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(57) Abstract: The invention relates to a method for increasing the optical
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wird, mittels

Gewebeprobe (1)

transparency of regions of a tissue sample (1), wherein the tissue sample (1) is
placed in a process chamber (10) and is infiltrated with at least one process fluid
(2) in the process chamber (10), and wherein light-scattering structures in the
tissue sample (1) are removed. The method comprises monitoring the optical
transparency of the tissue sample (1) at least during a clarification time period, in
which the tissue sample (1) is placed in the process chamber (10) and in which the
light-scattering structures in the tissue sample (1) are removed, by means of an
optical transparency-measuring assembly (13) associated with the process chamber
(10). The invention further relates to a device (100) for performing the method.

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur Erhéhung der optischen
Transparenz von Bereichen einer Gewebeprobe (1) vorgeschlagen, bei dem die
in eine Prozesskammer (10) eingebracht und in der
Prozesskammer (10) mit zumindest einem Prozessfluid (2) infiltriert wird, und bei
dem eine Entfernung lichtstreuender Strukturen in der Gewebeprobe (1)
durchgefiihrt wird. Das Verfahren umfasst, die optische Transparenz der
Gewebeprobe (1) zumindest wéhrend eines Kldrungszeitraums, in dem die
Gewebeprobe (1) in die Prozesskammer (10) eingebracht ist und in dem die
Entfernung der lichtstreuenden Strukturen in der Gewebeprobe (1) durchgefiihrt
einer
Transparenzmessanordnung (13) zu iiberwachen. Eine Vorrichtung (100) zur
Durchfithrung des Vertahrens ist ebentalls Gegenstand der Erfindung.

der Prozesskammer (10) optischen

zugeordneten
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Verfahren und Vorrichtung zur Erhohung der optischen Transparenz von

Bereichen einer Gewebeprobe

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erhohung der optischen
Transparenz von Bereichen einer Gewebeprobe und eine zur Durchfithrung eines
entsprechenden Verfahrens eingerichtete Vorrichtung gemaf$ den Oberbegriffen

der unabhingigen Patentanspriiche.

Stand der Technik

Die Identifizierung dreidimensionaler Strukturbeziehungen in intakten biologi-
schen Gewebeproben durch mikrooptische Techniken ist aufgrund der haufig
weitgehend fehlenden optischen Transparenz solcher Gewebeproben herkdmmli-
cherweise mit Problemen behaftet. Insbesondere betrifft dies die Untersuchung
von Strukturbeziehungen zwischen den Neuronen in Nerven- bzw. Hirngewebe.
Herkémmliche Verfahren sehen zu diesem Zweck die Erfassung mikroskopischer
Serienschnitte in Form von digitalen Bildern vor, aus denen dann eine Rekonstruk-
tion der dreidimensionalen Beziehungen vorgenommen wird. Dies ist jedoch zu-

mindest sehr aufwendig und gegebenenfalls fehlerbehaftet.

Eine neuere Veroffentlichung (K. Chung et al.: Structural and molecular interroga-
tion of intact biological systems, Nature 497, 332-337, 2013) schlagt vor diesem
Hintergrund ein Verfahren zur Erhohung der optischen Transparenz von Berei-
chen einer entsprechenden Gewebeprobe vor. Wie dort erldutert, ist die fehlende
optische Transparenz im Wesentlichen auf Lipiddoppelschichten zurtickzufiihren.

An den durch diese gebildeten Grenzflachen wird eindringendes Licht gestreut. Die
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erwahnte Veroffentlichung schlagt daher die nichtdestruktive Entfernung derarti-

ger Lipiddoppelschichten vor, d.h. eine Entfernung, bei der die tibrige Gewebepro-

be strukturell moglichst weitgehend erhalten bleibt.

Hierzu wird die Gewebeprobe beispielsweise mit Hydrogelmonomeren (z.B. Ac-
rylamid und Bisacrylamid), Formaldehyd und thermoreaktiven Initiatoren ge-
trankt. Das Formaldehyd sorgt dabei einerseits fiir eine Quervernetzung des Ge-
webes und koppelt andererseits die Hydrogelmonomere kovalent mit Biomolekii-
len wie Proteinen und Nukleinsduren. Anschliefdend wird thermisch eine Poly-
merisation der entsprechend gekoppelten Monomere zu einem Hydrogelnetz ein-
geleitet. Die genannten Biomolekiile werden in das hierdurch geschaffene dreidi-

mensionale Hydrogel eingebunden und damit stabilisiert.

Molekiile ohne koppelbare funktionelle Gruppen, insbesondere Lipide der Lipid-
doppelschichten, bleiben ungebunden und kénnen daher aus der geschaffenen
Struktur extrahiert werden. Zweckmafdigerweise kommt hierzu ein ionisches Ex-
traktionsverfahren zum Einsatz, weil hierdurch die mikrooptische Untersuchung,

z.B. durch Fluoreszenzmikroskopie, nicht beeinflusst wird.

Zur Extraktion der Lipide konnen beispielsweise Natriumdodecylsulfat-(SDS-)
Micellen in wassrigen Losungsmitteln zum Einsatz kommen, die aufgrund ihrer
negativen Gesamtladung unter neutralen bis alkalischen Bedingungen in einem
angelegten elektrischen Feld migrieren und hierdurch durch die entsprechend

vorbereitete Gewebeprobe getrieben werden konnen.

Zu weiteren Details eines entsprechenden Verfahrens sei auf die erwahnte Verof-
fentlichung verwiesen. Es sei jedoch betont, dass die vorliegende Erfindung nicht
nur in der dort offenbarten spezifischen Verfahrensvariante zum Einsatz kommen
kann, sondern auch in anderen Verfahren Verwendung finden kann, in welchen
zumindest in bestimmten Verfahrensschritten eine graduelle Erh6hung der opti-

schen Transparenz von Bereichen einer Gewebeprobe beobachtet werden kann.
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Derartige Verfahren werden herkdémmlicherweise rein manuell durchgefiihrt, d.h.
die Kontrolle des Erfolgs eines entsprechenden Verfahrens erfolgt visuell durch
einen Experimentator. Derartige Verfahren sind damit in der Praxis arbeitsauf-
wandig und schlecht reproduzierbar. Insbesondere im Umfeld medizinischer For-
schungsvorhaben erweist sich letzterer Umstand als Nachteil, weil hierdurch keine

standardisierte Probenvorbereitung moglich ist.

Die Erfindung will hier Abhilfe schaffen und entsprechende Verfahren zur Erho-
hung der optischen Transparenz von Bereichen von Gewebeproben erleichtern

und insbesondere im Sinne einer erhohten Reproduzierbarkeit verbessern.

Offenbarung der Erfindung

Vor diesem Hintergrund schlagt die vorliegende Erfindung ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Erhéhung der optischen Transparenz (also einer sogenannten

Klarung, engl. Clearing) von Bereichen einer Gewebeprobe mit den Merkmalen der
unabhangigen Patentanspriiche vor. Bevorzugte Ausgestaltungen sind Gegenstand

der abhadngigen Patentanspriiche sowie der nachfolgenden Beschreibung.

Die vorliegende Erfindung geht von einem Verfahren zur Erhéhung der optischen
Transparenz von Bereichen einer Gewebeprobe aus, wie es grundsatzlich zuvor
erlautert wurde. In einem derartigen Verfahren wird die Gewebeprobe in eine Pro-
zesskammer eingebracht und in der Prozesskammer mit zumindest einem Pro-
zessfluid getrankt (infiltriert). Wie erlautert, kann ein derartiges Verfahren insbe-
sondere auch die Verwendung mehrerer Prozessfluide umfassen, die, beispiels-
weise thermisch, zur Reaktion gebracht werden konnen und Strukturen der Gewe-

beprobe miteinander vernetzen und diese damit stabilisieren.

Nach der Vernetzung bzw. Stabilisierung wird in einem derartigen Verfahren eine

Entfernung lichtstreuender Strukturen in der Gewebeprobe bewirkt, wie eingangs
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erlautert beispielsweise durch Verwendung von Tensidmicellen, die in einem

elektrischen Feld migrieren. Wie erldutert, ist ein solches, herkdmmlicherweise

rein manuell durchgefiihrtes Verfahren aufwandig und fehlerbehaftet.

Wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung der Begriff Prozessfluid verwendet,
sind hiervon samtliche, in der Regel fliissige, Substanzen umfasst, die in Form von
Einzelverbindungen oder Gemischen in entsprechenden Verfahren zum Einsatz
kommen kénnen. Insbesondere handelt es sich hierbei um die erwdhnten Prozess-
fluide, die die optische Transparenz bewirken, indem sie storende Strukturen aus
der Gewebeprobe ausspiilen, jedoch auch um die zuvor verwendeten Stabilisie-
rungs- bzw. Quervernetzungsmittel, die das anschliefdende storungsfreie Aussptu-
len erlauben. Prozessfluide kdnnen auch Lager- bzw. Einbettmedien sein. Bei Be-
reichen einer Probe, deren optische Transparenz erh6éht wird, kann es sich bei-
spielsweise um Membranstrukturen oder Vesikelstapel handeln. Die Transparenz
anderer Bereiche, beispielsweise der im Rahmen eines nachgeschalteten mikroop-
tischen Verfahrens zu untersuchenden Neuronen, bleibt hingegen unverandert

oder zumindest teilweise unverandert.

Erfindungsgemaf’ wird vorgeschlagen, die optische Transparenz der Gewebeprobe
zumindest wahrend eines Klarungszeitraums, in dem die Gewebeprobe in die Pro-
zesskammer eingebracht ist und die Entfernung der lichtstreuenden Strukturen in
der Gewebeprobe bewirkt wird, mittels einer der Prozesskammer zugeordneten

optischen Transparenzmessanordnung zu Uberwachen.

Unter einem Klarungszeitraum wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung dabei
der Zeitraum verstanden, in dem die eigentliche Entfernung der lichtstreuenden
Strukturen erfolgt. In dem eingangs erlduterten Verfahren handelt es sich hierbei
um den Verfahrensschritt, in dem die Lipiddoppelschichten mittels Tensidmicellen
aufgelost und aus der Probe heraustransportiert werden. Die vorab bereits erfolg-
ten Schritte, d.h. die Quervernetzung bzw. Stabilisierung der tibrigen Gewebebe-

standteile, zahlt nicht zu dem eigentlichen Klarungszeitraum. Wahrend dieser vor-
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hergehenden Schritte, gegebenenfalls aber auch wahrend nachfolgender Schritte
nach dem Klarungszeitraum, kann zwar ebenfalls eine Uberwachung erfolgen, je-

doch wird wahrend solcher Zeitraume typischerweise keine Erh6hung der Trans-

parenz einer entsprechenden Gewebeprobe beobachtet.

Das erfindungsgemafie Verfahren kann auch mehrere Klarungszeitraume umfas-
sen, beispielsweise bei einer Klarung durch unterschiedliche chemisch-
physikalische Verfahren, wie unten erldautert. Wahrend eines jeden solchen Kla-

rungszeitraums kann eine Uberwachung erfolgen.

Insgesamt erlaubt die vorliegende Erfindung damit eine Standardisierung eines
entsprechenden Verfahrens zur Erhohung der optischen Transparenz. Durch die
erlauterte Uberwachung, die zusitzlich auch weitere Uberwachungsverfahren ein-
schliefien kann, beispielsweise von chemischen und/oder physikalischen Parame-
tern von Prozessfluiden und/oder der Gewebeprobe, werden gegeniiber dem
Stand der Technik insbesondere reproduzierbarere Ergebnisse erzielt. Dies hilft
dem Praktiker dabei, die bisher vorhandenen Unwagbarkeiten bei der Herstellung

entsprechend transparenter Gewebeproben auszuschliefsen.

Die vorliegende Erfindung eignet sich beispielsweise im Zusammenhang mit mik-
rooptischen Verfahren auf Grundlage der Multiphotonentechnik (MP) bzw. ent-
sprechender bildgebender Verfahren (sogenanntes MP-Imaging). Solche Verfahren
eignen sich besonders fiir die Untersuchung altersbedingter degenerativer Er-
krankungen (z.B. neurodegenerative Krankheiten) und degenerativer Erkrankun-
gen, die auf den Lebensstil der betroffenen Patienten zurtickzufiihren sind (soge-
nannte Lifestyle-Related Diseases). Dies kann auch insbesondere am Tiermodell
erfolgen, beispielsweise durch die Untersuchung der Gehirne entsprechend be-

handelter Miuse, Ratten, Kaninchen usw.

Durch die Erhohung der optischen Transparenz koénnen in die Gewebeprobe ein-

gebrachte Fluorophore besser sichtbar gemacht werden. Die Streuung durch um-
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liegende Bereiche der Gewebeprobe, insbesondere die erlduterten Lipiddoppel-
schichten, wird minimiert bzw. eliminiert. Durch das erfindungsgemafie Verfahren

konnen optische Eindringtiefen in die Gewebeprobe von bis zu 5 bis 6 mm, gege-

benenfalls auch mehr, beispielsweise von bis zu 10 mm, realisiert werden.

Die im Rahmen des erfindungsgemafien Verfahrens eingesetzte Transparenz-
messanordnung umfasst vorteilhafterweise eine Lichtquelle und einen lichtsensi-
tiven Detektor, wobei die Gewebeprobe zwischen der Lichtquelle und dem licht-
sensitiven Detektor angeordnet wird. Ein entsprechender Detektor misst dabei
beispielsweise das Licht, das ausgehend von der Lichtquelle die Probe durchsetzt

und auf den Detektor auftrifft, d.h. dessen transmittierten Anteil.

Im Rahmen des erfindungsgemafien Verfahrens kdnnen jedoch auch mehrere
Lichtquellen und/oder lichtsensitive Detektoren eingesetzt werden. Entsprechen-
de Detektoren konnen beispielsweise dazu verwendet werden, Streulicht, das von
der Probe bzw. von in dieser verbliebenen lichtstreuenden Strukturen reflektiert
bzw. gestreut wird, zu erfassen. Ein entsprechender weiterer lichtsensitiver Detek-
tor ist dabei vorteilhafterweise entgegen der Lichtabstrahlrichtung der Lichtquelle
ausgerichtet oder aufderaxial zur optischen Achse dieser Lichtquelle angeordnet.
Er kann dabei entweder nur einen reflektierten, nur einen gestreuten und/oder

beide Anteile des eingestrahlten Lichts erfassen.

Auch mehrere Lichtquellen konnen verwendet werden, beispielsweise Lichtquel-
len, die mit unterschiedlichen Wellenlangen arbeiten, beispielsweise mit Infrarot-,
UV- und/oder, ggf. farbigem, Licht im sichtbaren Wellenlangenbereich. Auf diese
Weise kann eine wellenldngenselektive Messung der Transparenz erfolgen, die
auch insbesondere mit einem nachgeschalteten Untersuchungsverfahren abge-
stimmt werden kann. Beispielsweise kann auch ein Verhaltnis einer Transmission
im infraroten zu einer Transmission im ultravioletten bzw. jeweils zu einer

Transmission im sichtbaren Wellenlangenbereich verwendet werden.
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In dem Verfahren kann vorteilhafterweise auch zumindest eine Lichteigenschaft
des durch die Lichtquelle bereitgestellten Lichts und/oder zumindest eine Detekti-
onseigenschaft des lichtsensitiven Detektors beeinflusst werden. Beispielsweise
konnen in beiden Fallen geeignete Filter zum Einsatz kommen. Ist eine selektive
Erfassung nur des ungehindert transmittierten Anteils des Lichts erwiinscht, kann
beispielsweise ein erster Polarisationsfilter vor der Lichtquelle und ein zweiter,
identisch ausgerichteter Polarisationsfilter vor dem lichtsensitiven Detektor ange-
bracht werden. Durch die Streuung verliert das Licht seine Polarisation, so dass in
diesem Fall nur das transmittierte Licht mittels des lichtsensitiven Detektors de-
tektiert wird. Ein weiterer Detektor kann ohne einen entsprechenden Filter ausge-
bildet werden, so dass dieser einen Summenparameter aus transmittiertem und
gestreutem Licht erfassen kann. Das erfindungsgemafie Verfahren kann in diesem
Fall auch beispielsweise eine Differenzbildung zwischen transmittierten und ge-

streuten Lichtanteilen umfassen.

Wiederum kann die Beeinflussung des durch die Lichtquelle bereitgestellten Lichts
und/oder der Detektionseigenschaft des lichtsensitiven Detektors mit einem nach-
geschalteten Untersuchungsverfahren abgestimmt werden. Soll beispielsweise
eine Fluoreszenz in einem bestimmten Wellenbereich erfasst werden, kann ein
entsprechender Detektor hieran angepasst und das erfindungsgemafie Verfahren
gerade so lange durchgefiihrt werden, bis das detektierte Licht ein akzeptables
Maximum erreicht, um die Hintergrundstrahlung im nachgeschalteten Fluores-
zenzverfahren zu reduzieren, jedoch ohne die Gewebeprobe libermafdig zu belas-

ten. Entsprechendes gilt fiir das durch die Lichtquelle bereitgestellte Licht.

Wie zu dem eingangs erlauterten Verfahren ausgefiihrt, umfassen Verfahren zur
Erhohung der optischen Transparenz von Bereichen von Gewebeproben typi-
scherweise, die Gewebeprobe wahrend des erlduterten Klarungszeitraums in einer
Prozesskammer zwischen zwei zumindest zeitweise strombeaufschlagten Elektro-
den anzuordnen. Die Entfernung der lichtstreuenden Strukturen wird in diesem

Fall zumindest teilweise durch Migrierenlassen von Tensidmicellen durch die Ge-
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webeprobe bewirkt, in denen sich beispielsweise die Lipide der Lipiddoppel-
schichten anreichern. Wie erldutert, ist ein derartiges Verfahren besonders vor-

teilhaft, weil hierdurch ein nachgeschaltetes Fluoreszenzverfahren nicht oder

kaum beeinflusst wird.

Wird eine derartige Klarung mittels Tensidmicellen eingesetzt, kann das erfin-
dungsgemafie Verfahren insbesondere umfassen, zumindest zeitweise einen
Stromfluss zwischen den genannten Elektroden zu tiberwachen. Beispielsweise
kann tiber Verdanderungen im Stromfluss, der Veranderungen im Migrationsverhal-
ten der Tensidmicellen entspricht, der Verlauf eines entsprechenden Klarungsver-
fahrens beurteilt werden. Ferner kann tber einen derartigen Stromfluss eine defi-
nierte Migrationsgeschwindigkeit der Micellen eingestellt werden, indem die an
den Elektroden anliegende Spannung in geeigneter Weise beeinflusst wird. Ein
derartiges Verfahren kann vollautomatisch in Form eines Regelkreises ablaufen, so
dass eine besonders reproduzierbare und fiir den Benutzer einfach durchzufiih-

rende Erh6hung der Transparenz (Klarung) erfolgen kann.

Alternativ oder zuséatzlich kann auch vorgesehen sein, die Entfernung der licht-
streuenden Strukturen zumindest teilweise durch Herauslosen mittels wenigstens
eines organischen Losungsmittels durchzufiihren. Eine derartige Herauslosung
vereinfacht ein entsprechendes Verfahren, weil keine Elektrodenanordnung zum
Einsatz kommen muss. Besondere Vorteile bieten entsprechende Verfahrensschrit-
te in Kombination; so konnen sich beispielsweise Anteile der lichtstreuenden
Strukturen, die sich mittels der Tensidmicellen nicht aus dem Gewebeverband

herauslosen lassen, durch das organische Losungsmittel entfernen lassen.

In den zuvor erlauterten Verfahren kann es besonders vorteilhaft sein, zumindest
eine Temperatur des zumindest einen Prozessfluids in der Prozesskammer zu
liberwachen. Auch eine derartige Uberwachung tragt zur Erhéhung der Reprodu-
zierbarkeit eines entsprechenden Verfahrens bei. Beispielsweise wird, wie ein-

gangs erlautert, insbesondere die Vernetzung der nicht zu entfernenden Struktu-
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ren der Probe haufig durch thermoaktivierte Polymerisation durchgefiihrt. Durch
exakte Uberwachung eines hierbei auftretenden bzw. verwendeten Temperatur-
verlaufs lassen sich eine reproduzierbare Vernetzung und damit eine weitgehende

Erhaltung der erwilinschten Probenstrukturen erzielen.

In allen Fallen kann die vorliegende Erfindung auch die Verwendung einer Vaku-
um- oder Druckinfiltration umfassen, bei der die entsprechenden Prozessfluide in
die Probe durch ein (voriges) Anlegen eines Vakuums oder mithilfe von Druck ein-
gebracht werden. Das erfindungsgeméifle Verfahren kann die Uberwachung eines
entsprechenden Vakuums bzw. Drucks mit entsprechenden hierzu vorgesehenen
Mitteln umfassen. In einem solchen Fall ist die Prozesskammer vakuum- bzw.
druckfest ausgebildet und weist eine zumindest teilweise vakuum- bzw. druck-
dichte Abdichtung auf. Nach Einbringung der Probe in diese Prozesskammer kann
diese beispielsweise mittels eines entsprechend ausgebildeten Deckels verschlos-

sen werden und die weitere Bearbeitung im geschlossenen Zustand erfolgen.

Es kann auch vorteilhaft sein, zumindest zeitweise zumindest eine optische Eigen-
schaft des zumindest einen Prozessfluids mit der optischen Transparenzmessan-
ordnung und/oder einer weiteren optischen Anordnung zu iiberwachen. Hierbei
kann es sich beispielsweise um ein Absorptionsverhalten bei bestimmten Wellen-
lingen handeln. Eine Anderung der Absorption kann hierbei beispielsweise
dadurch zustande kommen, dass eine vorzunehmende Reaktion abgeschlossen ist
und/oder dass die lichtstreuenden Strukturen aus der Gewebeprobe herausgeldst
sind. Beispielsweise um einen fiir die jeweilige Reaktion erforderlichen pH-Wert
moglichst exakt einzuhalten, kann in dem zumindest einen Prozessfluid auch bei-
spielsweise ein pH-Indikator gelost werden, dessen Farbumschlag mittels der opti-
schen Transparenzmessanordnung und/oder einer weiteren optischen Anordnung

uberwacht werden kann.

Auch weitere physikalische und/oder chemische Eigenschaften der Gewebeprobe

und/oder des zumindest einen Prozessfluids konnen im Rahmen des erfindungs-
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gemafden Verfahrens tiiberwacht werden. Hierbei handelt es sich beispielsweise um

pH-Werte, Leitfahigkeiten, lonenstarken, Viskositaten und dergleichen.

Eine im Rahmen des erfindungsgemafien Verfahrens eingesetzte Prozesskammer
kann auch insbesondere Mittel zum Austausch des oder der verwendeten Prozess-
fluide aufweisen. Beispielsweise konnen hierzu geeignete Speicherbehalter vorge-
sehen sein, die mittels Leitungen mit der Prozesskammer gekoppelt sind. Mittels
geeigneter Pumpen und/oder Ventile, die durch eine der Prozesskammer zuge-
ordnete Steuereinheit automatisch angesteuert werden konnen, lassen sich derar-
tige Prozessfluide automatisch, beispielsweise entsprechend einem vorgegebenen
Bearbeitungsprotokoll, mischen, temperieren und/oder in oder durch die Prozess-
kammer fiihren. Insgesamt ermoglicht die Erfindung damit die vollautomatische

Durchfiihrung eines Klarungsverfahrens.

Das erfindungsgemaifde Verfahren ist besonders vorteilhaft, wenn hierbei die Ge-
webeprobe unter Verwendung von lagedefinierenden Mitteln in der Prozesskam-
mer angeordnet wird. Unter lagedefinierenden Mitteln werden hier Strukturen
verstanden, die eine definierte Ausrichtung der Probe in der Prozesskammer vor-
geben bzw. sicherstellen. Beispielsweise kann eine entsprechende Probe mit Be-
zugspunkten oder Bezugsstrukturen versehen sein, die mit entsprechenden Be-
zugspunkten oder Bezugsstrukturen in der Prozesskammer bzw. einer entspre-
chenden Aufnahme ausgerichtet werden kénnen. Auch bei einer verdrehsicheren

Aufnahme fiir eine Gewebeprobe handelt es sich um lagedefinierende Mittel.

Auch die erfindungsgemafie Vorrichtung profitiert von den zuvor erlduterten Vor-
teilen. Eine derartige Vorrichtung weist eine Prozesskammer zur Aufnahme einer
Gewebeprobe in zumindest einem Prozessfluid zur Entfernung lichtstreuender
Strukturen in der Gewebeprobe auf. Erfindungsgemafs zeichnet sich die Vorrich-
tung dadurch aus, dass sie eine Transparenzmessanordnung zum Uberwachen der
optischen Transparenz der Gewebeprobe zumindest wahrend eines Klarungszeit-

raums, in dem die Gewebeprobe in die Prozesskammer eingebracht ist und die
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Entfernung der lichtstreuenden Strukturen in der Gewebeprobe vorgenommen

wird, aufweist. Die Transparenzmessanordnung ist wie erlautert ausgebildet.

Insbesondere ist die erfindungsgemafde Vorrichtung zur Durchfithrung eines Ver-

fahrens nach einem der vorstehenden Anspriche eingerichtet.

Vorteilhafterweise umfasst eine derartige Vorrichtung ferner eine Steuereinheit
zum Ansteuern der Transparenzmessanordnung und eine Auswerteeinheit zum
Auswerten zumindest eines durch die Transparenzmessanordnung bereitgestell-
ten Messsignals. Die Ansteuerung und Auswertung erfolgt vorzugsweise vollauto-
matisch, so dass sich eine besonders einfache und reproduzierbare Durchfiihrung

eines entsprechenden Verfahrens ergibt.

Wie ebenfalls bereits teilweise erldutert, umfasst eine derartige Vorrichtung ferner
strombeaufschlagbare Elektroden innerhalb der Prozesskammer und eine Strom-
quelle zum Beaufschlagen dieser Elektroden. Auch diese kann durch die Steuer-
einheit bzw. die Auswerteeinheit angesteuert bzw. ausgewertet werden. Die Elekt-
roden kdnnen in unterschiedlicher Weise, beispielsweise platten-, gitter- und/oder
halbzylinderférmig, ausgebildet sein, so dass sich bei ihrer Bestromung ein opti-

miertes elektrisches Feld ergibt.

Eine derartige Vorrichtung umfasst vorteilhafterweise ferner Messmittel zum Be-
stimmen zumindest einer physikalischen und/oder chemischen Eigenschaft der
Gewebeprobe und/oder des zumindest einen Prozessfluids und/oder lagedefinie-
rende Mittel zum Anordnen der Gewebeprobe in der Prozesskammer. Auch Druck-
und/oder Vakuummittel zur Druck- bzw. Vakuuminfiltration kénnen, wie bereits

erldutert, vorgesehen sein.

Die Erfindung und Ausfithrungsformen der Erfindung werden nachfolgend unter

Bezugnahme auf die beigefligten Zeichnungen weiter erlautert.
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Figurenbeschreibung

Figur 1 veranschaulicht ein Verfahren zur Erhohung der optischen Transparenz
von Bereichen einer Gewebeprobe gemafd dem Stand der Technik und gemafs einer

Ausfiihrungsform der Erfindung in Form eines schematischen Ablaufplans.

Figur 2 zeigt eine Vorrichtung gemaf? einer Ausfithrungsform der Erfindung in

schematischer Darstellung.

Ausfiihrliche Beschreibung der Zeichnungen

In Figur 1 ist zundchst ein Verfahren zur Erh6hung der optischen Transparenz von
Bereichen einer Gewebeprobe gemafd dem Stand der Technik in Form eines sche-

matischen Ablaufplans, der insgesamt mit 210 bezeichnet ist, veranschaulicht.

Es sei betont, dass entsprechende Verfahren 210, insbesondere unter Beriicksich-
tigung der jeweils verwendeten Reaktionsprinzipien, Prozessmedien usw., auch in
abweichender Form durchgefiithrt werden kénnen. Die Anzahl und Reihenfolge der

in der Figur 1 dargestellten Verfahrensschritte ist daher nicht einschrankend.

Ein entsprechendes Verfahren 210 wird jedoch stets vor der Durchfiihrung eines
nachgeschalteten bildgebenden Verfahrens durchgefiihrt. Zwischen den Verfahren
210 und nachgeschalteten Verfahrensschritten der Bildgebung konnen beliebige
weitere Verfahrensschritte vorgesehen sein, beispielsweise zur Stabilisierung ei-
ner entsprechenden Gewebeprobe fiir die Lagerung und dergleichen. Weitere Ver-
fahrensschritte, die vor dem Verfahren 210 oder nach diesem durchgefiihrt wer-
den, umfassen beispielsweise die Farbung, immunhistochemische Markierung o-

der Einbettung entsprechender Gewebeproben.

Das dargestellte Verfahren 210 wird an Gewebeproben vorgenommen, wie sie

grundsatzlich zuvor erldautert wurden, beispielsweise an Gewebeproben von Ner-
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ven- oder Hirngewebe. Entsprechende Verfahren kdnnen auch an Gewebeproben

vorgenommen werden, die in eingelagerter Form vorliegen, beispielsweise an

formalinfixierten Dauerpraparaten, forensischen Gewebeproben usw.

Das Verfahren beginnt mit einem Schritt 201, in dem eine entsprechende Gewebe-
probe bereitgestellt wird. Beispielsweise wird eine derartige Gewebeprobe in

Schritt 201 in eine Prozesskammer eingelegt und dort befestigt.

In einem nachfolgenden Schritt 202 erfolgt die Zugabe zumindest eines Prozessflu-
ids, beispielsweise zur Stabilisierung von Strukturen der Gewebeprobe, wie zuvor
erlautert. Es konnen auch mehrere entsprechender Schritte 202, nacheinander
oder jeweils optional, durchgefiihrt werden, beispielsweise um eine entsprechende
Gewebeprobe fiir die nachfolgenden Verfahrensschritte vorzubereiten. Bestimmte
Gewebeproben, beispielsweise formalinfixierte Dauerpréaparate, erfordern ggf.
eine ldngere und/oder mehrschrittigere Probenvorbereitung als andere, bei-

spielsweise Frischproben.

In einem Schritt 203 erfolgt beispielsweise eine Fixierung bzw. Stabilisierung der
Gewebeprobe durch Quervernetzung. Beispielsweise erfolgt hierbei eine Erwar-
mung, um eine Reaktion des oder der in Schritt 202 zugegebenen Prozessfluide zu
bewirken. Eine entsprechende Fixierung bzw. Stabilisierung kann auch das Ein-
wirkenlassen weiterer Prozessfluide und/oder das Einstellen bestimmter Reakti-

onsbedingungen (Temperaturen, pH-Werte, lonenstiarken usw.) handeln.

In einem nachfolgenden Schritt 204 wird anhand bekannter Kriterien tiberpriift,
ob Schritt 203 erfolgreich war und/oder ausreichend lange durchgefiihrt wurde.
Ist dies nicht der Fall (Nein, N), erfolgt beispielsweise in Schritt 205 der Austausch
des oder der Prozessfluide, eine Anderung der Reaktionsbedingungen usw. Das
Verfahren wird entsprechend Schritt 203 weiter durchgefiihrt, und zwar so lange,

bis in Schritt 204 ein Erfolg festgestellt wurde (Ja, Y).
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In diesem Fall wird das Verfahren mit Schritt 206 fortgesetzt, in dem beispielswei-
se die Gewebeprobe gespllt und/oder lichtstreuende Strukturen aus dieser ent-
fernt werden. Insbesondere der Schritt 206 wird in herkémmlichen Verfahren 210
rein manuell durchgefiihrt und kontrolliert, d.h. es wird beispielsweise visuell be-

urteilt, ob die Transparenz der Probe ausreichend erhoht wurde.

Es folgt ein Schritt 207, in dem die Gewebeprobe beispielsweise in ein geeignetes
Lagerfluid eingebracht wird, um diese zur anschlieféenden Untersuchung struktu-

rell moglichst unverandert lagern zu kénnen.

Das Verfahren 210 kommt mit Schritt 208 zum Abschluss, in welchem eine ent-

sprechend vorbereitete Gewebeprobe vorliegt.

In Figur 1 ist auch ein Verfahren gemafs einer Ausfithrungsform der Erfindung in

Form eines schematischen Ablaufplans dargestellt und mit 200 bezeichnet.

Das Verfahren 200 unterscheidet sich von dem zuvor erlduterten Verfahren 210 im
Wesentlichen durch einen weiteren Verfahrensschritt 209, der im Rahmen der
Erfindung umfasst, mittels einer optischen Transparenzmessanordnung, die einer
Prozesskammer zugeordnet ist, in welcher die Gewebeprobe vorliegt, die Entfer-
nung lichtstreuender Strukturen in der Gewebeprobe zu liberwachen. Wahrend
der Durchfithrung des Verfahrensschritts 210, beispielsweise wahrend eines Spii-
lens einer entsprechenden Gewebeprobe und/oder der Durchfiihrung eines zuvor
erlauterten Verfahrens unter Verwendung von Tensidmicellen, erhoht sich die
Transparenz der Gewebeprobe. Ergibt eine Uberwachung bzw. eine Uberpriifung
in Schritt 209, dass noch keine ausreichende Transparenz vorliegt (N), wird das
Verfahren mit Schritt 206 weiter durchgefiihrt. Wird eine ausreichende Transpa-

renz hergestellt (Y) wird das Verfahren wie erldutert mit Schritt 207 fortgesetzt.

In Figur 2 ist eine Vorrichtung gemaf? einer Ausfithrungsform der Erfindung sche-

matisch dargestellt und insgesamt mit 100 bezeichnet.
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Die Vorrichtung 100 umfasst im dargestellten Beispiel eine Prozesskammer 10, in
die ein Prozessfluid 2 eingebracht ist. Eine Gewebeprobe 1 ist in dem Prozessfluid
2 in der Prozesskammer 10 angeordnet. Das Prozessfluid 2 kann tiber geeignete
Fluideinldsse 121 und Fluidauslasse 122 durch die Prozesskammer gefiihrt wer-

den, wie durch die entsprechenden Pfeile in Figur 2 veranschaulicht.

Im dargestellten Beispiel ist die eigentliche Prozesskammer 10 von einem Mantel-
bereich 11 umgeben, welcher mit einem geeigneten Temperierfluid, beispielsweise
einem Kuhlmittel und/oder einem fliissigen oder gasférmigen Heizmedium, be-
schickt werden kann. Dies erméglicht die Temperierung des Prozessfluids 2 in der
Prozesskammer 10. Zum Einspeisen bzw. Entnehmen eines derartigen Temperier-
fluids sind Einldsse 111 und Ausldsse 112 vorgesehen. Alternativ zur Verwendung
eines Temperierfluids kann auch eine Temperierung mit physikalischen Mitteln

erfolgen, z.B. mittels einer Widerstandsheizung und/oder mit Peltierelementen.

Der Prozesskammer ist eine Transparenzmessanordnung 13 zugeordnet, die hier
stark vereinfacht dargestellt ist. Die Transparenzmessanordnung 13 umfasst zu-
mindest eine Lichtquelle 131 und einen lichtsensitiven Detektor 132. Abweichend
zu der Darstellung in Figur 2 konnen die Lichtquelle 131 und der lichtsensitive
Detektor 132 insbesondere auch vor bzw. hinter einer entsprechenden Prozess-
kammer 10 angeordnet sein, so dass eine entsprechende Gewebeprobe von dem
Licht der Lichtquelle 131 horizontal durchstrahlt werden kann. Wie erlautert,
konnen mehrere Lichtquellen 131 und/oder lichtsensitive Detektoren 132, Filter,

Optiken und dergleichen vorgesehen sein.

Die Vorrichtung 100 umfasst ferner zwei Elektroden 14. Zur Bestromung der
Elektroden 14 ist eine Stromquelle 141, ggf. mit entsprechenden Spannungs-
und/oder Stromstellmitteln 142, vorgesehen. Wie mehrfach erlautert, kann hier-

durch ein durchgefiihrtes Elektrophoreseverfahren besser kontrolliert werden.
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Der lichtsensitive Detektor 132 und die zuletzt erlauterten Elemente kdnnen in
einer Steuereinheit 20, hier gestrichelt veranschaulicht, angeordnet sein, die bei-
spielsweise mit einem Rechner 30 gekoppelt sein kann. Es versteht sich, dass Teile
der Steuereinheit 20 auch in dem Rechner integriert sein konnen oder umgekehrt.
Mittels der Steuereinheit 20 und/oder des Rechners 30 konnen jeweils Parameter

des durchzufiihrenden Verfahrens 200 eingestellt werden.

Die Vorrichtung 100 weist ferner innerhalb der Prozesskammer 10 lagedefinie-
rende Mittel 15 auf, die zum Anordnen der Gewebeprobe in der Prozesskammer

10 eingerichtet sind, insbesondere zu deren Ausrichtung wie zuvor erlautert.

Innerhalb der Prozesskammer 10 und/oder extern zu dieser kobnnen auch weitere
Erfassungsmittel 12 vorgesehen sein, beispielsweise um eine Temperatur, einen
pH-Wert, eine Leitfahigkeit, eine lonenstarke, eine Sauerstoffsattigung, eine Fluss-
rate, eine Tribung, eine Viskositat und dergleichen des Prozessfluids 2 und/oder
der Gewebeprobe 1 zu erfassen und in entsprechender Weise auf ein durchgefiihr-

tes Verfahren einwirken zu kénnen.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Erh6hung der optischen Transparenz von Bereichen einer
Gewebeprobe (1), bei dem die Gewebeprobe (1) in eine Prozesskammer (10) ein-
gebracht und in der Prozesskammer (10) mit zumindest einem Prozessfluid (2)
infiltriert wird, und bei dem eine Entfernung lichtstreuender Strukturen in der
Gewebeprobe (1) durchgefiihrt wird, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfah-
ren umfasst, die optische Transparenz der Gewebeprobe (1) zumindest wahrend
eines Klarungszeitraums, in dem die Gewebeprobe (1) in die Prozesskammer (10)
eingebracht ist und die Entfernung der lichtstreuenden Strukturen in der Gewebe-
probe (1) durchgefiihrt wird, mittels einer der Prozesskammer (10) zugeordneten

optischen Transparenzmessanordnung (13) zu iberwachen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei der eine optische Transparenzmessanord-
nung (13) mit einer Lichtquelle (131) und einem lichtsensitiven Detektor (132)
verwendet wird, wobei die Gewebeprobe zwischen der Lichtquelle (131) und dem

lichtsensitiven Detektor (132) angeordnet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem zumindest eine Lichteigenschaft durch
die Lichtquelle (131) bereitgestellten Lichts und/oder zumindest eine Detektions-

eigenschaft des lichtsensitiven Detektors (132) beeinflusst wird.

4, Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem die Gewebe-
probe (1) in der Prozesskammer (10) wahrend des Klarungszeitraums zwischen
Elektroden (14) angeordnet wird und die Entfernung der lichtstreuenden Struktu-
ren zumindest das Migrierenlassen von Tensidmicellen durch die Gewebeprobe

mittels der Elektroden (14) umfasst.
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5. Verfahren nach Anspruch 4, das ferner umfasst, zumindest zeitweise einen

Stromfluss zwischen den Elektroden (14) zu iberwachen.

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem die Entfer-
nung der lichtstreuenden Strukturen zumindest teilweise durch Herauslosen mit-

tels wenigstens eines organischen Losungsmittels erfolgt.

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, das ferner umfasst,
zumindest zeitweise zumindest eine Temperatur des zumindest einen Prozessflu-

ids (2) in der Prozesskammer zu tiberwachen.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, das ferner umfasst,
zumindest zeitweise zumindest eine optische Eigenschaft des zumindest einen
Prozessfluids (2) mittels der optischen Transparenzmessanordnung (13)

und/oder einer weiteren optischen Anordnung zu iiberwachen.

o, Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem zumindest
zeitweise eine weitere physikalische und/oder chemische Eigenschaft der Gewe-

beprobe (1) und/oder des zumindest einen Prozessfluids tiberwacht wird.

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem die Gewebe-
probe (1) unter Verwendung von lagedefinierenden Mitteln (15) in der Prozess-

kammer (10) angeordnet wird.

11.  Vorrichtung zur Erh6hung der optischen Transparenz von Bereichen einer
Gewebeprobe (1), mit einer Prozesskammer (10) zur Aufnahme einer Gewebepro-
be (1) in zumindest einem Prozessfluid (2) zur Entfernung lichtstreuender Struk-
turen in der Gewebeprobe (10), dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung
(100) eine Transparenzmessanordnung (13) zum Uberwachen der optischen

Transparenz der Gewebeprobe (1) zumindest wahrend eines Klarungszeitraums,
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in dem die Gewebeprobe (1) in die Prozesskammer (10) eingebracht ist und die
Entfernung der lichtstreuenden Strukturen in der Gewebeprobe (1) vorgenommen

wird, aufweist.

12.  Vorrichtung, die zur Durchfithrung eines Verfahrens nach einem der An-

spriiche 1 bis 10 eingerichtet ist.

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, die ferner zumindest eine Steuer-
einheit (20) zum Ansteuern der Transparenzmessanordnung (13) und/oder eine
Auswerteeinheit zum Auswerten zumindest eines durch die Transparenzmessan-

ordnung (13) bereitgestellten Messsignals aufweist.

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 13, die ferner strombeauf-
schlagbare Elektroden (14) innerhalb der Prozesskammer (10) und eine Strom-

quelle (141) zum Beaufschlagen der Elektroden (14) aufweist.

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 14, die ferner Messmittel
zum Bestimmen zumindest einer physikalischen und/oder chemischen Eigen-
schaft der Gewebeprobe (1) und/oder des zumindest einen Prozessfluids
und/oder lagedefinierende Mittel (15) zum Anordnen der Gewebeprobe (1) in der

Prozesskammer (10) aufweist.
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Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, FSTA, INSPEC, MEDLINE

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

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

X WO 00/24454 A1 (NEMATI BABAK [US]) 1-3,6,
4. Mai 2000 (2000-05-04) 11-15

Y Seite 1, Absatz 3 4,5,7-10
Seite 2, Absatz 2

Seite 4, Absatz 1-3

Seite 8, letzter Absatz
Seite 9, Absatz 2-3
Anspriiche 1-5

X US 2012/296238 Al (CHERNOV BORIS [RU] ET 1-3,6,
AL) 22. November 2012 (2012-11-22) 11-15

Y Absatz [0012] 4,5,7-10
Absatz [0015]

Absatz [0018]

Absédtze [0028] - [0030]
Absédtze [0055] - [0058]

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen "T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum

"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
v e . . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
E" frihere Anmeldung oder Patent, die bzw. das jedoch erst am oder nach Theorie angegeben ist

dem internationalen Anmeldedatum versffentlicht worden ist "X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden
anderen ir’r_1 Reche_rchenbericht genannten Veréffentlichung belegt we_rden "y Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
ausgefuhri) o . o werden, wenn die Versffentlichung mit einer oder mehreren

"O" Versffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, ) Veréffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden ist "&" Versffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

18. November 2014 25/11/2014

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde Bevoliméchtigter Bediensteter

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

Fax: (+51.70) 540-5018 Michalitsch, Richard
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Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2014/068045

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

Y

X,P

GB 2 377 757 A (CHIANG ANN-SHYN [TW])
22. Januar 2003 (2003-01-22)

Seite 2, Zeilen 20-22

Seite 4, letzter Absatz - Seite 5, Absatz
1

Anspriiche 1-8

US 2013/274837 Al (NEMATI BABAK [US])
17. Oktober 2013 (2013-10-17)

Absatz [0008]

Absatz [0037]

Absédtze [0052], [0053]

4,5,7-10

1-3,
11-15

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2014/068045

Im Recherchenbericht
angefihrtes Patentdokument

Datum der
Veroffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der

Veroffentlichung

WO 0024454 Al

04-05-2000

AT
AU
AU
EP
us
us
us
us
us
WO

548069
753574
6422899
1045717
6219575
2001008959
2001009984
2006178614
2012184947
0024454

T
B2
A

Al
Bl
Al
Al

15-03-2012
24-10-2002
15-05-2000
25-10-2000
17-04-2001
19-07-2001
26-07-2001
10-08-2006
19-07-2012
04-05-2000

EP
us
WO

2709549
2012296238
2012158777

26-03-2014
22-11-2012
22-11-2012

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)
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