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Beschreibung
Stand der Technik

[0001] Nach wie vor zadhlen Krebserkrankungen zu
den haufigsten Todesursachen weltweit. Es besteht ein
klinischer Bedarf sowohl an der Friherkennung und
spezifischen Detektion von Krebs und Krebsvorstufen.
Zudem ist eine weiterfihrende, detaillierte Charakteri-
sierung des Tumors wichtig um Aussagen beziiglich
Therapie und Prognose zu machen. Dies ist nltzlich, da
verschiedene Karzinomsubtypen unterschiedlich auf
angewendete TherapiemalRnahmen reagieren. Dazu
werden, z.B. bei Verdacht auf Brustkrebs, immer haufi-
ger immunhistochemische Farbungen von molekularen
Markern, wie z.B. Cytokeratine, Estrogenrezeptor,
her2/neu, Ki67 oder p53 hinzugezogen (z.B. Leek et al,
1994, Br. J. Cancer, 69, 135-139; Mokbel et al, 1999,
Am. J. surgery, 178, 69-72; Reiner et al, 1990, Cancer
Res., 50, 7057-7061). Diese werden meistens auf
Brustbiopsien, zunehmend jedoch auch auf Nadelpunk-
tionen (FNAs = fine needle aspirates) durchgefihrt.
Auch bei der Entscheidung, ob es sich um einen Priméar-
tumor oder eine Metastase handelt, werden molekulare
Marker eingesetzt. Die Expression von Markern, die z.
B. spezifisch fur das primar befallene Organ sind, er-
leichtern dessen Identifikation.

[0002] Inden letzten Jahren wurden zahlreiche Gene
identifiziert, die aufgrund von Mutationen zu einer ver-
anderten Expression ihrer Proteine flihren und somit ei-
ne Rolle bei der Krebsentstehung spielen. Die korre-
spondierenden Proteine werden als diagnostische Mar-
ker sowohl im Serum als auch auf zellularer Ebene
nachgewiesen. Diese Proteine sind an vielféltigen phy-
siologischen Regulationsprozessen in der Zelle, wie z.
B. der Wachstumskontrolle (Proliferationsgene, z.B.
Ki67, mcm-5; Onkogene und Tumorsuppressorgene, z.
B. p16, EGF-Rezeptor, her2/neu, mdm-2), Apoptose
(naturlicher Zelltod, z.B. p53, bcl-2), Reparatur von DNA
(msh-1) und Zelladhasion (E-Cadherin, B-catenin,
APC), beteiligt. Zum Nachweis eignen sich z.B. immun-
histo- und immuncytochemische Detektionsmethoden
mit spezifischen Antikdrpern gegen diese Proteine (van
Noorden, 1986, Immuncytochemistry, Modern Methods
and Applications , 2nd edition, Wright, Bristol, 26-53).
[0003] Esistvielfach gezeigt, dass ein einzelner Mar-
ker keine ausreichende Spezifitat hinsichtlich der Er-
kennung von krankhaft veranderten Zellen erreicht, da
er zum Teil auch in gesunden Zellen vorhanden ist. Dies
basiert auf der Tatsache, dass diese Marker Proteine
sein kénnen, die an physiologischen Regulationspro-
zessen in gesunden Zellen beteiligt sind und lediglich
eine Uberhdhte Expression ein Anzeichen fiir eine
krankhaft veranderte Zelle ist. Williams et al. (1998,
PNAS, 95, 14932-14937) beschreiben den DNA Repli-
kationsmarker mcm-5, welcher 28 getestete Lasionen/
Tumore von Cervix-Abstrichen (n=58) detektiert, aber 2
von 28 Normalabstrichen falsch positiv anfarbt. Sano et
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al. (Pathology Intl., 1998, 48, 580-585) beschreiben,
dass der Marker p16 unspezifisch 3 von 15 normalen
Cervixbiopsien anfarbt. HPV ist in nahezu 100 % aller
Lasionen und Tumoren des Cervix, jedoch auch in vie-
len normalen Cervixepithelien, nachzuweisen, d.h. ein
Test zum Nachweis von HPV weist eine hohe Sensitivi-
tat jedoch nur eine geringe Spezifitdt auf(z.B. Cuzick,
2000, JAMA, 283, 108-109)

[0004] In der Pathologie ist es zunehmend von Inter-
esse mehrere Marker in einer biologischen Probe nach-
zuweisen. Zum einen steht zur Detektion und Charak-
terisierung von krankhaft veranderten Zellen oder Ge-
webebereichen mehr Information zur Verfligung, zum
anderen kdnnen unspezifische Farbungen einzelner
Marker als solche eher erkannt werden und somit Fehl-
aussagen vermieden werden. Traditionell werden zu
diesem Zweck serielle Schnitte einer vorhandenen
Biopsie bzw. mehrfache Praparationen einer Kérperpro-
be (z.B. Gebarmutterhalsabstrich in Fixierflissigkeit)
hergestellt und mit jeweils einem bestimmten Marker
gefarbt. Dieses Verfahren hat mehrere Nachteile: hoher
Materialverbrauch der meist limitierten Patientenprobe
und von Farbereagenzien, hoher Zeitaufwand und Ko-
sten sowie keine Mdglichkeit der eindeutigen Co-Loka-
lisierung von zwei oder mehreren Markern in einer Zelle
oder bestimmten Arealen der Gewebeprobe. Der simul-
tane Nachweis von zwei oder mehreren verschiedenen
biologischen Markern auf einer biologischen Probe ist
bereits in der Literatur beschrieben (DAKO, Practical
Guide for Immunoenzymatic Double Staining Methods;
Gomez et al, Eur. J. Histochem., 1997, 41, 255-259),
findet jedoch in der Routinediagnostik bisher keine An-
wendung, da die Protokolle wenig standardisiert sind.
Terhavauta et al. (Cytopathology, 1994, 5, 282-293) ver-
wenden eine Doppelfarbung von p53 und Ki67 auf Biop-
sien von Cervix-Lasionen und kénnen beide Marker in
Basal- und Parabasalzellen von HPV positiven und ne-
gativen Lasionen z.T. in einer Zelle nachweisen. Dabei
benutzen die Autoren jedoch die Information nicht, um
durch Kombination der Ergebnisse eine gesichertere
Aussage Uber das Auftreten von Tumorzellen in dieser
Probe treffen zu kénnen. Ein Ansatz zur Nutzung der
Farbeinformation im Hinblick auf eine automatisierte
Detektion von Tumorbereichen fehlt vollstandig. Auch
sind neben dieser einen keine weiteren Markerkombi-
nationen benannt, die eine Identifizierung und Charak-
terisierung des Tumorbereichs ermdglichen kénnten.
[0005] Weitere Doppelfarbungen auf Tumorbiopsien
der Lunge sind erwahnt in Kraeft et al (Clin Cancer Res,
2000, 6, 434-442) sowie Oshika et al (Mod Pathol, 1998,
11, 1059-1063). Die dort beschriebenen Antikdrperkom-
binationen sind vollkommen verschieden von den hier
in der Erfindung zu Grunde liegenden Kombinationen.
Des weiteren ist in beiden beschriebenen Publikationen
zur Diagnosestellung weiterhin ein Pathologe notwen-
dig, der die Farbung auf der Biopsie bewertet Diese Vor-
gehensweise ist konzeptionell inkompatibel mit einer
Automatisierung des Verfahrens und wurde daher bis-



3 EP 1215 495 A2 4

her nie in Betracht gezogen.

[0006] Rao et al. (1998, Cancer Epidemology, Bio-
markers and Evolution, 7, 1027-1033) beschreiben eine
Mehrfachfarbung von verschiedenen tumorassoziierten
Markern (DNA-Gehalt, G-Aktin und p53) auf Nadel-
punktionsmaterial (FNA, fine needle aspirates) der
Brust. Sie interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend,
dass durch die Verwendung mehrerer Marker eine ho-
here klinische Spezifitat erreicht wird, als die Betrach-
tung der einzelnen Marker und somit bei der Friiherken-
nung von Brustkrebs eine wichtige Rolle spielen kon-
nen. Die von den Autoren angeflihrte Mehrfachfarbung
ist auf Nadelpunktionsmaterial der Brust beschrankt
und kann auf Grund der unterschiedlichen Stoffeigen-
schaften nicht auf andere biologische Materialien (i.e.
Biopsien, Gebarmutterhalsabstriche) ibertragen wer-
den. Des weiteren unterscheiden sich die Markerkom-
binationen von den hier in der Erfindung genannten
Kombinationen. Es fehlt der Ansatz zur Nutzung der
Farbeinformation im Hinblick auf eine automatisierte
Detektion von Tumorbereichen

[0007] Eine weitere Verbesserung der momentanen
klinischen Tumordiagnostik besteht sowohl in der Auto-
matisierung der Probenpraparation und -farbung, als
auch in der automatisierten Bildanalyse mit Diagnose-
stellung. Dies fiihrt neben einer Zeitersparnis und einem
geringeren Personalaufwand auch zu einer objektive-
ren und damit einheitlicheren Diagnose. Die Anfarbung
von biologischen Markern in Tumorzellen oder deren
Vorlaufern durch Fluoreszenz oder chromogene Farb-
stoffe ermdglicht eine Quantifizierung und somit auto-
matisierte Auslesung der Signale. Es gibt bereits Syste-
me, die eine automatisierte Durchfiihrung von Farbe-
protokollen erlauben. Es fehlt jedoch eine automatisier-
te Diagnose durch Bildanalyse (LeNeel et al, Clin Chim
Acta, 1998, 278, 185-192). Am weitesten fortgeschritten
ist die automatisierte Detektion von Tumorzellen und
deren Vorlaufern mit Hilfe morphologischer Bildinforma-
tionen bei Cervix-Abstrichen (Sawaya et al, Clinical Ob-
stetrics and Gynecology, 1999, 42, 922-938; Stoler,
2000, Mod. Pathol., 13, 275-284).

[0008] Boon ef al. (1995, Diagn. Cytopathol., 13,
423-428) nutzen neben der automatisierten morpholo-
gischen Detektion von abnormalen Zellen in Gebarmut-
terhalsabstrichen mit dem PAPNET System zuséatzlich
die immunhistochemische Anférbung von proliferieren-
den Zellen mit Ki67-Antikérpern. Der Gebrauch dieses
einen molekularen Markers ermdglicht jedoch keine ein-
deutige Unterscheidung zwischen gutartigen proliferie-
renden und kanzerogenen Zellen. Es wird aber in kein-
ster Weise auf den gleichzeitigen Nachweis von minde-
stens zwei molekularen Markern zur Detektion von ab-
normalen Zellen eingegangen.

[0009] In dem Patent von Boon et al. (US-5544650)
ist beschrieben, dass eine Farbung mit einem immun-
histochemischen Marker die automatische Detektion
von proliferierenden (kanzerogene und nicht-kanzero-
gene) Zellen in einer Probe erleichtert und in einem se-
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mi-automatischen Prozess der kontrollierende Patholo-
ge/Cytologe entscheidet, ob es sich bei den gefarbten
Zellen wirklich um kanzerogene Zellen handelt. Es wer-
den jedoch keine bestimmten Antikérperkombinationen
benannt, die eine automatisierte Detektion von abnor-
malen bzw. Tumorzellen erméglichen.

[0010] Das Patent US-6005256 von McGlynn und Ak-
kapeddi beschreibt ausfiihrlich ein Gerat und ein Ver-
fahren zur simultanen Detektion von mehreren fluores-
zenzmarkierten Markern in einer Kérperprobe, auch zur
Identifikation von Krebszellen, ohne aber auf eine kon-
krete Anwendung in der Krebsdiagnostik einzugehen
bzw. entsprechende Markerkombinationen mit erhéhter
Spezifitdt zu benennen.

[0011] Von Ampersand Medical Systems Group
(www.ampersandmedical.com) ist bekannt, dass sie ein
neues Screening System fiir Cervix-Abstriche (InPath)
entwickeln, welches neben einer eigenen Probenaufbe-
reitung auch die Fluoreszenzdetektion von nicht ge-
nannten biologischen Markern beinhaltet.

Aufgabe

[0012] Die vorliegende Erfindung beschreibt ein au-
tomatisierbares Verfahren mit denen krankhaft veran-
derte Zellen vorzugsweise Krebszellen und ihre Vorlau-
fer, durch die Verwendung definierter Markerkombina-
tionen bestimmt werden kénnen.

[0013] Erfindungsgemaf wird dies durch die Gegen-
stdnde in den Patentanspriichen erreicht.

Summarische Beschreibung / Losung

[0014] Die vorliegende Erfindung beruht auf den Er-
kenntnissen der Anmelder, dass durch gleichzeitigen
Nachweis von mindestens zwei bestimmten molekula-
ren Markern, ndmlich krankheits-assoziierten Verande-
rungen von Genexpressionen, in einer Zelle oder Ge-
webeprobe, die Spezifitadt des Nachweises von krank-
haft veranderten Zellen, vorzugsweise Karzinomen und
deren Vorstufen, erhéht wird und auf Grund der Detek-
tion mehrerer Marker sowie der Kombination und Ver-
rechnung der Signale eine spezifischere und dariiber
hinaus auch eine automatisierbare Detektion ermdg-
licht.

Detaillierte Beschreibung:

[0015] Die Erfindung bezieht sich auf molekulare Mar-
ker, die bei Einzelnachweisen eine nicht ausreichende
Spezifitat hinsichtlich der Erkennung von krankhaft ver-
anderten Zellen oder Geweben erreichen, da sie zum
Teil auch in nicht krankhaft veréndertem biologischen
Material in ahnlicher oder unterschiedlicher Menge vor-
handen sind. Dies basiert auf der Tatsache, dass diese
Marker Proteine sein kdnnen, die an physiologischen
Regulationsprozessen auch in gesunden Zellen betei-
ligt sind. Dartiber hinaus kann der Nachweis des mole-
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kularen Markers aufgrund unspezifischer Kreuzreaktion
des Antikdrpers nicht eindeutig sein und auflert sich in
der Anfarbung von Partikeln des biologischem Materi-
als, die den molekularen Marker nicht beinhalten. Die
Erfinder haben die Beobachtung gemacht, dass durch
den gleichzeitigen Nachweis von mindestens zwei
Markern in einer Zelle oder innerhalb eines Teilbereichs
des biologischen Materials, z.B. innerhalb einer eng um-
grenzten Region eines Gewebeschnittes, die mangeln-
de Spezifitat des Einzelmarkernachweises kompensiert
werden kann, so dass eine hohere Spezifitdt beim
Nachweis von abnormalen Zellen bzw. Gewebeab-
schnitten gewéhrleistet ist. Somit ist durch die Kombi-
nation mehrerer Marker bei der Diagnostik von biologi-
schen Proben die Aussagekraft groRer als bei der Ver-
wendung von Einzelmarkern.

[0016] Die Markerkombinationen beinhalten die Vi-
sualisierung veranderter Genexpressionen von minde-
stens einer der nachfolgend aufgefiihrten Genklassen:
Onkogene, Tumorsuppressorgene, Apoptosegene,
Proliferationsgene, Reparaturgene und Virusgene wie
beispielhaft an Kombinationen der molekularen Marker
Her2/neu, p16, p53, Ki67, MN, mdm-2, bcl-2 und EGF
Rezeptor gezeigt. Bevorzugt sind folgende Kombinatio-
nen gemeint: Her2/neu und Ki67, Her2/neu und p53,
her2/neu und bcl-2, her2/neu und p16, bcl-2 und Ki67,
bcl-2 und p53, bel-2 und p16, p16 und p53, p16 und
Ki67.

[0017] Erfindungsgemall werden die Erkenntnisse
der Anmelder fir ein Verfahren zur frihen Diagnose
krankheits-assoziierter Zellen bzw. Gewebeabschnitte
genutzt, das die Detektion von Kombinationen der be-
schriebenen molekularen Marker mit dem Ziel einer au-
tomatisierten Detektion von Karzinomen und ihrer Vor-
stufen sowie gegebenenfalls der Herkunft von Metasta-
sen umfasst. Die automatisierte und spezifische Detek-
tion von Tumorzellen kann durch folgendes Verfahren
gewahrleistet werden: Zum einen missen mindestens
zwei Signale in einer Zelle oder begrenzten Areal der
Kérperprobe vorhanden sein und zum anderen muss
das Signal der beiden Marker jeweils Uber oder unter
einer individuell definierten Intensitét bzw. Schwellwert
liegen. Durch die Anwendung dieser beiden Kriterien
kann man gesunde Zellen ausschlief3en, welche z.B. ei-
nen Marker Uber der gesetzten Schwelle exprimieren
oder beide Marker unterhalb der jeweilig definierten Si-
gnalstarke aufweisen.

[0018] Der Ausdruck "Molekularer Marker" umfasst
molekulare Veranderungen von Zellen, insbesondere
Veranderungen der Genexpression, die im Zusammen-
hang mit einer verénderten oder krankhaften Zellbe-
schaffenheit beobachtet worden sind. Verfahren zum
Nachweis molekularer Marker umfassen jegliche Ver-
fahren, die die Quantitat oder Qualitat der Marker be-
stimmen, vorzugsweise auf Proteinebene. Fir den
Nachweis auf Proteinebene bietet sich die Verwendung
von Antikérpern oder anderen spezifischen Bindungs-
proteinen (z.B. Anti-Cullinen) an, die einen anschlieRen-
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den cytochemischen oder histochemischen Nachweis
mit chromogener und/oder fluoreszenter Detektion er-
lauben.

[0019] Der Ausdruck "gleichzeitiger Nachweis von
mindestens zwei bestimmten molekularen Markern"
umfasst Verfahren, die mindestens zwei Genexpressio-
nen in einer Koérperprobe, insbesondere auch in einer
einzelnen Praparation der Kérperprobe, erkennbar ma-
chen, so dass die Genexpressionen in Zusammenhang
miteinander betrachtet werden kénnen. Dabei ist nicht
nur das Vorhandensein von mindestens zwei Signalen,
sondern auch die An- oder Abwesenheit eines oder
mehrerer weiterer Signale von mdglicher kombinatori-
scher Aussagekraft. Diese weitere Information kdnnte
zusatzlich zu der Tumorspezifitat eine Aussage lber die
Herkunft einer Metastase beinhalten. Von Bedeutung ist
dabei, dass die nachgewiesenen Marker in relativer
raumlicher Nahe, insbesondere in einer Zelle, oder in-
nerhalb eines eng umgrenzten Probenbereichs, z.B. in-
nerhalb eines Areals eines Gewebeschnittes, detektiert
werden.

[0020] Der Ausdruck "Kombination und Verrechnung
der Signale" umfasst die Verknupfung von mindestens
zwei Informationsinhalten, die auf Grund des Nachwei-
ses von mindestens zwei Markern in einer Korperprobe
gewonnen wurden. Zusétzlich kdnnen durch Definition
von Schwellwerten der Markerintensitaten gesunde Zel-
len spezifisch von krankhaften Zellen unterschieden
werden.

[0021] Der Ausdruck " Zelle oder Gewebeprobe" um-
fasst Zellen, die aus Kdrperproben, wie z.B. Abstriche,
Sputum, Organpunktate, Biopsien, Sekrete, Liquor,
Galle, Blut, Lymphflussigkeit, Urin, Stuhl isoliert werden
bzw. Gewebe, welches von Organen, wie z.B. Brust,
Lunge, Darm, Haut, Cervix, Prostata und Magen ent-
nommen wurde. Eine Gewebeprobe umfasst dabei ei-
nen Bereich funktional zusammenhangender Zellen
oder benachbarte Zellen.

[0022] Der Ausdruck "krankhaft verédnderte Zellen"
umfasst Karzinome und deren Vorlaufer, vorzugsweise
Karzinome des Respirations-, Reproduktions- und Ga-
strointestinaltraktes, sowie Tumore der Haut, der Brust
und des vaskularen Systems, insbesondere aber das
Mamma-Karzinom und das Cervix-Karzinom und seine
Vorstufen, z.B. cervikale intraepitheliale Neoplasien
(CIN I-11l) sowie Karzinom in situ.

[0023] Der Ausdruck "automatisierbare Detektion"
umfasst Verfahren, die die manuelle Arbeitskraft von
menschlichem Personal ganz oder auch nur in Teil-
schritten ersetzt und insbesondere bei Schritten des
Nachweisverfahrens oder bei der anschlieenden Do-
kumentation oder Informationsverarbeitung Verwen-
dung finden. Dies beinhaltet Schritte der Probenaufbe-
reitung, Probenfarbung, Probenauslesung und Informa-
tionsverarbeitung. Die Detektion kann dabei sowohl
Uiber Absorptions-, Reflexions- oder Fluoreszenzmes-
sungen erfolgen. Das Verfahren der Fluoreszenzmes-
sung umfalt sdmtliche Methoden wie z.B. Fluoreszenz-
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mikroskopie oder FACS (DurchfluBzytometer)-Analyse.
[0024] Der Ausdruck "diagnostisches Expertensy-
stem" umfasst eine Computersoftware, die die Bildinfor-
mationen in einen Diagnosevorschlag umwandelt. Die-
ses Expertensystem kann die gesamte vorhandene In-
formation oder Teile davon aufgrund von in der Software
vorhandenen Parametern oder von externen Informa-
tionen, auf die die Software zugreifen kann, zu einem
Diagnosevorschlag konsolidieren. Sollten zur Absiche-
rung des Diagnosevorschlags weitere Parameter erfor-
derlich sein, kann die Software die Erhebung dieser Pa-
rameter vorschlagen oder durch Kopplung mit geeigne-
ten Analysegeraten im Sinne eines Reflex-Algorithmus
selbsttétig anfordern.

[0025] Der Ausdruck "Verstarkungssystem" umfasst
biochemische Verfahren, die die Signalintensitaten er-
héhen, so dass ein fiir den spezifischen Nachweis eines
molekularen Markers glinstigeres Signal/Rausch-Ver-
héltnis erzeugt wird. Dies wird Ublicherweise durch Ein-
satz von zusétzlichen Antikérpern und/oder enzymati-
scher Nachweisreaktionen erreicht.

[0026] Mit der vorliegenden Erfindung ist es mdglich
krankhaft veranderten Zellen, z.B. Karzinome und ihre
Vorstufen spezifisch zu detektieren und die Herkunft
von Metastasen zu bestimmen. Ein weiterer Gegen-
stand der Erfindung ist ein Kit zur Durchfiihrung eines
erfindungsgemafien Verfahrens, das folgende Bestand-
teile enthalt:

(a) Reagenzien zum Nachweis von mindestens
zwei der molekularen Marker, namlich markierte
und/oder unmarkierte Antikdrper gegen Her2/neu,
p16, p53, Ki67, MN, mdm2, bcl2 und EGF-Rezep-
tor.

(b) Ubliche Hilfsmittel, wie Puffer, Trager, Signalam-
plifikationssubstanzen, Farbereagenzien, etc.

(c) Automatisierte Verfahren der Probenaufberei-
tung, -farbung und Signaldetektion

(d) Protokolle und Reagentien zur Anfarbung von
Zelllinien als Kontrollreaktion

[0027] Fur die einzelnen Komponenten des Kits gel-
ten die vorstehenden Ausflihrungen. Einzelne oder
mehrere Komponenten des Kits kénnen auch in veran-
derter Form Verwendung finden.

[0028] Mit der vorliegenden Erfindung ist es méglich,
krankhaft verdnderten Zellen, z.B. Karzinome und ihre
Vorstufen manuell, aber auch in teil- oder vollautomati-
sierten Verfahren zu detektieren. Da die erfindungsge-
maR erzielten Ergebnisse des gleichzeitigen Nachwei-
ses von mindestens zwei molekularen Markern nicht ei-
ner subjektiven Bewertung unterliegen, sondern viel-
mehr einer objektiven, automatisierten Detektion von
krankhaften Veranderungen in biologischen Materialien
forderlich sind, kdnnen die morphologischen Befunde
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durch objektive Parameter, auch in Form von "Reflex-
Testing", erganzt werden. Aufgrund der schnellen und
automatisierten Handhabbarkeit der Verfahren sind sie
fur groRe, kosten- und personalsparende Screening-
Verfahren geeignet. Darliber hinaus erlaubt die kombi-
natorische Farbung von mehr als zwei Markern die dif-
ferentielle Diagnostik von krankhaften Veranderungen,
sowie die Herkunftsbestimmung von Metastasen.
[0029] Somit stellt die vorliegende Erfindung einen
wichtigen Beitrag zur modernen Diagnostik von Erkran-
kungen dar.

Beispiele

[0030] Nachfolgend werden beispielhaft Protokolle
zur Durchfiihrung der beschriebenen Erfindung gege-
ben. In diesen Beispielen werden exakte Konditionen
angegeben, die hier durch die Benutzung des Ventana
Farbeautomaten NEXES vorgegeben sind. Das éndert
nichts an der Tatsache, dass verschiedene Parameter,
wie z.B. Inkubations- und Waschtemperatur, Inkubati-
ons- und Waschzeiten sowie die Konzentration von An-
tikérpern und anderen Reagenzien, variiert werden, d.
h. an andere Geréate angepasst werden kdnnen. Ebenso
kdénnen hier beschriebene Verstarkungssysteme weg-
gelassen werden oder neu hinzugefligt werden, in Ab-
hangigkeit von den jeweiligen Antikérpern bzw. DNA
Sonden.

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von
zwei molekularen Markern mit spezifischen Antikdrpern
auf Biopsien mit dem Immunférbeautomaten Nexes der
Firma Ventana

[0031] Zuerst werden von dem fixierten, in Paraffin
eingebetteten Biopsiegeweben 4-5 um dicke Paraffin-
schnitte (Mikrotom RM2155 von Leica) hergestellt und
Uiber Nacht bei 37°C getrocknet. Um ein Abschwimmen
der Schnitte bei der spateren Farbung zu vermeiden,
werden mit Silan beschichtete Objekttrager benutzt. Zur
Farbung werden die Paraffinschnitte 2 x 15 min. in Xylol
entparaffiniert und anschliefend durch eine absteigen-
de Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 % je 2 x 5 min) gefihrt,
um das Xylol wieder herauszuwaschen.

[0032] Durch die Fixierung mit Formalin entstehen Al-
dehydvernetzungen, die Antigene maskieren und somit
fur die Antikérper unzugénglich machen. Dadurch wird
eine weitere Vorbehandlung notwendig. Die Demaskie-
rung der Antigene erfolgt fur 30 min in 10mM Citratpuf-
fer, pH 6, bei 600 W in der Mikrowelle.

[0033] Nach der Mikrowellenvorbehandlung erfolgt
die immunhistochemische Farbung im Nexes (Ventana
Medical Systems) Immunfarbeautomaten. Alle Reagen-
zien werden bis auf die Primarantikérper und die Seren
einzeln bzw. in Form von Kits Uber die Firma Ventana
Medical Systems bezogen. Alle Inkubationen laufen bei
37°C ab. Der Farbeautomat wéscht automatisch nach
jeder Inkubation der nachfolgend beschriebenen Rea-
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genzien.

[0034] Zuerst erfolgt die Inaktivierung der endogenen
Peroxidase mit dem im Kit beigefiigten "Inhibitor" flr 4
min. Anschlieend werden mdgliche unspezifische Bin-
dungsstellen fir 10 min mit 1,5 % Ziegenserum (Firma
Vector) abgeblockt. Die Schnitte werden mit dem ersten
monoklonalen Antikérper (her2/neu (Klon 3B5) von On-
cogene Science/BAYER, 2,5 ug/ml in Ventana Antikor-
per-Verdlinnungspuffer) fir 30 min. inkubiert.

[0035] Um hinterher ein intensiveres Farbeergebnis
zu bekommen, wird ein Verstarkungskit benutzt. Es be-
steht aus einem Kaninchen anti-Maus Immunglobulin,
welches mit dem vorher gebundenen Priméarantikrper
reagiert und einem Maus anti-Kaninchen Immunglobu-
lin, das wiederum an das vorherige Kaninchen anti-
Maus Immunglobulin bindet. Die Inkubationszeit betragt
jeweils 8 min. Als nachstes wird ebenfalls fiir 8 min ein
"MultiLink"-Antikérper eingesetzt, der sowohl gegen
Maus, als auch gegen Kaninchen gerichtet und mit Bio-
tin gekoppelt ist. Dieser bindet nun an alle drei vorher
inkubierten Antikérper und vervielfacht die Biotinmenge
an der Reaktionsstelle des Primarantikorpers. Als nach-
stes wird Streptavidin-HRP (Horse Radish Peroxidase)
fiir 8 min zugegeben, welches an das Biotin bindet. Der
Nachweis erfolgt durch Zugabe von DAB (Diaminoben-
zidin) und H,0, als Substrate der Peroxidase, welches
zu einem braunen Prazipitat umgesetzt wird.

[0036] Der Nachweis des zweiten Markers entspricht
genau der oben beschriebenen Prozedur beginnend mit
der Blockierung durch 1,5 % Ziegenserum und der In-
kubation des zweiten spezifischen Primarantikorpers
(p53, Klon DO1 von Oncogene Science/BAYER, 30 ug/
ml in Ventana Antikérper-Verdiinnungspuffer) fir 30
min. Am Schluss wird anstelle des Streptavi-
din-HRP-Konjugats ein Streptavidin-ALP (Alkalische
Phosphatase)-Konjugat verwendet. Nach dieser Inku-
bation wird die endogene alkalische Phosphatase mit
Levamisole + MgCl, geblockt. Gleichzeitig wird auch
das ALP Substrat (Fast Red und Naphtol) zugegeben.
AnschlieRend erfolgt eine Kerngegenfarbung fir 2 min
mit Hematoxylin und danach werden die Schnitte 2 min
in "Bluing Reagent" gefarbt. Zuletzt werden die Objeki-
trager mit Moviol™ (Hoechst) eingedeckelt.

Versuchsbeschreibung zur automatisierten Detektion
abnormaler Zellen in einer Gewebeprobe, die durch si-
multanen Nachweis von zwei molekularen Markern an-

geférbt wurden

[0037] Biopsien, bei denen mindestens zwei moleku-
lare Marker nach den oben beschriebenen Methoden
mit Antikdrpern nachgewiesen wurden, werden mittels
eines Fluoreszenzmikroskops mit einem ansteuerbaren
Kreuztisch fiir bis zu 8 Objekttréager (Olympus AX70 mit
Multicontrol-Box 2000-3 und analySIS Treibersoftware
"Modul Stage™"), einer modifizierten Version der analy-
SIS 3.0 Software der Firma Soft Imaging Systems
GmbH (SIS), die als SIS Paket "Grabbit Dual Pro" zu-
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satzliche Module, insbesondere ein FFT- (="Fast Fou-
rier Transformation"), ein MIA-(="Multiple Image Align-
ment") und ein C-Modul enthalt, ausgewertet. Fir die
Bildaufnahmen wurden hochauflésende Schwarz-
Weil3- (MV2 Slow Scan Kamera, 12 Bit von SIS) und
Farbkameras (DXC-950P 3CCD Chip von Sony) ver-
wendet. In Kombination sind diese Systeme fir eine 16
Bit Grautonbildanalyse und zur Farbbildanalyse im
RGB- und HSI-Farbraum bis 24 Bit Bildtiefe geeignet.
[0038] Die Position von insgesamt bis zu acht Objekt-
tragern wird nach Kalibrierung des ansteuerbaren
Kreuztisches (analySIS Modul Stage) durch Definition
von acht aufeinanderfolgenden Tischwegen im Menu
"Automation” (analySIS Modul Grains) relativ zum logi-
schen Nullpunkt erfasst. Die Gesamtflache der biologi-
schen Proben wird flachendeckend in Einzelbereiche
einer GroRe von 158,7 um x 119,6 um zerlegt, die dem
Bildausschnitt eines Photos bei 40facher Vergréerung
mit der mikroskopischen Einheit entsprechen. Jede bio-
logische Probe wird durch einen Tischweg analysiert.
Jeder Tischweg wird meanderférmig horizontal als Se-
rie von Tischwegpositionen abgefahren, so dass jeder
Bereich der biologischen Probe der jeweiligen Objekt-
tragerposition durch eine Tischwegposition "Sto an
StoRR" und nicht liberlappend erfasst ist. Entsprechende
Zeilenzahlen und Spaltenzahlen werden definiert. Die
Addition der 8 Tischwege im Menu "Automation” ermdg-
licht die automatisierte Analyse aller auf dem Arbeits-
tisch positionierten Praparate.

[0039] Die Praparatanfarbungen jeder Tischwegposi-
tion werden im Durchlicht photographiert und die Bild-
informationen im Menu "Oper" unter "Farbanpassung"
auf "RGB angepasst". Dies ermdglicht die anschlief3en-
de "Messung" im Men( "Automation”. Fir die Vermes-
sung werden Schwellwerte fiir bis zu acht unterschied-
liche Farbmischungen im Menu "Bilder" durch "Farb-
schwellwerte setzen" und Bestimmung von Pixelwerten
mit "Pixelwerte/neu" definiert. Durch "Phasenanalyse”
im Menl "Messen" werden die Einzelphotos der jewei-
ligen Tischwegpositionen an Hand der einmal definier-
ten Farbschwellwerte vermessen und Bereiche be-
stimmter Farbmischungen als Flache quantitativ in einer
Excel-Datei wiedergegeben. Von besonderem Interes-
se sind beim gleichzeitigem Nachweis zweier Marker
die Farben der Nachweisreaktionen, i.e. "Braun" (DAB)
und "Rot" (FastRed) sowie deren Durchmischung ("Rot-
braun") in einem Probenbereich. Somit erhalt man fir
jeden einzelnen Tischweg (=Probe) eine Exceltabelle,
wobei jede Spalte fiir die Flachen einer bestimmten
Farbmischung steht. Die Zeilen der Exceltabelle ent-
sprechen den Einzelphotos (=Tischwegpositionen) ei-
nes einzelnen Probenbereiches.

[0040] Mit einem Makro werden die Einzelwerte (=ge-
messene Flache einer Farbmischung) einer Zeile
(=Tischwegposition) jeweils mit einem definierten
Schwellwert verglichen, der fur die jeweilige Spalte bzw.
Farbmischung vorgegeben wird. Das Makro verrechnet
daraufhin die Einzelwerte, so dass die Probe als krank
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charakterisiert wird, wenn mehr als ein Einzelwert in ei-
ner Zeile Uber dem flr die jeweilige Spalte definierten
Schwellwert der Farbmischung liegt.

[0041] Die entsprechenden Bildpositionen kdénnen
abgespeichert werden, so dass sie flr eine spatere vi-
suelle Begutachtung zur Verfligung stehen. Mit der Re-
gistrierkarte "Protokoll" im Meni "Automation" kdnnen
Bilder und andere Daten fir die jeweiligen Tischweg-
positionen automatisch abgespeichert werden.

[0042] Diese Schritte lassen sich manuell ausfiihren,
kénnen aber auch automatisiert durchgefiihrt werden,
indem Makros im Menl "Extras" unter "Makros auf-
zeichnen" erstellt und anschlieBend im Menu "Automa-
tion" abgerufen werden. Letztendlich erhélt man fir be-
stimmte Farbmischungen eine quantitative Aussage in
Form einer Flachenangabe (= Flache auf der biologi-
schen Probe, die auf Grund der Anfarbung mit moleku-
laren Markern genau definierte Mischfarben aufweist).
Somit gelangt man uber die quantitative Analyse der
verrechneten Farbmischungen zu einer diagnostischen
Aussage fir die biologische Probe.

Patentanspriiche

1. Automatisierbares Verfahren zur Identifizierung
von Krebszellen und deren Vorlaufern, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens zwei Marker in
einer Zelle oder einer Gewebeprobe simultan de-
tektiert werden und die Signalintensitaten kombi-
niert und verrechnet werden.

2. \Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die automatische Informationsver-
arbeitung mit einem diagnostischen Expertensy-
stem verbunden ist, das die Bildinformation zu ei-
nem Diagnosevorschlag konsolidiert.

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die quantitative Erfassung
der molekularen Marker durch Analyse von chro-
mogenen Farbreaktionen oder Fluoreszenzsigna-
len in Teilbereichen der Gewebeprobe erfolgt, wo-
bei Mischfarben bzw. die rdumliche Néhe der Ein-
zelfarben bei der Verwendung von mindestens zwei
Markern zuséatzliche Information gegeniiber den
Einzelfarbungen bietet.

4. \Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass folgende Markerkombinatio-
nen detektiert werden:

Her2/neu und Ki67, Her2/neu und p53,
her2/neu und bcl-2, her2/neu und MN,
her2/neu und mdm-2, her2/neu und EGF-Re-
zeptor,bcl-2 und Ki67, bcl-2 und

MN, bcl-2 und mdm-2, bcl-2 und EGF-Rezep-
tor, her2/neu und bcl-2,
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P53 und bcl-2, p53 und MN, p53 und mdm-2,
p53 und EGF-Rezeptor,

P16 und p53, p16 und MN, p16 und mdm-2,
p16 und EGF-Rezeptor,

P16 und Ki67, P16 und her2/neu, P16 und bcl-
2, MN und mdm-2, MN und

EGF-Rezeptor, mdm-2 und EGF-Rezeptor.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass Tumore der Brustdriise, der
Lunge, des Cervix, des Colon, der Haut und der
Prostata detektiert werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass es sich um Reflex-Testing
handelt.

7. Test Kit zur Durchfihrung des Verfahrens geman
den Anspriichen 1 bis6 enthaltend alle notwendi-
gen Reagentien.
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