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ZUSAMMENFASSUNG

Im April 2010 genehmigte die DGKL ein Forschungs- und Softwareentwicklungsprojekt zum
Thema Data Mining (1). Das Hauptziel war die Erkennung von potenziell interessanten
Strukturen und Zusammenhéngen in klinischen Datensatzen, ein wichtiges Nebenziel die
Normalisierung von Laborwerten auf Mittelwert O und Standardabweichung +1.

Nach einem Jahr Entwicklungsarbeit ist ein Projektstatus erreicht, in dem zwei Programme
(Trillium Reader und Trillium Explorer) kostenlos zur Verfigung gestellt werden kénnen. Sie
sind unter MS Excel auf jedem PC ohne spezielle Systemvoraussetzungen lauffahig.
Datensatze kénnen mit dem ,Reader aus Textdateien eingelesen und mit dem ,Explorer®
analysiert werden. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich - unter Verzicht auf publizierte
Formeln und Algorithmen (2, 3) - auf die Darstellung des Arbeitsablaufs und stellt ein
Praxisbeispiel aus der Nierendiagnostik vor, bei dem das Programm einen bislang zu wenig
beachteten Zusammenhang zwischen Entziindung und tubularen Schéden aufdeckte.

Der Reader kann unter www.trillium.de mit dem Menipunkt Software direkt aus dem Internet
geladen werden, der Explorer ist fir den Einsatz in DGKL-Projekten beim Verfasser abrufbar
(hoffmann@trillium.de). Mit dem Reader aufbereitete Datenséatze kénnen zur Auswertung an
die Arbeitsgruppe Bioinformatik der DGKL eingesandt werden.
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PROJEKTBESCHREIBUNG

Der Antrag bestand aus zwei Teilen:

1) Entwicklung einer Software in zwei Stufen (MS Officeprogramme, Internetprogramm)
2) Experimenteller Einsatz fir die explorative Auswertung simulierter und echter Daten.

Der Schwerpunkt des Projekts liegt in der fachgerechten Aufbereitung von Laborwerten und
anderen klinischen Daten. Dazu gehdren die flexible Ubernahme aus unterschiedlichen
Quellformaten (aktuell .txt, .csv und .xIs), die Integration von Referenzintervallen sowie die
Transformation der Absolutwerte, das heif3t die methodenunabhangige Normalisierung auf
eine einheitliche Skala mit dem Referenzmittelwert 0 und der Standardabweichung 1. Da
diese Schritte zeitaufwandig und fehlertrachtig sind, wurde vor allem auf die Entwicklung
einfach bedienbarer ,Assistenten” fir eine intuitive Benutzerfihrung Wert gelegt (Abb. 1).
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Abb. 1: Aufruf des Programms Trillium Explorer aus MS Excel heraus (oben). Nach Klick auf den Startknopf links
oben 6ffnet sich ein Formular im Stil eines MS Windows-Assistenten zur Ablaufsteuerung. Es beinhaltet eine
Hilfefunktion und die Simulation von Demo-Daten. Links ist eine typische Datentabelle aus der Molekularbiologie,
rechts aus der Labormedizin zu sehen. Beide kénnen in identischer Weise verarbeitet werden.

Die Programmierung erfolgte in MS Excel unter Visual Basic for Applictions (VBA). Da das
ebenfalls geplante Internetprogramm (s.0.) von den Gutachtern zurlickgestellt wurde, liegt
das Schwergewicht des vorliegenden Berichts auf der Bedienung des Excelprogramms und
der Auswertung klinischer Daten. In Kooperation mit dem Softwarehersteller Neumann &
Kindler (www.labcore.de) soll der Trillium Reader zu einem eigenstandigen Produkt mit HL7-
Schnittstellen fur LIS und KIS weiterentwickelt werden (4). Interessierte Arbeitsgruppen der
DGKL erhalten eine Community Version zu Testzwecken kostenlos.

TRILLIUM READER

Mit MS Excel kann man Textdateien oft nur mit erheblichem Zusatzaufwand korrekt einlesen.
Typische Probleme sind das Uberschreiten der maximalen Spaltenzahl von 256, die Deutung
von Zahlen mit Dezimalpunkt als Text oder die fehlerhafte Umwandlung von Zahlen- und
Textangaben in Datumsformate. Abb. 2 zeigt dies am Beispiel von Genexpressionsprofilen
(5): Excel deutet ,1.82" als ,Jan 82" und den Zeitpunkt ,06-12“ (Minuten) als ,06. Dez.“, der
Trillium Reader liest diese Werte korrekt ein.
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Abb. 2: Der Trillium Reader liest Textdateien mit TAB, Semicolon und anderen Trennzeichen (links) in MS Excel
ein (rechts oben). Zahlen mit Dezimalkomma wie auch Dezimalpunkt werden korrekt erkannt. Typische Microsoft-
Probleme, wie die unerwiinschte Umwandlung von Texten in Datumsformate (rechts unten) werden vermieden.



Das Programm erkennt auch semiquantitative Werte (z.B. <10 oder +++) und schlagt
sinnvolle Ersatzwerte fur die weitere numerische Verarbeitung vor (Abb. 3).

A | B | C | A [ BElelb]
1 Pat 1 Pat 2 | 1| Pat1 Pat2 Pat3
_2 |Krea 0.9 13 | 2 |Krea 0.8 33 34
"3 |Cystatin C 0.79 258 3 |CystatinC| 0,79 258 0,73
4 |Hamstoff T 80 | 4 |Hamstoff 27| 801 29
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H3/cK 170 <10 | 43]cK 170 , 5 128
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Abb. 3: Vorverarbeitung von semiquantitativen Urinteststreifenergebnissen. Fir das Data Mining ist es sinnvaoll,
anstelle von + oder ++ (links) Zahlenwerte wie 1 oder 2 einzusetzen (rechts). Textangaben wie <10 kdénnen durch
Zahlen (kleiner Pfeil rechts unten) ersetzt werden, um sie der Auswertung zuganglich zu machen.

TRILLIUM EXPLORER

Die so aufbereiteten Daten konnen direkt aus Excel heraus mit dem Trillium Explorer weiter
verarbeitet werden. Wie der Name besagt, fuhrt das Programm eine sogenannte explorative
Analyse unstrukturierter Datenséatze durch, um darin enthaltene nicht-triviale Strukturen und
Zusammenhange aufzudecken. Hierfir stellt die Bioinformatik zahlreiche Algorithmen aus
der Statistik und Kunstlichen Intelligenz zur Verfligung, die bereits an anderer Stelle
vorgestellt wurden (2).

Nach intensiven Vorarbeiten der DGKL-Arbeitsgruppe Bioinformatik wurde als robustes und
intuitiv interpretierbares Verfahren das hierarchische Clustering ausgewahlt. Es erzeugt eine
visuelle ,Zusammenballung“ ahnlicher Werte (to cluster = zusammenballen). Farbt man die
Felder entsprechend ihrer klinischen Wertigkeit an (z. B. erhdhte Werte rot und erniedrigte
blau), so erhalt man zusammenhangende farbige Flachen (hot spots), die den Blick des
Untersuchers auf interessante Konstellationen von Laborwerten und Fallen lenken.

Der Arbeitsablauf im Explorer besteht folglich aus zwei Teilen, fur die es jeweils einen
eigenen Assistenten gibt: In Schritt 1 werden die Zellen auf Basis von Referenzwertetabellen
angefarbt und in Schritt 2 auf Basis dieser ,Farbwerte” geclustert (Abb. 4a und b).
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Abb. 4a: Auswahl und Einlesen einer Excel-Tabelle in den Trillium Explorer. Das erste auswertbare Zahlenfeld
(hier Spalte 2, Zeile 2) wird selbsténdig erkannt. Nach dem Klick auf Weiter’ werden die Werte auf Basis einer
laboreigenen Referenzwertetabelle normalisiert (2) und angeféarbt.



Anstelle der Normalisierung mit Referenzwertetabellen ist es auch méglich, Richtwerte aus
den Daten selbst schatzen zu lassen. Je nach Anzahl und Verteilung der Werte verfolgt das
Programm dabei selbsttétig drei verschiedene Strategien:

1. Stimmen Median und Mittelwert gut Uberein, so wird als klassisches Streuungsmalf
fur symmetrische Verteilungen die Standardabweichung berechnet.

2. Ist die Verteilung links- oder rechts-schief und die Wertezahl ausreichend, dann wird
die zweifache Standardabweichung aus dem steileren Kurvenast geschatzt, indem
man die Differenz aus Median und dem entsprechenden Quantil (1/6 oder 5/6) bildet.

3. Bei schiefen Verteilungen und geringer Wertezahl wird eine logarithmische
Pseudonormalisierung (2, 3) angeboten. Hierfir benétigt man nur einen einzigen
Referenzwert (z. B. Median) ohne Streuungsmall.

Bei allen drei Verfahren entsteht letztlich durch Transformation ein Datensatz mit dem
mittleren Referenzwert O und einer Schwankungsbreite von etwa -5 bis +5. Entsprechend
viele Farben - von dunkelblau bis dunkelrot - werden den einzelnen Feldern zugeordnet. Der
.Farbwert” wird auf zwei Kommastellen genau beim Dartberfahren mit der Maus angezeigt.
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Abb. 4b: Clustering der angefarbten Werte. Der Assistent erlaubt die Auswahl von der AhnlichkeitsmaRe Distanz
und Korrelation fir Zeilen und Spalten. Im dargestellten Beispiel aus der Nierendiagnostik wird fiir die Tests ein
KorrelationsmaR (Pearson) und fiir die Patienten ein Distanzmal (Manhattan) ausgewabhlt (1, 2).

Nach der Normalisierung erfolgt die eigentliche explorative Analyse. Das Ergebnis ist eine
neue Exceltabelle, auf der man zusammenhéangende farbige Flachen (Cluster) erkennt. Um
sowohl den Uberblick tiber den gesamten Datensatz zu erhalten als auch Details beurteilen
zu kdnnen, bietet das Programm zwei unterschiedliche Ansichten an: eine Detailansicht mit
Zahlenwerten und eine Uberblicksansicht mit schmalen Spalten, bei der nur die Farben ohne
Zahlenwerte zu sehen sind. Das Beispiel in Abb. 5 zeigt beide Ansichten nebeneinander.

Man erkennt in der Ubersicht (links) auf einen Blick Datenstrukturen und Zusammenhange,
die mit laborarztlichem Fachwissen aus dem Bereich der Nierendiagnostik in Einklang
stehen. So teilt das Programm die Patienten in drei unterschiedliche Schweregrade ein und
findet bei mittelschweren und schweren Fallen eine gehéaufte Koinzidenz von
Niereninsuffizienz und Anamien. Diese ist mit verminderter Erythropoetinbildung in der Niere
erklarbar. Ferner erkennt man, dass die Urinproteine bereits in Gruppe 2 erhoht sind, die
Serummarker erst in Gruppe 3. Diese hthere Empfindlichkeit wird die Friherkennung von
Nephropathien genutzt (6).
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Abb. 5: Ergebnis einer explorativen Analyse aus der Nierendiagnostik (Serummarker, Urinteststreifen, Blutbild,
Eiweil3differenzierung im Urin). Im Gesamtiiberblick (links) erkennt man drei Gruppen von Patienten (senkrecht)
mit unterschiedlicher Schwere der Erkrankung und vier Gruppen von Markern (waagrecht) fir die Insuffizienz (1),
Anémie (A), Entziindung (E) und erhdhte UrineiweiRausscheidung (U).

In der Detailansicht (rechts) werden zusatzlich die Korrelationskoeffizienten (senkrecht) und
Distanzen (waagrecht) der jeweils benachbarten Spalten und Zeilen angegeben. Betrachtet
man die Testnamen und zugehorigen Korrelationskoeffizienten genauer, so tberrascht, dass
das alpha-1-Mikroglobulin im Urin (U-A1M) vom Explorer aus der Gruppe der Ubrigen
Urinproteine herausgeldst wurde. Das Programm ordnet diesen Marker dem CRP im Serum
zu und ermittelt dafiir eine hoch signifikante Korrelation (p < 0,001), die der von etablierten
Nierenmarkern wie Kreatinin versus Cystatin C nicht nachsteht. Dieser Befund verlangt nach
weitergehenden Untersuchungen zur Doppelrolle von A1M bei tubuléren Nierenschaden (6)
und Entzindungen (7). Es erscheint auf Grund des Data-Mining-Ergebnisses auch lohnend,
generell nach Korrelationen zwischen Nieren- und Entzindungsmarkern im Blut und Urin zu
fahnden, um entzindlich-toxische Schaden am Tubulussystem besser erklaren und friher
erkennen zu kdnnen.

DISKUSSION UND AUSBLICK

Mit der Programmierung der hier vorgestellten beiden Excel-Programme ist der wesentliche
Teil des Projekts nach etwa einjhriger Laufzeit abgeschlossen. Der Trillium Reader kann
aus dem Internet heruntergeladen werden (www.trillium.de) und befindet sich in der externen
Weiterentwicklung, um Daten aus Labor- und Krankenhaus-Informationssystemen via HL7
tbernehmen zu kénnen. Der Trillium Explorer wird in Details - etwa der Ermittlung vorlaufiger
Referenzwerte aus Studiendaten (9) - in Kooperation mit der AG Richtwerte der DGKL noch
verbessert und ist deshalb vorerst nur per E-Mail anforderbar (hoffmann@trillium.de).

Die Auswertung zahlreicher Datenséatze aus klinischen und experimentellen Studien hat den
praktischen Nutzen der beiden Werkzeuge bereits bewiesen. Neben dem hier vorgestellten
Beispiel aus der Nierendiagnostik fand sich ein Uberraschender Zusammenhang zwischen
niedrigem LDL-C und stark erhdéhtem Pro-Insulin (3). Weitere explorative Analysen zur
Genexpression (5) und zum Serumpeptidom (10) sind Erfolg versprechend angelaufen.



Die hier vorgestellten Programme eréffnen ein weites Betatigungsfeld fur Ergédnzungenund
Folgeprojekte. So zeigte sich, dass der urspriinglich konzipierte Einsatz fir die Analysen von
sehr vielen Tests und vergleichsweise wenigen Fallen (siehe Abb. 2) in den bislang
eingesandten Datensétzen eher die Ausnahme ist. Haufiger werden Tabellen mit vielen
Patienten und vergleichsweise wenigen Tests eingesandt (Abb. 6). Das Vertauschen von
Zeilen und Spalten mit entsprechender geanderter Normalisierung ist in Arbeit.

A | B | ¢ [ o [ E [ F [ & [ w T 1 T 1 T x|

L1 Insulin | Pro-InsuliRR_Sys BauchumBMI LDLC HOLC TG HbAlc  Glucose
| 2 |P029 3,56 3,08 125 93 300 116 719 58 5,00 113
| 3 [P0O30 701 162 140 105 3.7 165 118.0 235 459 78
4 |PO31 13,72 4,32 130 115 3758 120 626 295 5,09 95
| & |PO32 10,08 509 140 104 323 77 a0.4 g3 4,50 102
| B |PO33 4,18 096 150 95 350 73 56,1 49 5,40 94
| 7 |PO34 2,46 147 160 116 318 141 639 144 5,19 95
| § |[P036 11,82 061 130 109 308 111 909 137 5,69 111
9 |P040 8,77 149 125 939 31.0 173 53,1 125 4,40 95

Abb. 6: Klinische Studie mit Laborwerten und Kklinischen Daten von rund 500 Patienten (3). Die Ubliche
Darstellung (siehe Abb. 1-5) ist in MS Excel nicht realisierbar, da die Zahl der Spalten auf 256 begrenzt ist.

In der Zukunft ist damit zu rechnen, dass die Labordiagnostik immer haufiger Datenséatze mit
Hunderten oder Tausenden von Tests pro Fall auszuwerten hat, beispielweise bei der
Hochdurchsatzsequenzierung von Genomen oder der Massenspektrometrie von Proteomen
und Metabolomen. Immer 6fter erhalten wir auch dynamische Daten, die zusatzlich zu den
Tests und Patienten die Zeit als dritte Dimension einfiihren. Hier erweist sich die Darstellung
in Excel-Tabellenform als unbefriedigend; dynamische Bildfolgen im gif-Format waren besser
geeignet. In der DGKL-Arbeitsgruppe Bioinformatik werden solche Ansatze intensiv verfolgt.
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