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Inhalte
Zusammenfassung

Urspriingliche Aufgabenstellung und wissenschaftlich-technischer Stand:
Histopathologische Verfahren sind der Goldstandard zur Krebsdiagnostik, jedoch nur
zweidimensional und auf kleine Proben anwendbar. Ein dreidimensionales Verfahren fehlit.
Zwei praanalytische Probleme wurden adressiert: (1) Die virtuelle Bildgebung bendtigt die
Identifikation vergleichbarer mikroanatomischer Strukturen zwischen virtuellem und
histologischem Schnitt. (2) Es gibt keine digitalpathologischen Verfahren, die die
diagnostische Prazision ohne Zusatzbelastung des Personals steigern.

Ablauf des Vorhabens: Zu Beginn wurde die Expertise der Projektpartner in
mikroanatomischen Strukturen geschaffen und in einer Checkliste festgehalten.
Oberflachenmikroskopische Verfahren wurden evaluiert und ein Farbeprotokoll entwickelt.
Gewebeproben wurden zur uCT-Untersuchung an das Fraunhofer EMI gesendet und
anschlie3end histologisch aufgearbeitet. Die 2D/3D Bildfusion wurde mit
Kollaborationspartnern durchgefuhrt und evaluiert. Eine integrierte Laborsoftware wurde
erforscht und der Workflow gemeinsam evaluiert.

Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit: In AP1 wurden Tonsillenproben
ausgewahlt und histologische Kriterien definiert. In AP2 wurden FFPE-Proben fur uCT-
Scans bereitgestellt und die besten Ergebnisse mit Phasenkontrast uCT erzielt. In AP3
wurde eine Farbung der Blockschnittflache etabliert und konfokale Fluoreszenzmikroskopie
als optimal identifiziert. In AP4 wurden 3D uCT-Datensatze annotiert und ein erfolgreiches
2D/3D Alignment erreicht. In AP5 wurde ein Expertentool verwendet und in AP6 Proben aus
Tumoren und Lymphknotenmetastasen getestet. In AP7 wurden IT-Prozesse fur den
Workflow identifiziert und in AP8 der gesamte Workflow abgebildet.

Die Ergebnisse sind Teil zweier Dissertationen und fuhrten zu mehreren Veroffentlichungen.
Die Zusammenarbeit mit den HORUS Kooperationspartnern war erfolgreich und fuhrte zu
weiteren Forschungsantragen.

Einleitung

Der Stand von Wissenschaft und Technik

Histologische Schnitte verwenden die H&E-Farbung als Standard zur Visualisierung von
Gewebestrukturen. Immunhistochemische Farbungen erganzen diese, um Proteine zu
identifizieren. Beide Verfahren sind zeitaufwendig und die Ergebnisse variieren je nach
Beobachter. Virtuelle 3D-Histologie mit Kontrastmitteln oder Phasenkontrast-uCT bietet
hohe Auflésungen, aber der vollstandige Detailgrad eines H&E-Schnitts wurde noch nicht
erreicht. Es gibt keinen Ansatz, der die a-priori-Kenntnisse eines H&E-Schnittes nutzt, um
den entsprechenden Gewebebereich im pCT-Scan direkt zu identifizieren. Dieses
Teilvorhaben erforscht praanalytische Grundlagen flr diese Identifikation und evaluiert
oberflachenmikroskopische Verfahren.
Oberflachenmikroskopische Verfahren: Diese Verfahren erfassen die Schnittflache eines
histologischen Schnittes mit unterschiedlichen Qualitdten und Eindringtiefen. Moderne
Anwendungen wie konfokale Mikroskopie produzieren digital verwertbare Ergebnisse und
ermoglichen scharfere Bilder durch Fluoreszenzmarkierungen. Diese Methoden wurden
bereits erfolgreich angewandt, um die histologische Aufarbeitung schneller und exakter zu
gestalten. In diesem Projekt wurden die Verfahren zur Erstellung einer hochaufgeldsten,
schnittflachenbasierten Histologie evaluiert. Einige Verfahren bieten eine gewisse
Eindringtiefe, die zur besseren Korrespondenz mit den yCT-Schnittbildern genutzt werden
kann.
Neuheit und Attraktivitat des Losungsansatzes: Der Innovationsgehalt liegt in der
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fehlenden Verzerrung zwischen virtuellem und histologischem Schnitt. Der Gewebeblock
wird gescannt und die Schnittflache analysiert, um einen digitalen histologischen Schnitt zu
gewinnen. Diese Technik wird bisher nicht angewendet. Das Problem der Verzerrung wird
praanalytisch geldst, was eine hoch aufgeldste Messgrundlage und Identifikationsgrundlage
mikroanatomischer Strukturen im virtuellen Schnitt bietet. Der Ansatz integriert den
gesamten Workflow, einschlieRlich der frihen Schritte der Gewebebearbeitung, was bisher
in keinem etablierten digitalpathologischen Verfahren berucksichtigt wurde. Die bisherigen
Losungen arbeiten getrennt und beinhalten kein verlassliches Konzept zur
Langzeitarchivierung.

Bezug des Teilvorhabens zu den forderpolitischen Zielen

Unser Teilvorhaben liefert die notwendige wissenschaftlich-technische Grundlage fur eine
integrierte pathologische Diagnostik und unterstutzt die digitale Gesundheitsversorgung.
Durch hochaufgel6ste virtuelle Bildgebung der gesamten Probe kénnte die diagnostische
Prazision erheblich gesteigert werden, was eine prazisere Bestimmung des Tumorvolumens
und der Tumorheterogenitat ermdglicht. Dies flhrt zu einer effizienteren
Gesundheitsversorgung und verbesserten Therapiekonzepten. Die Themenfelder 1 (digitale
Unterstitzung) und 4 (Strukturen fur eine digitale Gesundheitsversorgung) wurden direkt
adressiert, wahrend Themenfelder 2 (digitale Therapien) und 3 (integrierte
Versorgungsketten) mittelbar unterstitzt wurden. Ein allgemeiner Farbungsstandard und
telematischer Datenaustausch werden ebenfalls ermdglicht.

Bestehende Schutzrechte (eigene und Dritter)

Die in diesem Teilvorhaben geplanten Arbeiten werden mithilfe der Software von ImFusion
und Dorner umgesetzt, zu deren Verwendung wir durch die Kooperationspartner berechtigt
sind. DarUber hinaus sind keine national oder international bestehenden Schutzrechte
betroffen. Die Schutzrechte des Klinikums der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf wurden
im Rahmen eines Kooperationsvertrages zwischen den Kooperationspartnern bzw. deren
Institutionen geregelt.

Ergebnisse des Arbeitsplans

Erfolgreiche Bedarfsermittlung und Definition von Erfolgskriterien anhand zu
erkennender Gewebestrukturen (AP1)

Grundlage lieferte Humangewebe, bestehend aus formalinfixiertem, paraffineingebetteten
(FFPE) Gewebe: 12 Tonsillen sowie 30 Proben bestehend aus 15 Kopf-Hals-Tumoren und
15 jeweils zum Tumor gehorenden Lymphknotenmetastasen und gem. zustimmendem
Ethikvotum zum Antrag 2020-943 (Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf, Medizinische Fakultat). Die durch die Routinediagnostik bereits vorhandenen,
H&E gefarbten, histologischen Schnittpraparate dienten im Rahmen des ersten
Projekttreffens zur Schulung der Projektpartner in der Histologie (Gewebelehre). Im Rahmen
des Workshops wurden weiterhin die relevanten diagnostischen Fragestellungen aus
klinischer Sicht (z.B. Beurteilung der chirurgischen Schnittrander) sowie die potentiellen
histologischen Landmarken vorgestellt. Die dadurch geschaffene, gemeinsame
histologische Grundlage wurde im Lastenheft anhand beschrifteter histologischer
Abbildungen festgehalten (Abb. 1):
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Abb. 1 Beispielhafter Ausschnitt aus dem Lastenheft zur Definition histologischer Strukturen
und GréBenordnungen.

MCT-Scans und Evaluation der 3D Daten: Phasenkontrast-uCT lieferte die beste
Darstellung humaner FFPE Tonsillenproben (AP2)

In diesem Arbeitspaket wurden unsererseits FFPE Tonsillenproben an das EMI versandt,
um dort mit verschiedenen uCT-Verfahren untersucht zu werden. Die Evaluation erfolgte in
Korrespondenz mit dem EMI und dem UKEF, hinsichtlich Identifikation grober
Strukturmerkmale. Hierbei konnten wir folgende Modalitaten untersuchen: Auflésungen von
4,9 um, 4,0 um, 2,6 ym, 2,5 um und 1,625 um. Fir die letzten drei Messmodalitaten wurde
ein Phasenkontrast-uCT gewahlt. Die letzten beiden Messungen fanden am Synchrotron
des Paul-Scherrer-Institutes statt. Als Kompromiss zwischen Auflosung, ausreichendem
Kontrast im Weichgewebe, Laborgerategrofle und Messzeit stellte sich die Messmodalitat
mit 2,6 ym Auflosung und Phasenkontrast heraus. Entsprechend orientierten sich die spater
erfolgten Messungen an Tumoren und Lymphknotenmetastasen an diesen Parametern.
Weiterhin fiel im Zuge dieser Messreihen auf, dass es einerseits wahrend der Aufnahmen zu
Erwarmungen der FFPE-Blocke kommt, dem mit einer automatischen Fokuskorrektur
erfolgreich begegnet wurde. Zum anderen waren uCT-Gerate aus der Materialprifung nicht
optimal fir FFPE Proben geeignet, da sie aufgrund der niedrigen Energieabsorption im
Weichgewebe sehr lange Messzeiten erforderten (teils > 48h), was zu einem ungeplant
hohen Filamentverbrauch der Wolframfilamente auf Seiten des EMI, mit konsekutiver
Verzdgerung im Projekt, fuhrte.



Erfolgreiche Etablierung einer schnittflachenbasierten Histologie und 2D
Annotationen an der Blockschnittflache und der korrespondierenden, H&E gefarbten
Objekttrager (AP3)

Nach Austestung verschiedener organischer Losungsmittel zur Entparaffinierung stellte sich
Aceton als optimales Losungsmittel heraus, um die Entparaffinierung einer sehr diinnen
Gewebelage an der Blockschnittflache zu erreichen. Weiterhin konnten wahrend der
Experimente mit dem anderen Lésungsmittel Ethanol reproduzierbar hydrophobe,
nadelférmige Paraffinausfallungen verursacht, und dadurch die Ursache gleichartiger
Artefakte bei Farbungen am FFPE-Gewebe identifiziert werden. Diese Ergebnisse fanden
Eingang in ein Methodenpaper (1). Die entparaffinierte Gewebeschicht wurde
fluoreszenzmikroskopisch mit einer Kombinationsfarbung aus CFSE (Carboxyfluorescein
succinimidyl ester) flr das Zytoplasma und Ethidiumbromid fiir den Zellkern dargestellt. Der
jeweils korrespondierende histologische Schnitt auf dem Objekttrager wurde mit H&E
gefarbt. Sowohl die fluoreszenzgefarbte Blockoberflache als auch der H&E gefarbte Schnitt
auf dem Objekttrager wurden digitalisiert, den Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt
und unsererseits annotiert (Abb. 2). Dabei wurden 20 digitale H&E- und 20
korrespondierende Blockschnittflachen hinsichtlich verschiedener mikroanatomischer
Kompartimente annotiert. Diese umfassen bislang durchschnittlich 10k-12k bzw. 1,5k-2,5k
Zellen pro mm?2. Die unterschiedlichen Zelldichten bezogen auf die Gesamtflache
entsprechen dem Unterschied zwischen der naherungsweise 2D Oberflache auf dem OT
und der geringeren Flache scharfer Fokusebenen auf dem Oberflachenrelief der FFPE-
Blockanschnittflache.

Germinal Center’

*Small Secondary Lymphoid

Follicle

korrespondierend dem HE gefarbten Objekttrager (a2, b2, c2). Aus der Dissertationsschrift
von Verena Stehl ,HORUSkop: Gewebedarstellung mittels zerstérungsfreier
Bildgebungsmethoden®, eingereicht 2025.

Die Annotationen schufen die Grundvoraussetzung fur unsere Kooperationspartner, v.a.
ImFusion, zur Relokalisation eines gefarbten, ndherungsweise 2D Schnittes im zuvor
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gewonnenen 3D uCT-Datensatz.

Erfolgreiche 3D-Datenanalyse der gescannten Proben, Alignment (Ausrichtung) mit
2D-Slides und Entzerrung durch Expertentool zur synergetischen 2D-3D-
Datenverarbeitung von Kontroll- und Tumorgewebe (AP4-6)

Fur diese komplementaren Arbeitspakete wurden unsererseits die 3D uCT-Datensatze aus
Tonsillen und Kopf-Hals-Tumoren annotiert, sowie die nach dem uCT-Scan aus
verschiedenen Tiefen des FFPE-Blocks gewonnenen, H&E-gefarbten und digitalisierten
Objekttrager. Letztere sind naherungsweise 2D. Die durch unsere Kooperationspartner
ImFusion wahrend der Annotationen rasch auf unseren Bedarf hin verbesserten Fahigkeiten
der Software (= des Expertentools) ermdglichten die Annotationsarbeiten direkt in der
ImFusion Software. Insgesamt wurden 708 Annotationsebenen in drei Tonsillen und 5100
Annotationsebenen in 17 Tumorproben (Tumor vs. Restgewebe) bzw. 1500
Annotationsebenen in finf Tumorproben (Tumor vs. verschiedene Normalgewebe) an den
jeweiligen uyCT-Datensatzen annotiert. Mithilfe dieser Daten wurden u.a. Landmarken
zwischen dem 3D uCT-Datensatz sowie den H&E-gefarbten Objekttragern identifiziert.
Dadurch konnte von ImFusion ein Modell etabliert werden, welches die Identifikation des
HE-Schnittes innerhalb eines zuvor gewonnenen uCT-Datensatzes mit einer Genauigkeit
von bis zu 20 um ermdglicht (Abb. 3, aus Publikation (3)):

Fig. 1
From: 2D-3D deformable image registration of histology slide and micro-CT with DISA-based initialization
4 N LY N
A.Image Preprocessing B. Plane Initialization with DISA C. Plane Refinement
Stack Slices
To Volume
UCT Slices .
2D Feature Maps From DISA CNN
|
1
1
»
H 2D-3D Feature Maps Registration
E Plane Pose Optimization
» Out-of-plane Deformation Optimization
Histology
£ % 4 S P
D. DISA2D CNN

|
BlurPool (s=2)

|
BlurPool (s=2)

(8, 16)
Output 2D 16-channel

Input 2D image
Conv2D block
(186, 16)

(16, 32)

|
Conv2D block
feature map

|
Residual Conv2D block
|
Residual Conv2D block
(32,32)
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Conv2D block  ====——m————— 1

(in_ch, out_ch) - gesidual Conv2D block
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The workflow of the proposed registration algorithm and the DISA 2D CNN structure. (A) Image preprocessing with grayscale conversion and percentile
normalization. (B) Initialization of the plane pose using 2D-3D registration on the feature maps of CT and histology. The original feature maps contain 16
channels. Here, only the first three channels are extracted for visualization as an RGB image. (C) Sampling plane refinement by optimizing over the plane pose

parameters and the out-of-plane deformation. Control point pairs are displayed as yellow markers above and under the CT volume. (D) The structure of the

DISA 2D CNN that generates a 16-channel feature map from an input image.
Abb. 3 Reidentifikation eines HE Schnittes (ndherungsweise 2D) innerhalb eines zuvor

7



gewonnenen 3D uCT Datensatzes. Aus (3), Open Access geméal3 “Creative Commons
licences”.

Weiterhin wurde die Software iterativ dahingehend erweitert, dass mithilfe vereinfachter
Markierungswerkzeuge relevante Bereiche innerhalb des pCT-Datensatzes annotiert und
als 3D Volumina im restlichen Datensatz visualisiert werden kdnnen. Dadurch ist eine
Identifikation relevanter Bereiche im 3D Datensatz zur gezielten Schnittentnahme fir
objekttragerbasierte Farbungen moglich. Beachtenswert ist in diesem Zusammenhang, dass
Uber Messungen des Hohenprofils durch das EMI nach Anschnitt des FFPE Blockes mit
dem Mikrotom bei 1,5 um Vorschub an der Oberflache des Blockes Hohenunterschiede von
bis zu ca. 160 um entstehen. Die gezielte Schnittentnahme nach Planung am uCT sollte
daher entweder anhand von mit dem bloRen Auge erkennbarer Landmarken wahrend der
Bedienung des Mikrotoms erfolgen oder anhand der tatsachlichen Dicke des FFPE Blockes.
Weiterhin erlaubten die Annotationen Aussagen zu Oberflachen-Volumendaten der
verschiedenen Gewebetypen (z.B. Anteil lymphatischen Gewebes, Muskulatur, etc.,
Tumorvolumen/-Anteil) und lieferten dartber hinaus die Grundlage, im Rahmen eines Proof-
of-Concept ein Modell zur automatischen Identifikation verschiedener Gewebetypen sowie
Tumorgewebe zu etablieren und zu testen. Dabei zeigte sich zwischen manueller
Annotation und der Kl eine hohe Ubereinstimmung bez. Bindegewebe, lymphatischem
Gewebe, Plattenepithel und Speicheldriisen, wahrend Muskulatur in der Kl-basierten
Annotation deutlich schlechter erkannt wurde (Korrelationskoeffizient nach Spearman rho fur
die verschiedenen Gewebetypen manuelle Annotation vs. Kl insgesamt 0,79; p = 0,00984).
Bei der Identifikation verhornten und unverhornten Tumorgewebes ergab sich zwischen der
manuellen Annotation und der Kl eine nahezu vollstdndige Ubereinstimmung im
gemessenen Volumenanteil (Korrelationskoeffizient nach Spearman rho = 1).

Erfolgreiche Definition notwendiger IT-Strukturen fiir die Pathologie zur zukiinftigen
Umsetzung einer virtuellen Histologie (AP7)

Die Ergebnisse wahrend der vorausgehenden Arbeitspakete lieferten die Grundlage, mit
unseren Kooperationspartnern von Dorner IT und dem Universitatsklinikum Freiburg
gemeinsam die notwendige IT-Infrastruktur fur die uCT-basierte Histologie zu definieren.
Aufgrund der derzeitigen Dauer eines uCT-Scans handelt es sich um ein Verfahren,
welches an zuvor ausgewahlten Paraffinblocken durchgefuhrt werden sollte. Diesem
Umstand wird bereits im praanalytischen Teil, d.h. der einsendenden Klinik, im Rahmen des
Order-entry begegnet. Dieser erlaubt eine zielgerichtete Vorauswahl der Probe, welche fur
das pCT vorgemerkt wird. In Abhangigkeit der eingesandten Probe werden klinische Daten
fur die Histopathologie aus dem klinischen Informationssystem (KIS) exportiert und der
arztlichen, histopathologischen Befundung visualisiert. Der yCT-Datensatz wird nach
Fertigstellung Uber die ImFusion Software dargestellt, welche sich direkt aus der Software
von Dorner IT starten lasst. Die Befundung erfolgt in der Software von Dorner IT, welche die
Einbindung standardisierter, automatisierter Textbausteine erlaubt, die sich z.B. aus den
morphometrischen Tumordaten (z.B. Tumordurchmesser) ergeben kénnten. Der
Befundexport erfolgt aus der Software von Dorner IT Uber die HL7- und / oder FHIR-
Schnittstelle zurick an das KIS.
Die aus unserer Sicht zu erwartenden, grof3ten Veranderungen zur Erlangung notwendiger
Funktionalitaten, der Kompatibilitdt mit und Integrierbarkeit in die gangigen Ablaufe in der
Pathologie fur die Zukunft waren:

e Ausreichende Verfugbarkeit von Speicherplatz fur uCT-Scans: Bei zu erwartender

Grole von derzeit ca. 80 GB pro FFPE-Block wirden bei voller Umstellung auf den
HORUS-Workflow bei ca. 120k Blocken pro Jahr (circa Jahreszahlen UKD

8



Pathologie) z.B. 9.600 TB an Daten pro Jahr anfallen. Bei Speicherung lediglich der
zur Diagnose relevanten Bereiche konnten einzelne 2D Slices exportiert werden und
den Speicherbedarf auf ca. 1-2 GB pro Block reduzieren (120-240 TB pro Jahr).

e Ausreichende Rechenleistung zur 3D Rekonstruktion der uCT-Datensatze und deren
flissigen Annotation zur Identifikation und Morphometrie relevanter Bereiche: z.B.
Arbeitsspeicher > 100 GB fur einen Datensatz oder Bereitstellung eines
pyramidalen/streamingfahigen 3D-Formats. Bei intramuraler Lésung ware die
Leistung analog zu einem HPC zu erwarten, bei extramuraler Losung ist ein
ausreichend hoher Datendurchsatz Uber ein ausfallsicheres Netzwerk zu
gewabhrleisten (Glasfaseranbindung).

e Bildschirme analog zum Befundungsstandard der Radiologie.

Demonstrationsveranstaltung zum Projektabschluss und Ausblick

Die unter AP7 erfolgte Integration des Workflows in ein fruihes Demonstratorniveau wurde
im Rahmen der Abschlussveranstaltung am Institut fir Klinische Pathologie des
Universitatsklinikums Freiburg in Form begehbarer Stationen gezeigt. Die Ziele wurden in
einem dabei erstellten Video zusammengefasst (https://dorner.de/horus-ki-mikro-ct-digitale-
pathologie/, Zugriff am 23.09.2025) Bei der Abschlussveranstaltung nahm u.a.
Histomography teil, ein neuer Hersteller von yCT-Geraten speziell fur die Histopathologie.
Dies konnte im direkten Dialog eine unmittelbare Integration in einen potentiellen,
zuklnftigen Workflow mit optimierter uCT-Hardware beispielhaft ermdglichen. Sofern man
den derzeitigen FFPE-Workload des Instituts fur Pathologie des UKD vollstandig auf den
HORUS-Workflow umstellte, wirden ca. 545 FFPE-Blocke pro Arbeitstag anfallen, bei voll
automatisiertem 24/7 Betrieb ca. 329 Blocke pro Tag, bzw. 13,7 Blocke pro Stunde. Die
tatsachlich verwertbare Auflésung sollte bei ca. 0,4 um liegen. Anhand der getesteten
Gerate wurden wir aus klinisch-pathologischer Sicht solche mit Phasenkontrast bevorzugen.

Wichtigste Positionen des zahlenmafRligen Nachweises

Die wichtigsten Positionen des zahlenmaldigen Nachweises umfassten die Stelle der PhD
Studentin Verena Stehl (TVL E13, 65%), der technischen Assistenz (TVL E9, 100%) und
einer wissenschaftlichen Hilfskraft. Die genauen Buchungsangaben werden uber die
Drittmittelverwaltung des UKD im seitens des DLR bereitgestellten Formulars in profi-online
bereitgestellt.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die im initialen Antrag von HORUS formulierten Ziele stellten ein hohes Forschungsrisiko
dar. Es konnte zum damaligen Zeitpunkt nicht sichergestellt werden, dass der gewahlte
Ansatz mit dem gewahlten Gewebe zufriedenstellende Ergebnisse liefert; der im Erfolgsfall
sehr hohe Nutzen und die vielversprechende Vorstudie lieRen die Risikoabschatzung positiv
ausfallen. Dennoch war das Risiko so hoch, dass eine im Vorfeld bei der elTT erorterte
Forderung dieser Forschung durch z.B. einen Konzern nicht in Aussicht stand. Daher ware
eine Durchfuhrung des Forschungsvorhabens in Deutschland ohne 6ffentliche Férderung
nicht moglich gewesen. Die Zuwendung war daher notwendig.

Die im Teilvorhaben durchgefiihrten Arbeiten zur Etablierung der schnittflachenbasierten
Histologie, Bereitstellung der Gewebeproben flr unsere Kooperationspartner im HORUS
Verbund, Anfertigung und Annotation histologischer Schnittpraparate, Identifikation und
Annotation der relevanten Strukturen im yCT-Datensatz lieferte unseren
Kooperationspartnern die notwendigen Grundlagen zur Erreichung ihrer Ziele und der
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Ubergeordneten Ziele. Die Resultate werden im Teil ,Ergebnisse des Arbeitsplans®
dargestellt. Am Ende entstand dadurch ein erfolgreiches Verfahren, welches die prazise
Reidentifikation eines objekttragerbasierten Schnittes in einem zuvor zerstorungsfrei
gewonnenen 3D uCT-Datensatz mit hoher Auflésung erlaubt. Es konnte weiterhin
festgestellt werden, welche Leistungskriterien ein uCT-basierter Ansatz zur Etablierung
eines histopathologischen Workflows auf Hard- und Softwareebene notwendig sind.
Schliel3lich konnte gezeigt werden, dass mithilfe eines zerstorungs- und farbefreien
Verfahrens die Identifikation relevanter Strukturen bereits im FFPE Block automatisch
unterstutzt moglich ist.

Die im Rahmen dieses Teilvorhabens geleisteten Projektarbeiten waren daher notwendig
und angemessen.

Voraussichtlicher Nutzen bzw. Verwertbarkeit der Ergebnisse - auch konkrete
Planungen fur die ndhere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

e Bez. Der erfolgten und geplanten wissenschaftlichen Verwertung in Form von
Veroffentlichungen s. Kapitel ,Erfolgte und geplante Verdffentlichungen der
Ergebnisse®.

e Weiterhin wurden basierend auf den Vordaten von HORUS Forschungsantrage
gestellt, die methodisch u.a. mithilfe von uCT die Verbindung zwischen hoch
aufgeldsten Ultraschalldaten und Histologie erlauben. Der diesbezigliche BMBF
Antrag mit Schwerpunkt 3D Darstellung von Gefalden befindet sich noch in Prifung,
der DFG Antrag mit Schwerpunkt Identifikation von Mikrometastasen wurde positiv
beschieden (DFG SE 3822/1-1). In beiden Antragen ist Histomography
Unterauftragnehmer zur Erstellung der yCT-Scans. Beide Antrage entsprechen einer
unmittelbaren wissenschaftlichen Verwertung von in HORUS generierten Vordaten,
der BMBF Antrag beinhaltet eine mogliche, zuklnftige wirtschaftliche Verwertung der
dann neu generierten Ergebnisse. Beide Antrage sind auf eine Laufzeit von 36
Monaten ausgelegt.

e Zur Erforschung virtueller histologischer Farbungen wurde bereits wahrend des
HORUS Projekts eine Kooperation mit der Hochschule Dusseldorf (Prof. André
Stuhlsatz) begonnen, in deren Zusammenhang durch eine Masterarbeit auftretende
Verzerrungen wahrend der histologischen Schnittgewinnung direkt am Mikrotom
analysiert wurden. Die Kooperation wird weiterhin fortgesetzt mit dem Ziel, weitere
hoch aufgeloste Messdaten zu gewinnen, um ein prazises Verzerrungs-Entzerrungs-
Modell zu lernen. Der Zeitaufwand liegt je nach bewilligten Mitteln bzw.
Transfermdglichkeit von Ergebnissen aus anderen Forschungsprojekten bei ca. 24-
60 Monaten.

e Die gewonnene Expertise in der yCT-basierten Gewebeanalytik wird kooperativ fur
Forschungsfragestellungen anderer Gruppen am UKD verwendet (u.a. der Kliniken
fir Orthopadie und Padiatrie). Ein aktuelles Kooperationsprojekt wird wahrscheinlich
in 12-18 Monaten abgeschlossen.

Ziel der benannten Punkte ist die Etablierung eines histopathologischen Workflows,
basierend auf zerstérungsfreien Verfahren und zur zukinftigen Anwendbarkeit in der
histopathologischen Routine.

Wahrend der Durchfuhrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt
gewordene Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Pathologie (DGP) in 2023 kam
es zum Kontakt mit der Firma Histomography (https://histomography.com/, Zugriff am
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23.09.2025), einem jungen Unternehmen mit Schwerpunkt, yCT-Gerate fur den
histopathologischen Bedarf zu etablieren. Das Unternehmen nahm an der HORUS
Abschlussveranstaltung teil und ist Unterauftragnehmer in zwei nachfolgenden
Forschungsantragen.

Erfolgte und geplante Veroffentlichungen der Ergebnisse

Erfolgte Veroffentlichungen mit Ergebnissen, die im Rahmen dieses Teilvorhabens
gewonnen wurden:

1. Schoenfeld, A. von, P. Bronsert, M. Poc, A. Fuller, A. Filby, S. Kraft, K. Kurowski, K.
Soérensen, J. Huber, J. Pfeiffer, M. Proietti, V. Stehl, M. Werner, and M. Seidl. 2021. Multiple
Immunostainings with Different Epitope Retrievals - The FOLGAS Protocol. International
Journal of Molecular Sciences 2022, Vol. 23, Page 223 23: 223.

Im Rahmen der Etablierungsarbeiten zur Erforschung der Farbung von
Blockanschnittflachen wurde bei der Austestung verschiedener Losungsmittel eine
Fallungsreaktion feiner, nadelférmiger Paraffinflocken beobachtet, die unmittelbar und sehr
fest an den Objekttrager banden. Diese kristallartigen, hydrophoben Strukturen stellten sich
als eine grof3e Fehlerquelle von immunhistochemischen Farbungen bei unvollstandiger
Entparaffinierung auch in etlichen anderen Anwendungsfeldern dar und konnten durch die
experimentellen Arbeiten zweifelsfrei identifiziert werden. Die Kenntnis dieser mdglichen
Fehlerquelle fand daher Eingang in die 0.g. Methodenarbeit und wird die Robustheit der
Methode erhdhen.

2. Lakkimsetty, S. S., A. Weber, K. A. Bemis, V. Stehl, P. Bronsert, M. C. Fdll, and O. Vitek.
2024. MSlreg: an R package for unsupervised coregistration of mass spectrometry and H&E
images. Bioinformatics 40.

Die im Rahmen unseres Teilprojekts erstellten und annotierten HE Schnitte von
Kontrollgewebe wurden unseren Kooperationspartnern am UKF zur Verfigung gestellt, um
die publizierte Methode zu etablieren.

3. Chen, J., M. Ronchetti, V. Stehl, V. Nguyen, M. Al Kallaa, M. T. Gedara, C. Lélkes, S.
Moser, M. Seidl, and M. Wieczorek. 2025. 2D-3D deformable image registration of histology
slide and micro-CT with DISA-based initialization. Scientific Reports 2025 15:1 15: 1-9.

Im Rahmen unseres Teilprojekts wurden die zentralen Grundvoraussetzungen zur
Etablierung des publizierten Algorithmus geliefert. Dies umfasste die Bereitstellung der
FFPE Blocke, Erstellung und Annotation der objekttragerbasierten Schnitte und die
Annotationen der 3D uCT-Datensatze.

Verena Stehl gewann fir das Teilvorhaben den Ideenwettbewerb des Center for
Entrepreneurship Dusseldorf (CEDUS) mit dem 1. Platz in der Kategorie "Forschende" am
11.07.2024.

Geplante Veroffentlichungen mit Ergebnissen, die im Rahmen dieses Teilvorhabens
gewonnen wurden:

e Eine Veroffentlichung mit immunologischem Schwerpunkt, die die erhobenen Tumor-
und Lymphknotendaten der pCT-Aufnahmen mit immunologischen Markern in Form
von Multiplex-Farbungen verbindet. Die Multiplexfarbungen werden mit einem
externen Kooperationspartner durchgefuhrt.
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