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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem Material
ex vivo sowie eine in diesem Verfahren einsetzbare Vorrichtung zum rdumlichen Orientieren von biologischem Material.
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Direktuntersuchung von biologischem Material ex vivo

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur visuellen Unter-
suchung von biologischem Material ex vivo sowie eine in diesem Verfahren einsetz-

bare Vorrichtung zum rdumlichen Orientieren von biologischem Material.

[0002] Die visuelle Untersuchung von biologischem Material spielt eine
zentrale Rolle in der Erkennung von pathologischen Verdnderungen. Im Bereich der
Dermatochirurgie wird bspw. routinemdflig tiberpriift, ob bei chirurgisch entnom-
menem Gewebematerial die Schnittrdnder in sano, das heifdt im gesunden Gewebe,
erfolgt sind, um sicherzustellen, dass das Tumormaterial vollstindig entfernt wurde.

Diese histologische Kontrolle der dreidimensionalen Exzidatschnittrdnder, die auch
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als 3D-Histologie bezeichnet wird, verringert nachweislich das Risiko von Lokalrezi-

diven und ist deshalb bei vielen Tumotren der Haut die Vorgehensweise der Wahl.

[0003] Die visuelle Untersuchung der Schnittrander im Rahmen der 3D-
Histologie erfolgt bislang an Schnittprdparaten, die von dem entnommenen biologi-

schen Material zuvor angefertigt werden.

[0004] In den USA und teilweise auch in Europa erfolgt die Schnittrandkon-
trolle an Gefrier- bzw. Schnellschnitten. Dieses Verfahren wird nach seinem Begtiin-
der Frederic E. Mohs auch als "Mohs' Surgery" bezeichnet. Bei diesem Verfahren wird
das entnommene biologische Material tiefgefroren. Von dem gefrorenen Gewebe
werden Schnitte mit einer Dicke von etwa S5 bis 10 pm angefertigt. Die Schnitte
werden anschlieffend in der Durchlichtmikroskopie visuell untersucht. Untersu-
chungsergebnisse liegen innerhalb von 30 bis 45 Minuten vor. Allerdings ist das
Gefrier- bzw. Schnellschnittverfahren ungenau und nur bei soliden, noduldren

Basalzellkarzinomen sicher einsetzbar.

[0005] Genauere Ergebnisse lassen sich in dem so genannten Paraffin-
schnittverfahren erzielen. Dabei wird das entnommene biologische Material in
Paraffin eingebettet. Anschliefiend werden Gewebeschnitte angefertigt und gleicher-
maflen durchlichtmikroskopisch untersucht. Untersuchungsergebnisse stehen wegen
der aufwdndigen Probenaufbereitung jedoch erst ca. 20 Stunden nach der Entnahme
des biologischen Materials zur Verfiigung. Es ist deshalb bspw. nicht moglich, inner-
halb der gleichen Operation bei im Schnittrand nachgewiesenen Tumorausldufern
gezielt nachzuschneiden. Deshalb werden die Schnittbereiche bzw. Wunden hdufig
so lange offen gehalten, bis das Ergebnis vorliegt, was fiir den Patienten eine hohe

Belastung und ein hohes Infektionsrisiko bedeutet.

[0006] Ein weiterer entscheidender Nachteil der vorstehend genannten
Schnittverfahren besteht darin, dass das untersuchte biologische Material sozusagen

"verbraucht" wird und fiir weitere, beispielsweise histologische oder molekularbiolo-
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gische Untersuchungen oder andere Behandlungen nicht mehr zur Verfligung steht.
Sollten derartige weitere Untersuchungen erforderlich sein, muss dem betroffenen
Patienten erneut biologisches Material entnommen werden, was gegebenenfalls

erneute Narkosen und andere operative Risiken bedeutet.

[0007] Die konfokale Laserscanningmikroskopie stellt ein Verfahren dar, bei
dem sog. optische Schnitte angefertigt werden und so eine histopathologische
Beurteilung von biologischem Material ermdéglicht. Die Eindringtiefe betrdgt etwa 0,3
mm, so dass Tumorexzidate von der Schnittrandseite von auflen mikroskopisch
beurteilt werden konnen. Die konfokale Laserscanningmikroskopie ist jedoch tech-

nisch aufwdndig, und die diagnostische Sicherheit ist unzureichend.

[0008] Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung,
ein Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem Material ex vivo bereit-
zustellen, mit dem die Nachteile der derzeit angewandten Verfahren vermieden
werden. Insbesondere soll ein solches Verfahren bereitgestellt werden, das innerhalb
kiirzester Zeit Untersuchungsergebnisse liefert und dabei das entnommene biologi-

sche Material nicht verbraucht.

[0009] Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur visuellen Untersuchung
von biologischem Material ex vivo gelost, das folgende Schritte aufweist: 1. Bereitstel-
len von biologischem Material, 2. Markieren des biologischen Materials, 3. Ausschal-
ten von Reflexionen an der Oberfliche des biologischen Materials, und 4. Auflicht-
mikroskopisches Untersuchen des biologischen Materials, wobei das bereitgestellte
biologische Material vitales biologisches Material ist, das weder histologisch noch

optisch geschnitten wird.

[0010] Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird mit diesem Ver-

fahren vollkommen gelost.
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[0011] Mittels des erfindungsgemadfien Verfahrens kann jegliches biologi-
sches Material ex vivo untersucht werden, wie beispielsweise Gewebe beliebiger
Organe. Wichtige Organe betreffen die Haut, Bindegewebe, Nervengewebe, innere

Organe, Muskel, Blutgefifie etc.

[0012] Das erfindungsgemdfie Verfahren eignet sich insbesondere zur

Schnittrandkontrolle im Rahmen der Dermatochirurgie.

[0013] Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemidfien Verfahrens besteht
darin, dass das entnommene biologische Material vor einer Untersuchung weder

histologisch oder optisch geschnitten werden muss.

[0014] Unter histologischem Schneiden wird erfindungsgemafd die Anferti-
gung von Schnitten an bzw. von biologischem Material mittels einer Schneidevor-
richtung, wie eines Messers oder eines Mikrotoms, verstanden, mit Schnittdicken, die

tiblicherweise zwischen 5 und 10 pm bzw. 20 pm liegen.

[0015] Unter optischem Schneiden wird erfindungsgemdfd die aufwéandige
Anfertigung von optischen Schnitten mittels konfokaler Mikroskopie, wie beispiels-
weise der konfokalen Laserscanningmikroskopie oder der konfokalen Fluoreszenz-

mikroskopie, verstanden.

[0016] Eine aufwdndige Probenaufbereitung bzw. -behandlung zum Zecke
des histologischen Schneidens oder der Anfertigung optischer Schnitte ist erfin-
dungsgemdfd jedoch nicht erforderlich. Das erfindungsgemafie Verfahren liefert
vielmehr Ergebnisse in wenigen Minuten nach der Bereitstellung des biologischen
Materials. Das erfindungsgemadfie Verfahren liefert damit nicht nur bedeutend
schneller Ergebnisse als das Paraffinschnittverfahren und die konfokale Laser-
scanningmikroskopie, sondern auch als das Gefrier- bzw. Schnellschnittverfahren
("Mohs' Surgery"). Dariiber hinaus fiihrt es auch zu genaueren Ergebnissen als die

Mohs' Surgery oder auch die konfokale Laserscanningmikroskopie. Deshalb ist es
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bspw. im Rahmen der Schnittrandkontrolle moglich noch in der gleichen Operati-
onssitzung unmittelbar nachzuschneiden, sollte der zundchst vorgenommene Schnitt

nicht in sano sein.

[0017] Ferner wird das biologische Material nicht durch eine Probenaufbe-
reitung, -einfrierung oder —einbettung "verbraucht" sondern steht fiir weitere Unter-
suchungen und Behandlungen zur Verfiigung. Das erfindungsgemaf bereitgestellte
biologische Material ist noch "vital", da es frisch entnommen wird, und weist nach

wie vor Stoffwechselaktivitat auf.

[0018] Die Dicke des erfindungsgemafd bereitgestellten Materials liegt itiber
der eines Diinnschnittes, ist also > 10 pym, vorzugsweise > 20 pm, vorzugsweise >
50 pm, weiter bevorzugt > 100 pm. Das erfindungsgemafs bereitgestellte biologische
Material stellt bspw. ein mittels chirurgischer Exzision entnommenes Gewebe der

Haut dar, mit Dicken, die bei ca. 0,2 mm bis ca. 30 mm liegen.

[0019] Die auflichtmikroskopische Untersuchung wird erfindungsgemafd
beispielsweise mittels eines Stereomikroskops oder eines digitalen Mikroskops durch-

gefiihrt.

[0020] Unter einer Markierung des biologischen Materials wird eine Be-
handlung des biologischen Materials derart verstanden, dass dieses visuell verbessert
untersucht werden kann, wie beispielsweise eine Firbung mittels histologischer Farb-

stoffe oder Immunféarbung.

[0021] Da das bereitgestellte biologische Material i.d.R. frisch entnommen
wird, weist es Feuchtigkeit auf. An der Grenzfliche zwischen dem feuchten biologi-
schen Material und der Luftoberfliche konnen Lichtreflexe auftauchen, die eine auf-
lichtmikroskopische Untersuchung erschweren. Derartige Reflexionen an der Ober-
fliche des biologischen Materials werden erfindungsgemadfl mittels dem Fachmann

bekannter Methoden ausgeschaltet.
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[0022] Wie der Erfinder im Rahmen einer Studie an einer Vielzahl von Pra-
paraten aus Patienten mit klinischem Verdacht auf Basalzellkarzinomen nachweisen
konnte, liefert das erfindungsgemafie Verfahren diagnostisch zuverldssige Ergebnisse.
Es zeigte sich eine exzellente Korrelation zwischen dem erfindungsgemaidfien Verfah-

ren und dem Paraffinschnittverfahren aus dem Stand der Technik.

[0023] Nach einer bevorzugten Weiterbildung des erfindungsgemafien Ver-
tahrens umfasst Schritt 1 folgenden Schritt: 1.1 Befeuchten des biologischen Materi-

als.

[0024] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass auch gegebenenfalls unzurei-
chend feuchtes oder sogar trockenes bereitgestelltes biologisches Material zuverldssig
visuell untersucht werden kann. Die Befeuchtung kann mit {iblichen hierfiir geeigne-
ten Losungen erfolgen, wie beispielsweise Wasser, Kochsalzlosung, biologische Puffer

etc.

[0025] Nach einer bevorzugten Weiterbildung umfasst Schritt 1.1 des erfin-
dungsgemadflen Verfahrens folgenden Schritt: 1.1.1 Fixieren des biologischen Materi-

als.

[0026] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass eine noch bessere visuelle
Untersuchung des biologischen Materials ermdglicht wird. Das Fixieren erfolgt in
tiblichen Fixierungsldosungen, wie beispielsweise 10 % Essigsaure oder 4,5 % Forma-
lin. Vorzugsweise erfolgt die Fixierung minimal, das heif3t innerhalb von nur weni-
gen Sekunden, < 1, 2, 3, oder vorzugsweise < 10 Sekunden. Das biologische Material
wird dabei nicht "verbraucht" sondern steht weiteren Untersuchungen oder Behand-
lungen uneingeschridnkt zur Verfiigung. Wie der Erfinder nachweisen konnte, bleibt
durch eine solche Minimalfixierung die Qualitit anschlieflfend angefertigter klassi-

scher Paraffinschnitte unverandert.
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[0027] Nach einer Weiterentwicklung des erfindungsgemdfien Verfahrens
erfolgt das Ausschalten von Reflexionen an dem biologischen Material durch Ver-
wendung eines transparenten Mediums und eines Glastrdgers, wobei das transparente
Medium im Wesentlichen ohne Einschluss von Luft oder Gas zwischen das biologi-
sche Material und den Glastrager und in direkten Kontakt mit Letzteren gebracht

wird.

[0028] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass auf einfache und wirksame
Art und Weise Reflexionen an der Oberfliche des biologischen Materials ausgeschal-
tet werden. Bei dem transparenten Medium kann es sich um eine Fliissigkeit, wie
beispielsweise Wasser oder Kochsalzlosung, oder um ein Gel, wie beispielsweise
Ultraschallgel handeln. Als Glastrdger eignet sich beispielsweise ein handelsiiblicher

Obijekttrager oder Deckglas fiir die Mikroskopie.

[0029] Nach einer bevorzugten Weiterbildung des erfindungsgemafien Ver-
fahrens erfolgt das Ausschalten von Reflexionen an dem biologischen Material durch
Verwendung von polarisiertem Licht in der auflichtmikroskopischen Untersuchung

(Polarisationsmikroskopie).

[0030] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass auf die Verwendung eines
Glastrdagers verzichtet werden kann, welcher die dreidimensionale Betrachtung der
biologischen Probe ggf. erschweren kann. Die Verwendung von polarisiertem Licht
kann bspw. durch Einsatz eines Polarisationsmikroskops erfolgen, das zwei Polarisati-
onsfilter aufweist. Der erste Polarisationsfilter, auch Polarisator oder Primirfilter
genannt, polarisiert das Licht der Lichtquelle des Mikroskops linear, lasst also nur
Licht durch, das in einer Schwingungsebene schwingt. Ein zweiter Polarisationsfilter,
der als Analysator oder Sekundirfilter bezeichnet wird, ist gegentiber dem ersten um
90° gedreht. Die Schwingungsrichtung des vorher linear polarisierten Lichtes ist
dadurch genauso orientiert, dass es vom Analysator vollstindig geblockt wird. Refle-
xionen an dem biologischen Material bei der auflichtmikroskopischen Untersuchung

werden dadurch aufgehoben.
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[0031] Nach einer bevorzugten Weiterbildung des erfindungsgemafien Ver-
fahrens umfasst das Markieren des biologischen Materials eine Farbreaktion an dem

Letzteren.

[0032] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass der Kontrast in dem biologi-
schen Material ethoht wird und die visuelle Untersuchung dadurch erleichtert wird.
Die Farbreaktion kann eine Schnellfarbung mit typischen histologischen Farbstoffen
darstellen, wie mit Hamalaun, Toluidinblau, Hamatoxilin, Picrofuchsin, Eosin etc.
Wie der Erfinder feststellen konnte, beeintrdchtigt auch eine solche Farbreaktion das
biologische Gewebe nicht, welches nach wie vor fiir weitere Untersuchungen zur

Verfligung steht.

[0033] Nach einer Variante des erfindungsgemafien Verfahrens umfasst das
Markieren des biologischen Materials eine spezifische Immunreaktion an dem Letzte-
ren, die vorzugsweise folgende Schritte aufweist: 2.1 Inkontaktbringen des biologi-
schen Materials mit einem Primdrantikorper zur Bindung des Letzteren an das biolo-
gische Material, 2.2 Entfernen des nicht gebundenen Primdrantikdrpers von dem
biologischen Material, und 2.3 Nachweisen einer spezifischen Bindung des Primar-
antikorpers an das biologische Material, welcher vorzugsweise folgende weitere
Schritte umfasst: 2.3.1 Inkontaktbringen des biologischen Materials mit einem
Sekunddrantikorper zur Bindung des Letzteren an den Primdrantikdrper, 2.3.2 Nach-

weisen einer spezifischen Bindung des Sekundédrantikorpers an den Primdrantikorper.

[0034] Diese Mafdnahme hat den Vorteil, dass durch die Verwendung von
hochspezifischen und -selektiven AntikOrpern innerhalb von wenigen Minuten,
gegebenenfalls noch im Operationssaal, das bereitgestellte biologische Material auf
das Vorhandensein bestimmter Strukturen, wie beispielsweise Tumormarkern,
untersucht werden kann. Fine diagnostische Untersuchung wird dadurch nochmals
verbessert moglich. Auch diese spezifische Immunreaktion verbraucht nach Erkennt-

nissen des Erfinders das biologische Material nicht.
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[0035] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft eine
Vorrichtung zum rdumlichen Orientieren von biologischem Material, die zur Durch-
fithrung des erfindungsgemaifien Verfahrens eingesetzt werden kann, und Folgendes

aufweist, namlich:

- ein Aufnahmeelement zur Aufnahme eines Trdgers fiir das biologische

Material,

- ein Halteelement, mit dem das Aufnahmeelement drehbar verbunden

ist, und

- ein Basiselement, mit dem das Halteelement drehbar verbunden ist.

[0036] Die erfindungsgemaifle Vorrichtung ermdglicht es auf besonders vor-
teilhafte Art und Weise, das bereitgestellte biologische Material, welches auf dem
Trager angeordnet ist, von allen Seiten, also raumlich bzw. dreidimensional, zu
betrachten. Damit kénnen bspw. Hautexzidate hinsichtlich ihrer Schnittrdnder

entsprechend der 3D-Histologie untersucht werden.

[0037] Erfindungsgemdifd bedeutet "drehbar verbunden", dass die jeweiligen
Elemente vorzugsweise bis zu 360°, also vollstindig bzw. grenzenlos, relativ zueinan-

der verdreht werden konnen.

[0038] Bei dem Trager fiir das biologische Material kann es sich erfindungs-
gemdfd um einen Glastrdger, beispielsweise um einen klassischen Objekttrager aus der

Mikroskopie, handeln.

[0039] Dabei ist es erfindungsgemdfy bevorzugt, wenn das Aufnahme-
element ein Befestigungselement, vorzugsweise einen Saugnapf, zur Befestigung des

Trdgers fiir das biologische Material aufweist.
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[0040] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass auf einfache Art und Weise
beispielsweise handelsiibliche Mikroskopieobjekttrager an das Aufnahmeelement be-

festigt und von diesem wieder entfernt werden kdnnen.

[0041] Ferner ist es bevorzugt, wenn bei der erfindungsgemaifien Vorrich-
tung das Halteelement mit dem Aufnahmeelement iiber eine erste Drehachse drehbar
verbunden ist, und/oder wenn das Basiselement mit dem Halteelement tiber eine

zweite Drehachse drehbar verbunden ist.

[0042] Diese Maflnahmen haben den Vorteil, dass auf einfache Art und

Weise eine Drehverbindung zwischen den jeweiligen Elementen realisiert wird.

[0043] Nach einer bevorzugten Weiterentwicklung der erfindungsgemafien
Vorrichtung ist das Basiselement mit einem Fufielement zur Positionierung der
Vorrichtung auf einer horizontalen Ebene, vorzugsweise {iber eine dritte Drehachse,

drehbar verbunden.

[0044] Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass die Vorrichtung einfacher
handhabbar wird und beispielsweise noch im Operationssaal unter dem Objektiv des
Mikroskops auf der Arbeitsfldche positioniert werden kann. Durch die Drehbarkeit
wird vermieden, dass, alternativ, die gesamte Vorrichtung auf einer horizontalen
Ebene verdreht werden muss, um das biologische Material dreidimensional zu

untersuchen.

[0045] Die erfindungsgemdfie Vorrichtung ist vorzugsweise zur Verwen-
dung in einem Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem Material ex
vivo ausgebildet, wobei es sich weiter vorzugsweise um das oben beschriebene erfin-

dungsgemadfle Verfahren handelt.

[0046] Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachste-

hend noch zu erlduternden Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kombi-
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nation, sondern auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar

sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.

[0047] Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von Ausfiihrungs-
beispielen ndher erldutert, die rein illustrativen Charakter haben und die Reichweite
der Erfindung nicht einschrdnken. Dabei wird Bezug genommen auf die beigefiigten

Figuren, in denen Folgendes dargestellt ist:

Fig. 1 zeigt einen Vergleich der Untersuchungsergebnisse erzielt mittels des
erfindungsgemadfien Verfahrens (links) und mittels des klassischen
Paraffinschnittverfahrens nach HE-Farbung (rechts) am Beispiel des
Plattenepithelkarzinoms (A, B), des soliden Basalzellkarzinoms (C)

und des gemischten Basalzellkarzinoms ("mixed type") (D);

Fig.2  zeigt das Ergebnis einer immunhistologischen Untersuchung mittels
des erfindungsgemdfien Verfahrens an fibrosierenden Basalzell-
karzinomen in verschiedenen Vergrof3erungsstufen (A bis C) unter

Verwendung eines Anti-BerEp4-Antikorpers, und

Fig. 3 zeigt die schematische Darstellung einer Ausfithrungsform der erfin-

dungsgemaifien Vorrichtung.



WO 2011/144390 PCT/EP2011/055730

12
Ausfiihrungsbeispiele
Beispiel 1: Vergleich des erfindungsgemidfien Verfahrens mit dem Paraffin-

schnittverfahren Paraffinschnitten nach HE-Firbung

[0048] Das erfindungsgemédfie Verfahren wurde an verschiedenen Haut-
krebspraparaten, ndamlich solchen mit einem Plattenepithelkarzinom (SCC) sowie
verschiedenen Formen von Basalzellkarzinomen (BCC) untersucht. Als Kontrolle
diente tumorfreies Hautgewebe. Hierzu wurden Gewebestreifen aus so genannten
Brotlaibschnitten oder aus lateralen Resektionsrdndern und so genannten "Muffin"-

Prdparationen gewonnen.

[0049] Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaifien Verfahrens erfolgte die

Probenaufbereitung gemafl nachfolgendem Protokoll:

Fixieren 10%ige Essigsdure ("Eisessig",
Merck, Darmstadt, Deutschland) 40 sec

Spiilen Leitungswasser 10 sec
Farben 0,2 % Toluidin-Blau (Merck,

Darmstadt, Deutschland) 40 sec
Spiilen Leitungswasser S5 sec
Insgesamt 935 sec

[0050] Anschlieffend wurden hierzu von samtlichen untersuchten Proben

HE-Paraffinschnitte nach Standardvorgehensweise angefertigt.

[0051] Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt die Anzahl der untersuchten Pro-
ben im Rahmen einer "klassischen" histologischen Analyse mittels des Paraffin-
schnittverfahrens unter Verwendung einer Hadmatoxylin-Fosin-Firbung (HE-

Farbung). Verwendet wurde sowohl ein Stereomikroskop (Leica M205 FA) als auch
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ein Digitalmikroskops (Keyence VHX-600K). Alle 129 Proben wurden mit dem
Digitalmikroskop, 78 Proben davon auch mit dem Stereomikroskop untersucht.

Danach wurden alle 129 Proben mit dem HE-Paraffinschnittverfahren aufgearbeitet.

Gewebestreifen "Mutfins" Total
HE-Farbung Stereo- Digitales Stereo- Digitales Stereo- Digitales
(Paraffinschnitte) mikroskop | Mikroskop mikroskop Mikroskop mikroskop Mikroskop
Tumorfrei 18 27 5 15 23 42
Solides BCC 32 57 2 5 34 62
Fibrosierendes BCC 3 5 0 0 3 5
Superfizielles BCC 10 10 0 1 10 11
Gemischtes BCC 1 1 0 0 1 1
Plattenepithelkarzinom 7 8 0 0 7 8
(5CC)
Total 71 108 7 21 78 129

Tabelle 1: Untersuchte Proben

[0052]

Die Ergebnisse, die mittels des klassischen Paraffinschnittverfahrens

erzielt wurden, wurden hinsichtlich Sensitivitdt, Spezifitit, dem positiven Vorhersa-
gewert (PPV) und dem negativen Vorhersagewert (NPV) mit denen aus dem erfin-
dungsgemdfien Verfahren unter Verwendung eines Digitalmikroskops und eines
Stereomikroskops verglichen. Proben, die in den HE-gefdrbten Schnitten ein Platten-

epithelzellkarzinom enthielten, wurden von der Analyse ausgeschlossen.

[0053]

quantitative Ergebnis in der nachfolgenden Tabelle 2 dargestellt:

Das qualitative Ergebnis dieses Vergleiches ist in der Fig. 1 und das

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV
Insgesamt (n=121) 91 % 90 % 93 % 88 %
Gewebestreifen (n=100) 92 % 89 % 86 % 94 %
"Mulffins" (n=21) 83 % 93 % 83 % 93 %

Tabelle 2: Digitalmikroskopische Untersuchung
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[0054] Der vorstehende Vergleich wurde entsprechend unter Verwendung
eines Stereomikroskops durchgefiihrt. Das quantitative Ergebnis dieses Vergleichs ist

in nachfolgender Tabelle 3 dargestellt:

Sensitivitat Spezifitat PPV NPV
Insgesamt (n=71) 95 % 94 % 95 % 94 %
Gewebestreifen (n=64) 95 % 93 % 95 % 93 %
"Muffins" (n=7) 100 % 100 % 100 % 100 %

Tabelle 3: Stereomikroskopische Untersuchung

[0055] Hierbei zeigt sich auf beeindruckende Art und Weise, dass die Ergeb-
nisse der Untersuchung mit dem erfindungsgemadfien Verfahren in sehr hohem Mafie
mit dem klassischen Standardverfahren (HE-gefirbte Paraffinschnitte) korrelieren.
Das Verfahren weist daher eine sehr grofde Genauigkeit und Sicherheit auf. Ein
mikroskopisch existierender Tumor, bspw. ein Basalzellkarzinom, kann folglich mit
dem erfindungsgemadfien Verfahren mit einer sehr hohen Treffsicherheit diagnosti-
ziert werden. Wenn ein Tumor mit dem erfindungsgemaéafien Verfahren nicht nach-
gewiesen wird, kann dann das mikroskopische Vorhandensein eines Tumors mit

einer grofien Treffsicherheit ausgeschlossen werden.

Beispiel 2: Immunhistologische Markierung im Rahmen des erfindungsgema-

fen Verfahrens

[0056] Patienten mit Basalzellkarzinomen wurden Gewebeproben entnom-
men und im Rahmen des erfindungsgemdfien Verfahrens einer Immunfdrbung mit
einem monoklonalen Antikdrper gegen das epitheliale spezifische Antigen (ESA) bzw.
das epitheliale zelluldire Adhdsionsmolekiil (Ep-CAM) mit der Bezeichnung BerEp4
zugefiihrt. Das Protokoll der Probenbehandlung lautete wie folgt:
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Fixieren 4,5 % Formalin * 30 sec
Spiilen Leitungswasser 10 sec
Blockierung der endogenen Peroxidase H,0, 3 % ? 30 sec
Priméarantikorper BerEp4 1:50 ° 90 sec
Spiilen TBS * 10 sec
Sekundirantikorper EnVision ° 90 sec
Spiilen TBS * 10 sec
Farben DAB+Chromogen ° 90 sec
Spiilen Leitungswasser 10 sec
Spiilen Aqua dest 3 sec
Gegenfdarben Hamatoxylin ’ 10 sec
Spiilen Aqua dest 3 sec
Spiilen Leitungswasser 10 sec
Insgesamt ca. 7 min

[0057] Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Fig. 2 dargestellt. Hier zeigt
sich, dass sich mit der extrem schnellen immunhistologischen Markierung im Rah-
men des erfindungsgemidfien Verfahrens eine hochspezifische Markierung mit
monoklonalen Primdrantikorpern und deren Nachweis mit Sekundarantikdrpern

erzielen ldsst. Dies wurde am Beispiel von Gewebe aus Basalzellkarzinomen und dem

4,5 % Formalinl¢sung, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
H,O, 3 %, Fischar, Saarbriicken, Germany

Monoklonal-Maus-anti-humanes epitheliales Antigen, Klon BerEp4 M0804, Dako
REAL Antikodrper-Verdiinnungsmittel $2002, DAKO, Hamburg, Deutschland

‘ Dako Waschputfer S3006, DAKO Hamburg, Deutschland

> Dako REAL EnVision HRP Kaninchen/Maus K5007, DAKO Hamburg, Deutschland
¢ Dako REAL Substratpufter, DAB+Chromogen, DAKO Hamburg, Deutschland

7 Dako REAL Hamatoxylin 2020, DAKO Hamburg, Deutschland
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Einsatz von monoklonalen-Maus-anti-humanes-epitheliales-Antigen(Klon BerEp4)-
Antikorpern demonstriert. Durch die Verwendung der hochspezifischen Immunmat-
kierung kann die diagnostische Sicherheit des erfindungsgemdfien Verfahrens so
gesteigert werden, dass sie die diagnostische Sicherheit des unspezifischen und
wesentlich zeitaufwidndigeren Standardverfahrens (HE-gefarbte Paraffinschnitte)

ubertrifft.

Beispiel 3: Erfindungsgemafe Vorrichtung

[0058] In der Fig. 3 ist ein Beispiel der erfindungsgemédfien Vorrichtung zum
raumlichen bzw. dreidimensionalen Orientieren von biologischem Material mit der

Bezugsziffer 10 dargestellt.

[0059] Die Vorrichtung 10 weist ein Aufnahmeelement 12 zur Aufnahme
eines Trdgers 14 fiir das biologische Material, bspw. ein Mikroskopierobjekttrdger, auf.
Das Aufnahmeelement 12 weist an seinem ersten Ende einen Drehgriff 16 und an
seinem zweiten Ende ein Befestigungselement 18, bspw. in Form eines Saugnapfes,
auf, die tiber eine erste Drehachse miteinander verbunden sind. Die erste Drehachse
ist drehbar in einem Halteelement 20 gelagert, so dass das Aufnahmeelement 12 iiber
Betdtigung des Drehgriffes 16 gegeniiber dem Halteelement 20 um 360° verdreht

werden kann. Dies ist durch die Bewegungspfeile a angedeutet.

[0060] Die Vorrichtung 10 ist weiter mit einem Basiselement 22 versehen.
Das Basiselement 22 ist mit dem Halteelement 20 iiber eine zweite Achse drehbar
verbunden, die rechtwinklig zu der ersten Achse des Aufnahmeelementes 12 ange-
ordnet ist. Das Aufnahmeelement 12 ldsst sich dadurch gegeniiber dem Basiselement

22 um 360° drehen, was durch den Bewegungspfeil b angedeutet ist.

[0061] Das Basiselement 22 ist mit einem Fufdelement 24 zur Positionierung
der Vorrichtung auf einer horizontalen Ebene, bspw. dem Arbeits- bzw. Mikrosko-

pierplatz verbunden. Dabei erfolgt die Verbindung iiber eine dritte Achse, die im
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rechten Winkel zur zweiten Achse angeordnet ist, und {iber die das Basiselement 22
gegeniiber dem Fuflelement 24 um 360° gedreht werden kann. Dies ist durch den
Bewegungspfeil ¢ angedeutet. Alternativ kann auf eine Verdrehbarkeit von Basisele-
ment 22 gegeniiber Fufielement 24 verzichtet werden. Zur dreidimensionalen Be-
trachtung des biologischen Materials ist es dann erforderlich, die gesamte Vorrich-

tung 10 gegeniiber einer horizontalen Ebene zu verdrehen; vgl. Bewegungspfeil c.

[0062] Das Aufnahmeelement 12 kann aus Messing gefertigt sein, wobei der
Drehknopf 16 aus Kunststoff gebildet werden kann. Der Drehgriff 16 kann einen
Durchmesser von 30 mm haben Der Saugnapf 18 besteht aus einem elastischen
Material, das geeignet ist, um den Trager 14 fiir das biologische Material zu befesti-

gen..

[0063] Das Halteelement 20 kann aus Messing gefertigt sein und die Di-

mensionen 15 mm Hohe, 15 mm Breite, 25 mm Linge aufweisen.

[0064] Das Basiselement 22 kann Aluminium und die Dimensionen 10 mm

Breite, 10 mm Tiefe, 56 mm Hohe aufweisen.

[0065] Das Fufielement 24 kann die Dimensionen 100 mm Breite, 100 mm

Tiefe, 12 mm Dicke aufweisen.

[0066] Mittels der erfindungsgeméfien Vorrichtung lasst sich ein auf dem
Trdager 14 angebrachtes biologisches Material rdumlich, das heif3t dreidimensional,
orientieren und auflichtmikroskopisch optimal visuell untersuchen. Das biologische
Material haftet tiblicherweise sehr gut an der Oberflache des Trédgers 14 gut an und
rutscht auch in einer steilen Position nicht ab. Gegebenenfalls kann das biologische

Material mit einem doppelseitigen Klebeband an dem Trdger 14 befestigt werden.



WO 2011/144390 PCT/EP2011/055730

18

Patentanspriiche

1. Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem Material ex vivo, das

folgende Schritte aufweist:

Bereitstellen von biologischem Material,

2. Markieren des biologischen Materials,
Ausschalten von Reflexionen an der Oberflache des biologischen Mate-
rials, und

4. Auflichtmikroskopisches Untersuchen des biologischen Materials,

wobei das bereitgestellte biologische Material vitales biologisches Material ist,

das weder histologisch noch optisch geschnitten wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt 1 folgenden

Schritt umfasst:

1.1  Befeuchten des biologischen Materials.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt 1.1 folgen-

den Schritt umfasst:

1.1.1 Fixieren des biologischen Materials.

4. Verfahren nach einem der vorherigen Schritte, dadurch gekennzeichnet, dass
Schritt 3 durch Verwendung eines transparenten Mediums und eines Glas-
tragers erfolgt, wobei das transparente Medium im Wesentlichen ohne Ein-
schluss von Luft und/oder Gas zwischen die biologische Probe und den Glas-

trager und in direkten Kontakt mit Letzteren gebracht wird.
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S. Verfahren nach einem der vorherigen Schritte, dadurch gekennzeichnet, dass
Schritt 3 durch Verwendung von polarisiertem Licht in der auflichtmikros-

kopischen Untersuchung (Polarisationsmikroskopie) erfolgt.

6. Verfahren nach einem der vorherigen Schritte, dadurch gekennzeichnet, dass

Schritt 2 eine Farbreaktion an dem biologischen Material umfasst.

7. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Schritt 2 eine spezifische Immunreaktion an dem biologischen Material

umfasst.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die spezifische

Immunreaktion folgende Schritte umfasst:

2.1  Inkontaktbringen des biologischen Materials mit einem Primdrantikor-

per zur Bindung des Letzteren an das biologische Material,

2.2 Entfernen des nicht gebundenen Primdrantikorpers von dem biologi-

schen Material, und

2.3 Nachweis einer spezifischen Bindung des Primdrantikorpers an das bio-

logische Material.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt 2.3 folgen-

de Schritte umfasst:

2.3.1 Inkontaktbringen des biologischen Materials mit einem Sekundéiranti-

korper zur Bindung des Letzteren an den Primdrantikdrper, und

2.3.2 Nachweis einer spezifischen Bindung des Sekundarantikdrpers an den

Primédrantikorper.
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Vorrichtung (10) zum rdumlichen Orientieren von biologischem Material,

aufweisend

- ein Aufnahmeelement (12) zur Aufnahme eines Trédgers (14) fiir das bio-

logische Material,

- ein Halteelement (20), mit dem das Aufnahmeelement (12) drehbar

verbunden ist, und

- ein Basiselement (22), mit dem das Halteelement (20) drehbar verbun-

den ist.

Vorrichtung (10) nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Auf-
nahmeelement (12) ein Befestigungselement (18) zur Befestigung des Tragers

(14) fiir das biologische Material aufweist.

Vorrichtung (10) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Befes-

tigungselement einen Saugnapf (18) aufweist.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 10 bis 12, dadurch gekennzeich-
net, dass das Halteelement (20) mit dem Aufnahmeelement (12) iiber eine ers-

te Drehachse drehbar verbunden ist.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekennzeich-
net, dass das Basiselement (22) mit dem Halteelement (20) iiber eine zweite

Drehachse drehbar verbunden ist.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 10 bis 14, dadurch gekennzeich-
net, dass das Basiselement (22) mit einem Fuflelement (24) zur Positionierung

der Vorrichtung auf einer horizontalen Ebene drehbar verbunden ist.
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Vorrichtung (10) nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Basis-
element (22) mit einem Fufielement (24) zur Positionierung der Vorrichtung
(10) auf einer horizontalen Fliche {iber eine dritte Drehachse drehbar verbun-

den ist.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 10 bis 16, ausgestaltet zur Ver-
wendung in einem Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem

Material ex vivo.

Vorrichtung (10) nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Ver-

fahren das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 ist.
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"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

20. September 2011

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

27/09/2011

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

D'Alessandro, Davide

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2011/055730

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X
Y

WO 037091729 Al (AZURTEC INC [US])
6. November 2003 (2003-11-06)
Seite 10, Zeile 6 - Zeile 11
Abbildung 28
Seite 17, Zeile 14
Seite 24, Zeile 27
Seite 23, Zeile 28
Seite 33, Zeile 10

Seite 18, Zeile 4
Zeile 29

Zeile 37

Zeile 16
RAMELLA-ROMAN J C: "Out of plane
polarimetric imaging of skin: surface and
subsurface effect",

PROCEEDINGS OF THE NATO ADVANCED STUDY
INSTITUTE ON OPTICAL WAVEGUIDE SENSING AND
IMAGING IN MEDICINE, ENVIRONMENT, SECURITY
AND DEFENCE SPRINGER NETHERLANDS
DORDRECHT, NETHERLANDS,

2008, Seiten 259-269, XP040199008,

Seite 142 - Seite 143

US 20027007123 Al (BALAS CONSTANTINOS
[GR]) 17. Januar 2002 (2002-01-17)
Zusammenfassung

Absdatze [0020], [0021], [0053], [0068]

US 2004/249274 Al (YAROSLAVSKY ANNA N [US]
ET AL) 9. Dezember 2004 (2004-12-09)
Absatz [0006] - Absatz [0012]

Absatz [0014]

Absatz [0042]

Absatz [0074]

LIMIN YU ET AL: "Caveats in BerEP4
staining to differentiate basal and
squamous cell carcinoma",

JOURNAL OF CUTANEOUS PATHOLOGY,

Bd. 36, Nr. 10,

1. Oktober 2009 (2009-10-01), Seiten
1074-1176, XP55006705,

ISSN: 0303-6987, DOI:
10.1111/j.1600-0560.2008.01223.x

Seite 1074, rechte Spalte, letzter Absatz
- Seite 1075, rechte Spalte, Absatz 1

1,2,5,6
7-9

1-6

7-9

7-9
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Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP2011/855730
Feld Nr.1l Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. I:' Anspriche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

2. I:' Anspriche Nr.

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgeflihrt werden kann, namlich

3. |:| Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Ansprliche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

siehe Zusatzblatt

-

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

I:' Da fur alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt héatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Gebuihren aufgefordert.

n

3. IZI Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fur die Geblhren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriche Nr.

1-9

4. |:| Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebuihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusétzlichen Recherchengeblhren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebiihr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebuhr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

m Die Zahlung der zuséatzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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Internationales Aktenzeichen PCT/ EPZO].]./ 055730

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdorde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt,
namlich:

1. Anspriiche: 1-6

Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem
Material, wobei Oberfldchenreflexionen durch bestimmte
MaBnahmen ausgeschaltet werden.

2. Anspriiche: 7-9

Verfahren zur visuellen Untersuchung von biologischem
Material, wobei das biologische Material durch eine
spezifische Immunreaktion markiert wird.

3. Anspriiche: 10-18

Vorrichtung zum rdaumlichen Orientieren von biologischem
Material.




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2011/055730
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
WO 03091729 Al 06-11-2003 AU 2003234222 Al 10-11-2003
CA 2483420 Al 06-11-2003
EP 1502106 Al 02-02-2005
JP 2005524072 A 11-08-2005
US 2002007123 Al 17-01-2002 AT 424757 T 15-03-2009
DK 1267707 T3 06-07-2009
EP 2057936 Al 13-05-2009
ES 2322235 T3 18-06-2009
GR 20000100102 A 30-11-2001
HK 1056108 Al 14-08-2009
JP 2008220977 A 25-09-2008
US 2009253991 Al 08-10-2009
US 2004249274 Al 09-12-2004  KEINE
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