sich auf das Sammeln von Spektren. Die Spektren
erhalt man fur die OES-Analyse durch Messung einzelner Punkte auf dem

Gewebe, wahrenddessen die Lichterscheinung aufgenommen wird (s. Kap. 2.4.).

FUr die Datengewinnung ist die Reliabilitat von grol3er Bedeutung. Sie beschreibt
die Zuverlassigkeit eines wissenschaftlichen Tests und sollte stets hoch sein [45].
Optimalerweise erhalt man daher von jedem Patienten die gleiche Anzahl an
Spektren. Da die Gewebestlcke fur die Messungen nicht homogen waren, gab
es Patientenproben mit sehr vielen Messpunkten und andere wiederum mit sehr
wenigen. Teilweise wurden auch mehrere vereinzelte Gewebeteilchen fur die
Messung herangezogen. Bei Patienten mit einem nur sehr kleinen Gewebestlck
konnten dementsprechend auch nur sehr wenige Messpunkte gesetzt werden.
Je weniger Messpunkte auf einer Patientenprobe gesetzt werden konnten, desto
mehr Einfluss hatte auch jeder einzelne Messpunkt auf das Ergebnis des
jeweiligen Patienten. Je mehr Messpunkte also pro Patienten aufgenommen
werden, desto verlasslicher ist das Ergebnis. Moglichst viele Messpunkte und
trotzdem eine gleiche Anzahl pro Patienten zu erhalten war durch die
Inhomogenitat der Gewebestlicke, bedingt durch z.B. das Tumorstadium oder

auch die Art der chirurgischen Resektion, schwer zu erreichen.

Eine weitere Problematik stellen naturliche Prozesse dar, die das Gewebe nach
der Entnahme aus dem Korper verandern. Hierbei wird es namlich von der
Blutversorgung und damit Sauerstoffzufuhr abgeschnitten. Dies flhrt zur
Nekrose des Gewebes. Die Enzyme innerhalb der Zellen bewirken eine Autolyse
[37]. Eine direkte Messung der Gewebeproben nach Entnahme ware daher
anzustreben. Dies war logistisch und ohne die tagliche Routine des
pathologischen Instituts zu storen nicht moglich. Die Frischgewebeproben
wurden daher maximal 48 Stunden ausschliel3lich im Kihlschrank aufbewahrt,
da niedrige Temperaturen die meisten enzymatischen Prozesse verlangsamen
[46].
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Ein Teil der Gewebeproben wurde aus der Biodatenbank des UKT aufgetaut und
gemessen. Beim Vorgang des Einfrierens hat man in der Pathologie am UKT
eine Zeit lang das Einbettmedium ,TissueTek" benutzt. Mit der Substanz sollen
Schaden und Austrocknung des Gewebes bei tiefgefrorener Langzeitlagerung
verhindert werden. Welche Gewebe mit TissueTek eingefroren wurden und
welche nicht, konnte leider nur abgeschatzt werden, da eine Dokumentation hier
nicht stattfand. Bei der Messung von Gewebe, welches mit TissueTek eingebettet
wurde, waren daher verschiedene Polymere als Teil des Einbettmediums in oder
an den Gewebeproben vorhanden. In einer Studie von 2019 wurde untersucht,
ob ein solches Einbettmedium wie TissueTek mit nachfolgenden Analysen
interferiert. So wurde zwar ein gestortes Signal bei massenspektroskopischen
Messungen festgestellt, die Anzahl an gefundenen Proteinen war aber im
Vergleich zum klassischen Einbettmedium trotzdem gleich [47]. Einige
angefertigte Emissionsspektren der Substanz TissueTek und der Vergleich mit
Darmproben konnte ebenfalls keine Uberlagerung der fiir die Ergebnisse
wichtigen Wellenlinien feststellen. Der Vorgang des Einfrierens oder auch das
Vorhandensein von TissueTek sollte die Ergebnisse daher nicht beeinflusst

haben. Es wurden diesbezlglich auch keine Auffalligkeiten gefunden.
4.3. Histologische Auswertung

Die Histologie ist nach wie vor der Goldstandard fur die Diagnostik vieler
Krankheiten. Vor allem fir das Grading, Staging und Einordnen von
Tumorerkrankungen in gewisse Klassen, also auch der Gewebedifferenzierung,
wird die histologische Auswertung herangezogen [48]. So nutzten auch Bergholt
et al. [28] in ihrer Studie die histopathologischen Ergebnisse als Goldstandard.
Die Ergebnisse der histologischen Auswertung der Patientenproben dieser Arbeit
sind grundlegend fur den Klassifikator und die Gewebedifferenzierung. Die
Genauigkeit dieser Auswertung ist daher sehr wichtig, was sich wahrend der
Datensammlung zunehmend gezeigt hat. Zu Beginn der Studie wurde das
gemessene Gewebe zunachst nur makroskopisch in Tumor- und Normalgewebe

eingeteilt. Im Verlauf wurde die Genauigkeit der Auswertung dann stetig
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angepasst. Die ersten Proben, die nur makroskopischer beurteilt wurden, wurden

nicht erneut genauer untersucht.

Das Normalgewebe wurde anfangs makroskopisch beurteilt und im Verlauf auch
histologisch untersucht. Ein genaues Aufsuchen der einzelnen Messpunkte fand
nicht statt. Die Beurteilung beschrankte sich hier auf die Frage nach etwaigem
vorkommendem Tumorgewebe. Die Messpunkte wurden groftenteils in der
Schleimhaut gesetzt. Diese ist haufig sehr dunn und die Gewebeproben
beinhalten neben der Schleimhaut auch beispielsweise Fettgewebe,
Bindegewebe, Muskel, etc. Eine genauere Untersuchung ware hier von Vorteil
gewesen. Die Ergebnisse des Klassifikators zur Gewebedifferenzierung zielen
also auf den Unterschied von Tumorzellen zu generell gesundem Normalgewebe
ab. Im Gegensatz hierzu war die Untersuchung von Nierengewebe in der Studie
von Spether et al. [4] von Vorteil, da das Nierengewebe an sich sehr homogen

ist und die einheitliche Definition von Normalgewebe so genauer ist.

Auch Tumorgewebe wurde histologisch genau untersucht. Um ein verlassliches
Ergebnis zu erhalten, muss jeder einzelne Messpunkt identifiziert und
ausgewertet werden. Leider war es nicht mdglich, im Verlauf schon gemessene
Patientenproben im Nachhinein auf jeden einzelnen Messpunkt hin zu
untersuchen. Daher sind die ersten Patientenproben zum Teil etwas grober
anhand der kompletten Gewebeprobe beurteilt, die meisten anderen aber sehr

genau anhand jedes einzelnen Messpunktes, der gefunden wurde.

Fur eine optimale Vergleichbarkeit der Patientenproben hatten diese allesamt,
also Tumor- als auch Normalgewebe, nach exakt dem gleichen Schema
ausgewertet werden sollen. Die Unterschiede in der histologischen
Untersuchung wurden bei der Uberpriifung der Ergebnisse beriicksichtigt (siehe
Kap. 3)

4.4. Verwendete Features

Die Features sind Integrale wunter charakteristischen Peaks in den

Emissionsspektren, die eine auffallige Abweichung zwischen Normal- und
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Tumorgewebe gezeigt haben. Anhand dieser Features lassen sich die
Gewebearten in der vorgestellten Arbeit differenzieren. Hinter jedem Peak einer
Emissionslinie steht eine bestimmte Wellenlange der Photonen, die sich einem
bestimmten Mengenelement, Spurenelement oder Molekul zuordnen lassen [4].
So waren in dieser Arbeit vor allem Abweichungen das Mengenelements
Magnesium mit seinen Wellenlangen haufig vorhanden. Bei der Anwendung
anderer Technologien zur intraoperativen Gewebedifferenzierung werden
ebenfalls Unterschiede in der Zusammensetzung des Gewebes gemessen.
Hierbei wurde bisher Magnesium nicht erwahnt. Bei Anwendung des iKnife unter
Verwendung von REIMS [32] spielen vor allem das Verteilungsmuster der
Phosphoglyceride bei der Gewebedifferenzierung eine Rolle, da diese sich
innerhalb der verschiedenen Gewebearten deutlich unterscheiden [30]. Die
Zusammensetzung von Phosphoglyceriden erlaubt eine Zuordnung zu
bestimmten Gewebetypen [49]. So konnten Kirill et al. Tumorgewebe, gesunde
Schleimhaut, glatte Muskulatur und kleine Gefal3e mit einer Genauigkeit von Uber
98% voneinander unterscheiden [42]. Bei einer anderen Technik wiederum, der
Raman Spektroskopie, erfolgt die Gewebedifferenzierung mit Hilfe von Raman
Peak Intensitaten. Mit diesen kann auf mehr oder auch weniger Vorhandensein
von Gewebearten wie z.B. Kollagen geschlossen werden. Wie eingangs schon
erwahnt konnte mit dieser Technik bei benignen Ulcera im Magen mehr
Kollagengewebe und Aktinflamente im Gegensatz zu normaler Magen Mukosa

gefunden werden [28].

Die Konzentration an Mengenelementen wie Magnesium, aber auch andere
Spurenelemente, scheinen flir die Ergebnisse der Analyse von
Emissionsspektren im Gastrointestinaltrakt ausschlaggebend zu sein. Es gibt
einige andere Arbeiten, die Gewebezusammensetzungen von Normal- und
Tumorgewebe auf elementarer Ebene untersucht haben. Dabei wird die
Bedeutung von Magnesium bei Tumoren kontrovers diskutiert. Einige Studien
haben gezeigt, dass sich Magnesium in Tumorzellen anreichert [17, 50]. So
haben wohl Tumorzellen mit erhdhtem intrazellularem Magnesiumlevel einen
metabolischen Vorteil, wohingegen ein genereller Magnesiummangel im Plasma

ein Risikofaktor fir die Entstehung bestimmter Tumorarten darzustellen scheint
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[51]. Der Gehalt an Magnesium im Serum ist bei Erkrankungen mit soliden
Tumoren oft erniedrigt, wahrend er in Tumorgewebe als auch in Erythrozyten
erhoht ist. Daruber hinaus korreliert diese Annahme mit der Auspragung der
Tumorerkrankung [52]. Auch Pasha et al. konnten in ihrer Studie zu
Spurenelementen im Plasma bei Tumorpatienten erniedrigte Magnesiumlevel im
Serum der Patienten beobachten. Generell konnte in der Studie gezeigt werden,
dass Tumorerkrankungen einen Einfluss auf die Verteilung und Konzentration
von Spurenelementen im Plasma haben [53]. Dies lasst auf einen Einfluss von
Tumorerkrankungen auf den Magnesiumhaushalt schlieRen. Tumorzellen
scheinen dabei Magnesium anzureichern, was sich auch in den Ergebnissen

dieser Arbeit zeigt.

Das Verstandnis von essenziellen Mengenelementen wie Magnesium hat sich in
den letzten Jahrzenten grundlegend verbessert. Magnesium als das
zweithaufigste Kation innerhalb einer Zelle ist an zahlreichen physiologischen
zelluldren und enzymatischen Funktionen im Korper beteiligt. Hierunter fallen
z.B. metabolische Kreislaufe, Signalkaskaden und lonen-Kanal-Funktionen [54].
Bei der Energiebereitstellung der Zelle ist Magnesium mit der Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) unabdingbar [55].
ATP spielt bei der Karzinogenese eine entscheidende Rolle und ist bei der
Konfiguration der Tumormikroumgebung, die das Tumorwachstum beeinflusst,
malfdgeblich beteiligt. Hohe Magnesiumlevel kénnten also auf einen erhdhten
ATP-Umsatz deuten, welcher bei der Karzinogenese bendtigt wird [56]. Auch bei
der genomischen Stabilitat hat Magnesium einen grof3en Einfluss. Es ist bei der
Replikation der Desoxyribonukleinsaure (DNA) und Proteinsynthese beteiligt,
spielt als Cofaktor bei der DNA-Reparatur eine Rolle und hat einen Effekt auf
Zellzyklus und Apoptose [57]. In einer Studie von 2005 ging eine erhohte
Aufnahme von Magnesium mit einem geringeren Risiko fiur Kolorektale
Karzinome einher [58], was die protektiven Funktionen von Magnesium vor der
Karzinogenese stlitzt. So konnte Magnesium die Karzinogenese einerseits durch
oxidativen Stress fordern, da dieser durch Modifizierungen der DNA dort

Mutationen auslosen kann. Andererseits konnte die Karzinogenese durch DNA-
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Reparatur Mechanismen auch gehemmt werden, da diese die genomische
Stabilitat fordern [59].

Wie schon erwahnt ist Magnesium nicht das einzige Mengenelement, dass in der
Analyse als Feature dient. Neben Magnesium zeigen sich vor allem auch die
Wellenlangen von Calcium und dem Spurenelement Zink. Aber auch Natrium,
eine Cyanidgruppen-Bande (CN) und eine Hydroxylgruppen-Bande (OH) sind zu
finden. Studien zeigten bereits, dass der Magnesiumhaushalt in neoplastischen
Zellen verandert ist. Neoplastische Zellen scheinen eine hohe Affinitat far
Magnesium zu haben und dieses anzureichern [51]. Dies kdnnte an einer
Uberexpression des Transient Receptor Potential Cation Channel M7 (TRPMT7)
liegen [50, 51]. TRPM7 ist ein lonen-Kanal, der eine zentrale Rolle im
Magnesiumhaushalt und der Magnesiumaufnahme hat [60, 61]. Neben
Magnesium ist TRPM7 aber auch fur Calcium und Zink durchlassig. TRPM7
nimmt daher eine wichtige Rolle in der Regulation der zweiwertigen Kationen
Magnesium, Zink und Calcium ein [62]. Die gefundenen Features in dieser Arbeit
als Peaks bei den Wellenlangen von Magnesium, Zink und Calcium sprechen fur
eine hohere Konzentration dieser drei Mengen- und Spurenelemente im
Tumorgewebe im Vergleich zu dessen Normalgewebe. Diese Tatsache wirde
sich mit den zuvor genannten Studienergebnissen einer Uberexpression des
lonen-Kanals TRPM7 und den damit einhergehenden hoheren Konzentrationen

der drei Kationen decken und diese bestatigen.
4.5. Gewebe- und Organspezifische Eigenschaften

Mit einer Sensitivitat von 74,4% und einer Spezifitdt von 77,7% ist eine Tendenz
Zu erkennen, dass sich die Kolorektalen Karzinome  mittels
Emissionsspektroskopie unterscheiden lassen. Auch die Magenkarzinome und
GIST zeigen diese Tendenz. Im Vergleich zu der Arbeit von Spether et al. bei
Nierenkarzinomen, bei der eine Sensitivitat von 96% und eine Spezifitat von 93%
erreicht wurde [4], liegen die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch zurtick. Dies konnte
auf die Emissionslinie und das Vorhandensein von Cadmium in Nierengewebe

zurtckzuflhren sein, welches in dortigem Tumorgewebe kaum vorhanden ist
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[35]. Die niedrige Cadmiumkonzentration in renalen Tumorzellen kénnte durch
die Verdunnung durch die sich schnell teilenden Tumorzellen zustande kommen
[63]. Ein Merkmal, dass sich stark hervorhebt, dient dem Klassifikator als starkes
Feature. Cadmium konnte daher als starkes Feature einen grof3en Beitrag zu den

guten Studienergebnissen in der genannten Arbeit geleistet haben.

So konnten bei den gastrointestinalen Tumoren im Mittel zwar auch Unterschiede
zwischen verschiedenen Spuren — und Mengenelementen festgestellt werden,
diese waren jedoch nicht sehr stark ausgepragt und bei manchen Patienten kaum
oder gar nicht vorhanden. Die Gewebedifferenzierung beruht in dieser Arbeit
eher auf der Kombination verschiedener Features, die fur sich allein keine starke

Gewichtung haben.

Wenn solide Tumore zu schnell wachsen, kann es zu Tumornekrosen kommen.
Diese entstehen durch einen chronisch ischamischen Schaden, da die vaskulare
Versorgung mit dem Tumorwachstum nicht mithalten kann [64, 65]. Bei einer
Nekrose kommt es zur Proteindenaturierung und Zellkernveranderungen [37].
Die Gewebezusammensetzung von Tumorzellen und Tumornekrose kdnnte sich
daher erheblich unterscheiden. Bei der Auswertung der Spektren wurden
Messpunkte mit viel Tumornekrose daher nicht bertcksichtigt. Da jedoch manche
Tumorgewebeproben nicht pro Messpunkt ausgewertet wurden, kann hier auch
eine Ursache fur eine schlechte Gewebedifferenzierung liegen. Einige dieser
Tumorproben, die keine gute Sensitivitat hatten, wiesen makroskopisch in der

Tat groliere Nekrose Areale auf.
4.5.1. Kolonkarzinome

Die heterogen verteilte Sensitivitat bei der Analyse der Kolorektalen Karzinome
spricht daflir, dass es kein eindeutiges Feature fir die Gewebewiedererkennung
gibt. Vielmehr wurden bei der Analyse acht verschiedene Peaks verwendet,
deren Kombination letztendlich zu den Ergebnissen flihrt. Trotzdem bleibt der
erhohte Magnesiumgehalt im gemessenen Tumorgewebe das wichtigste
Feature. Eine Erhohung der intrazellularen Magnesiumkonzentration in

neoplastischen Zellen wurde in anderen Studien mehrfach bestatigt [17, 50, 51].
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Obwohl fur einzelne Patienten ein moglicher Grund fur niedrige
Gewebewiedererkennungswerte gefunden wurde, bleiben einige Ergebnisse

trotz umfangreicher Recherche auch ohne Erklarung.
4.5.2. Magenkarzinome

Magenkarzinome werden vor der chirurgischen Entfernung haufig
chemotherapeutisch vorbehandelt [41]. Durch diese neoadjuvante Behandlung
der Magenkarzinome sind die Gewebeproben sehr inhomogen. Manche
bestehen nur noch aus Tumornarbe ohne wirklichen Nachweis von Tumorzellen,
bei anderen wiederum hat die neoadjuvante Therapie nicht angeschlagen. Fur
die erste Klassifikation dieser Karzinome mittels OES ist dies eine sehr
anspruchsvolle Voraussetzung, da in der histologischen Untersuchung kaum

gleichartige und somit gut vergleichbare Gewebeproben gefunden wurden.
4.5.3. GIST

Histopathologisch zeigen sich GIST meist als scharf abgegrenzte Tumore im
Gastrointestinaltrakt [66]. Bei der histopathologischen Untersuchung lassen sich
GIST deswegen meist eindeutig von Normalgewebe abgrenzen und sie zeigen
oft einen hohen Tumorzellgehalt. Die Bedingungen erscheinen fir die OES-
Analyse daher sehr gut. Da GIST zu den mesenchymalen Tumoren zahlen,
kommen sie auch im ganzen Gastrointestinaltrakt vor [67]. Folglich ist das
gesammelte Normalgewebe auch aus unterschiedlichen Organen. Somit lassen
sich bei der OES-Analyse die Tumorgewebeproben miteinander vergleichen, ein
Vergleich aller Normalgewebeproben ergibt jedoch wenig Sinn und erklart auch
die relativ niedrige Spezifitdt von 73% bei der Analyse der GIST, die z.B. bei der
separaten Analyse nur der Magenproben auf 86% steigt. Trotz der vermeintlich
guten Bedingungen flir die Analyse der GIST-Spektren zeigte sich im Ergebnis
eine starke bimodale Verteilung. Einige GIST-Analysen fielen sehr schlecht aus.
Auffallig ist hierbei, dass 7 von insgesamt 8 GIST mit Ursprung im Dinndarm zu
dieser Gruppe mit schlechtem Ergebnis (Sensitivitdt <34%) gehoren, trotz
eindeutiger histologischer Zuordnung und hohem Tumorgehalt. Recherchen zu

einem Grund dieses Ergebnisses filihrten zu der Uberlegung, dass
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Dunndarmzellen malfigeblich an der Magnesiumresorption beteiligt sind. Der
grolRte Anteil an aufgenommenem Magnesium wird im distalen Dinndarm
resorbiert [68]. In einer Studie von 2015 wurde festgestellt, dass der lonen-Kanal
TRPMG6, der mit dem schon genannten TRPM7 hauptsachlich fur die
Magnesiumaufnahme verantwortlich ist, vor allem im distalen Dunndarm
exprimiert wird [69]. Womoglich geht die physiologische Funktion der
Dunndarmzellen mit einer intrazellularen Magnesiumkonzentration einher, die die
OES-Analyse erschwert. Dies bleibt jedoch zunachst eine Vermutung und muss

fur genauere Aussagen weiter untersucht werden.
4.6. Kritische Auseinandersetzung zur Vorarbeit

Spether et al. leisteten mit der Veroffentlichung ihrer OES-Analyse an humanem
Gewebe einen entscheidenden Beitrag fur die Anwendung von
Emissionsspektroskopie in der Medizin. Nach den sehr guten ersten Ergebnissen
des OES-Systems wurde dieses in der vorliegenden Arbeit in anderen
Organsystemen mit einer weitaus grolleren Anzahl an Messungen erforscht. Die
ersten Ergebnisse von Spether et al. setzen sich zusammen aus 11 Patienten
mit insgesamt 229 gemessenen OES-Spektren, beschrankt auf die Niere. Unsere
Arbeit umfasst Gewebe von 97 Patienten mit insgesamt 4455 Spektren von
Tumor- und Normalgewebe aus verschiedenen Organen und deren haufigsten
malignen Tumoren aus dem Gastrointestinaltrakt. Unsere Resultate kamen dabei
an die erreichten Sensitivitats- und Spezifitatswerte der Vorarbeit nicht heran.
Neben dem Resultat der Sensitivitats- und Spezifitatswerte konnten aber auch

andere Erkenntnisse gewonnen werden (s.0.)

Spether at el. entschieden sich fiur die Untersuchung von Tumoren im
Nierengewebe, da sich diese makroskopisch relativ eindeutig vom
Normalgewebe unterscheiden lassen. Dies ist auf die Homogenitat des Gewebes
und klare Tumorgrenzen bei Nierentumoren zurtickzufihren. Kolonkarzinome
und Magenkarzinome entstehen aus Epithelzellen, welche sich in der
Schleimhautschicht des Gastrointestinaltraktes befinden. Da diese sehr diinn ist,

betrifft eine maligne Entartung sehr schnell andere Gewebeschichten. Bei den
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GIST verhalt sich diese Tatsache ahnlich, diese bringen jedoch noch ein
zusatzliches Problem mit sich. Sie kdnnen im gesamten Gastrointestinaltrakt aus
dem Bindegewebe hervorgehen und daher ubiquitdr auftreten, wo es
Bindegewebe gibt. So ergibt sich bei jedem GIST eine spezifische
Gewebekonstellationen in der Umgebung. Dasselbe gilt beim Normalgewebe der
untersuchten Tumoren. Ein Messpunkt zum Beispiel auf der Schleimhaut von
Dickdarm misst nicht nur Epithelzellen, sondern umfasst immer auch andere,
dahinter liegende Gewebeschichten, sodass Normalgewebe eine Mischung aus

Gewebe bis hin zur kompletten Darmwand beinhalten kann.

Durch den engen Kontakt zum Nahrungsbrei sind Magen und Kolon
maoglicherweise einer zusatzlichen Variablen ausgesetzt. Nahrungsbestandteile,
die nach der Verdauung durch die Zellen aufgenommen werden, kdnnten

ebenfalls einen Einfluss auf die Messergebnisse haben.

Wir gehen davon aus, dass die Inhomogenitat des Gewebes ein entscheidender

Faktor fur die niedrigeren Sensitivitats- und Spezifitatswerte ist.
4.7. Anwendungsgebiete

Neben der makroskopischen Tumorausbreitung gibt es auch oft eine
mikroskopische Ausbreitung, die mit dem blof3en Auge nicht zu sehen ist. Zur
Identifizierung dieser Ausbreitung werden Schnellschnittuntersuchungen
angewendet [70, 71]. Wie schon erwahnt kosten diese Zeit und damit
Ressourcen. In Zeiten, in denen in einem Operationssaal die Produktivitat und
der Umsatz an hoher Stelle stehen, ist die Gefahr grol3, dass die Qualitat der
Untersuchung darunter leidet [3]. Eine intraoperative Gewebedifferenzierung in
Echtzeit ware daher ein enormer Fortschritt in der onkologisch-chirurgischen
Behandlung. Das OES-System erflllt diese Kriterien, indem es die
Gewebeanalyse in 0,05 Sekunden durchflihrt. Diese Echtzeitmessung erlaubt es
z.B., dem Chirurgen Informationen Uber das aktuell geschnittene Gewebe zu
geben und ihn ggf. zu warnen, sollte er z.B. ungewollt in Tumorgewebe
schneiden [4]. Bei der Anwendung von Raman Spektroskopie in der Endoskopie

konnten schon Analysezeiten von 0,5 Sekunden erreicht werden [28]. Im
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Gegensatz hierzu hat das iKnife eine Analysezeit von 0,7-2,5 Sekunden, was
keiner Echtzeitanalyse entspricht [30]. Im Vergleich zum Goldstandart der
histopathologischen Schnellschnittuntersuchung (20-30 Minuten) unterbieten die

genannten Verfahren diese jedoch zeitlich gesehen enorm.

Neben der Anforderung einer verlasslichen und guten Gewebedifferenzierung
sollte eine Technologie wie die hier angewendete im klinischen Alltag auch
praktikabel und finanzierbar sein. Durch technischen Fortschritt und
zunehmendes Wissen kommen immer neuere und gegebenenfalls auch bessere
Interventionsmadglichkeiten, Medikamente und Techniken auf den Markt. Diese
gehen oft mit hohen Kosten einher, wodurch Gesundheitssysteme unter Druck
geraten [72]. Dies schirt immer haufiger Bedenken, was die finanzielle
Tragbarkeit einiger dieser Fortschritte angeht. Neue Methoden sollten daher
immer auch im Kontext von Kosten- und Effektanalysen betrachtet werden [73].
Das beinhaltet auch die Grolie, Wartung und Bedienung eines solchen Gerates,
da es z.B. im Operationssaal untergebracht werden muss und ggf. ein
zusatzlicher Mitarbeiter bendtigt wird. Wahrend z.B. das Massenspektrometer,
welches fur das iKnife verwendet wird, eine grol3e zusatzliche Maschine darstellt,
lasst sich das in dieser Arbeit verwendete OES-System problemlos in schon
lange in Anwendung befindliche elektrochirurgische Einheiten (s. Abb. 3)
integrieren. Dies halt einerseits die Kosten minimal und bringt andererseits viel

Potential flr die Umsetzbarkeit in der klinische Praxis mit sich [4].

Neben der Anwendung im Operationssaal kdnnte das OES-System aber auch in
der Endoskopie eingesetzt werden. Bei der endoskopischen Diagnostik und
Vorsorge Kolorektaler Karzinome konnten z.B. direkt beim Abtragen von Polypen
Informationen zu diesen in Echtzeit gegeben werden. Kolorektale Karzinome
entstehen meist Uber einen langeren Zeitraum aus Darmpolypen, die sich
stufenweise verandern. Dies geschieht durch aufeinanderfolgende genetische
und epigenetische DNA Mutationen [74]. Inwiefern diese stufenweise
Zellveranderung mit der OES-Analyse erfasst werden koénnte, bedarf weiterer
Studien. Das Massenspektroskopische Verfahren iKnife wird aktuell far die

Verwendung in der endoskopischen Vorsorge fuir kolorektale Karzinome getestet.
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Die ersten Ergebnisse sprechen fur einen positiven Effekt durch die Kombination
des iKnife mit endoskopischen - oder bildgebenden Verfahren zur Vorsorge von

kolorektalen Karzinomen [75].

Mit vielversprechenden Anwendungsmaoglichkeiten, der Integrationsmaoglichkeit
in schon im medizinischen Einsatz befindlichen technischen Geraten und einem
tragbaren Kosten-Effekt-Verhaltnis ist das OES-Verfahren ein spannender
Ansatz im Bereich zukunftiger Mdglichkeiten zur Gewebedifferenzierung. Das
Verfahren sollte dabei auch an anderen Organsystemen untersucht werden. Fur
den klinischen Einsatz im Gastrointestinaltrakt sind weitere Studien notwendig,

um die Genauigkeit der Gewebedifferenzierung zu verbessern.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob sich OES-Gewebespektren mit
den histologischen Befunden ,Normalgewebe® und ,Tumorgewebe® fir die
Neoplasien Kolorektales Karzinom, Magenkarzinom und Gastrointestinale
Stromatumore korrelieren lassen. Zu diesem Zweck wurden von insgesamt 97
Patienten Gewebeproben der genannten Tumorentitdten und deren
Normalgewebe gesammelt. In der Summe wurden 2036 Messpunkte von
Normalgewebe und 2419 Messpunkte von Tumorgewebe und somit insgesamt
4455 OES-Gewebespekiren gemessen. Danach wurden die Proben
histopathologisch untersucht und deren Gewebe definiert. Durch Unterschiede in
den Spektren zwischen Normal- und Tumorgewebe und der Ergebnisse der
histopathologischen Untersuchung lief3 sich mit Hilfe einer SVM ein Algorithmus
zur Gewebewiedererkennung erstellen. Es hat sich gezeigt, dass mit diesem
Algorithmus Normal- als auch Tumorgewebe anhand ihrer OES-Spektren
voneinander unterschieden werden konnen. Die Genauigkeit einer solchen
Unterscheidung war jedoch zwischen den einzelnen Patienten sehr
unterschiedlich. So hat die Unterscheidung bei einigen Patienten sehr gut
funktioniert, bei einigen war sie allerdings kaum maoglich. Durch umfassende
Recherche der verfiigbaren Daten konnten fur diese Tatsache nur bei einzelnen
Patienten mogliche Grinde fir eine schlechte Gewebewiedererkennung
gefunden werden. Bei einigen bleibt der Unterschied in der Genauigkeit dieser
Gewebewiedererkennung zunachst unklar. Die Inhomogenitat des Gewebes
macht jeden Messpunkt einzigartig, was eine Herausforderung an eine solche
Analyse darstellt. Im Verlauf der Datensammlung hat sich gezeigt, dass eine
genaue histologische Untersuchung jedes einzelnen Messpunktes enorm wichtig
ist. Das Problem jedoch ist, dass diese Untersuchung nur in der unmittelbaren
Umgebung des Messpunktes stattfinden kann, da das gemessene Gewebe

selbst bei der Messung zerstort wird.

Die Unterscheidung der Gewebe wurde anhand von Features durchgeflhrt.
Diese sind definiert als Integrale unter den Peaks bestimmter Photonen-

Wellenlangen, welche bei Normal- und Tumorgewebe Unterschiede aufwiesen.
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Hinter den Wellenlangen stehen bestimmte Mengenelemente und
Molekulbanden, die im Gewebe folglich vermehrt oder vermindert vorkommen.
Eine Kombination dieser Features gibt jedem Gewebe einen spezifischen
.Fingerabdruck®. Vor allem das Mengenelement Magnesium mit seinen
unterschiedlichen Wellenlangen wurde bei allen drei Tumorentitaten mit erhdhten
Peaks, also auch erhohter Konzentration im Gewebe, gefunden. Die

untersuchten Tumorentitaten scheinen also Magnesium anzureichern.

Anwendung finden kdnnte die OES-Gewebeanalyse im Bereich der onkologisch-
chirurgischen Therapie. Eine Gewebeanalyse in Echtzeit kann dem Chirurgen
helfen, Resektionsgrenzen besser zu beurteilen und bietet groles Potential bei
der Zeitersparnis im Operationssaal und beim Behandlungserfolg fur den
Patienten. Auch eine Anwendung in der endoskopischen Vorsorge oder zur
Unterstitzung von Gewebeanalysen in pathologischen Instituten ist denkbar.
Zwar konnte anhand der Ergebnisse dieser Studie gezeigt werden, dass sich die
untersuchten gastrointestinalen Tumore anhand ihres OES-Gewebespektrums
voneinander unterscheiden lassen, fur einen klinischen Einsatz ist die
durchschnittliche Genauigkeit der Gewebewiedererkennung aber zu niedrig und
muss verbessert werden. Vor allem neue Ansatze im Bereich der
Datenverarbeitung durch kinstliche Intelligenz versprechen hier heute schon
bessere Ergebnisse im Bereich der Genauigkeit der Gewebewiedererkennung.
Insofern sollte die OES-Gewebeanalyse, nicht nur im Gastrointestinaltrakt,
sondern auch in anderen Gewebe- und Organsystemen weiter erforscht und

vorangebracht werden.
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