GESCHAFTSBEREICH PATHOHISTOCHEMIE — EUROPath

Winfried Stocker

Auf dem Gebiet der Histologie besitzt EUROIMMUN eine einzigartige Kompetenz. So
befasst sich der Geschaftsbereich Immunfluoreszenz des Unternehmens mit der
serologischen Diagnostik von Autoantikérpern und verwendet dazu Gewebeschnitte,
auf deren vollautomatische Handhabung er spezialisiert ist. Die entsprechenden Rea-
genzien sind weltweit im Einsatz, ihr Anteil am Gesamterlds der Firma (240 Millionen
EURO im Jahr 2016) liegt bei etwa einem Drrittel.

Im Vergleich dazu wird in der Pathohistochemie, einem neuen Schwerpunkt der Firma
EUROIMMUN, nicht das Serum mittels Gewebeschnitten untersucht, sondern es geht
um das Gewebe selbst: Die Beschaffenheit histologischer Proben und ihre Reaktivitat
mit definierten Antikbrpern oder anderen Reagenzien werden analysiert und mikrosko-
pisch ausgewertet.

Durch die Beherrschung der EUROTide-Inkubationstechnik und der BIOCHIP-
Technologie sind wir pradestiniert, auch die Pathohistochemie zu modernisieren — oder
deutlicher gesagt: zu revolutionieren. Beide sind Alleinstellungsmerkmale der
EUROIMMUN. Sie werden durch ein Arsenal an Neuentwicklungen erganzt. Wir wollen
auf diesem Gebiet weltweit zum MarktfUhrer aufsteigen, wie es uns in der Autoimmun-
diagnostik langst gelungen ist.

EUROPath stitzt sich auf mehrere bewahrte Erfindungen, an denen Mitarbeiter der
Firma EUROIMMUN malfgeblich beteiligt waren: TITERPLANE-Technik, MERGITE!,
EUROTide, - BIOCHIP-Technologie, chemische Aktivierung der Objekttrager-Ober-
flache und Computer-unterstutzte Immunfluoreszenz-Mikroskopie (CAIFM), dartber
hinauskommen bei EUROPath mehrere neue Strategien zum Einsatz, darunter: Vollau-
tomatische Farbeplattform EP-Dx, rekombinante Darstellung von Substraten zur Funkti-
onskontrolle der Reagenzien, EUROPath-Mikroskopie und EUROPathOffice als Spezia-
lisierung des im serologischen Labor etablierten EUROLabOffice, Kryptocodierung fur
BIOCHIP-Glasfolien, Laser-Perforation von Objekttragern (Sollbruchstelle), Eindecken
unter Verwendung Kunstharz-vor-beschichteter Deckglaser oder mittels bei
EUROIMMUN etablierter Verfahren der BIOCHIP-Bestlckung.
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STAND DER HISTOCHEMISCHEN TECHNIK BEI EUROIMMUN

Die erste zum Patent angemeldete Erfindung des Griinders der Firma EUROIMMUN
war die TITERPLANE-Technik, bei der zwischen zwei flachen Analyseplatten histo-
chemische oder andere Reaktionen ablaufen und die flissigen Proben oder Reagenzi-
en von sichgegenuberliegenden hydrophilen Reaktionsfeldern festgehalten werden:
Proben oder Reagenzien werden auf Reagenztrager pipettiert. Dann werden Objekttra-
ger mit Gewebeschnitten oder Kulturzellen von oben in Aussparungen der Reagenztra-
ger gelegt, sodass die Substrate, die den Feldern des Reagenztragers kongruent ge-
genuber liegen, mit den Tropfen in Kontakt kommen. Die Proben verlaufen nicht, eine
.feuchte Kammer* ist Uberfllissig. Dass die Reaktionen simultan starten, tragt zur Stan-
dardisierung der Analytik bei (1).
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TITERPLANE-Technik

Seite 3



MERGITE! (Taucht ein!, 22) vollendet das bei TITERPLANE eingeschlagene Konzept.
Die kopfuber inkubierten Objekttrager werden beim Waschen nicht umgedreht, sondern,
mit den Reaktionsfeldern nach unten, in ein Waschmodul. Dieses weist Stalagmiten-
artige Saulen auf, deren plane Oberflachen den Reaktionsfeldern im Abstand von
einem Drittel Millimeter gegenuberliegen. Aus der Saulenmitte quillt mit niedriger Fliel3-
rate Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung, stromt laminar an den Substraten vorbei
nach auf3en und rinnt an jeder Saule abwarts, ohne dass sich die FlUssigkeit benach-
barter Proben im Reaktionsbereich miteinander vermischt. Es reichen 15 Sekunden fur
einen Wasch-Schritt! Und die Oberflache der Objekttrager bleibt aul3erhalb der Reakti-
onsfelder trocken. Becherglaser, Kivetten und kilometerweise Papierhandtiicher haben
ausgedient! MERGITE! Iasst sich auch in einen vollautomatischen Arbeitsablauf integ-
rieren — damit hat die die Immunhistochemie ihre letzte Hirde genommen, jetzt kann sie
den vielen anderen immunbiochemischen Analyseverfahren Paroli bieten.

\'

Mergite Waschmodul

EUROTide ist eine Weiterentwicklung der TITERPLANE-Technik: Festphasensubstrate
werden auf langlichen Adhasionsflachen eines Objekttragers angeordnet und von oben
in Kontakt mit den Flussigkeiten gebracht, die sich in - den Adhasionsflachen genau
gegenuber liegenden — flachen Rinnen eines Reagenztragers befinden. Wahrend der
Inkubation wird die Anordnung standig einer langsamen rhythmischen Kipp-Bewegung
ausgesetzt und dadurch eine kraftige Konvektion in der Flussigkeit erzwungen, was zu
einer aulRerst effektiven Durchmischung der Reaktanden fuhrt (13).
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Konzept und Prototyp EUROTide-Automat
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EUROTide

Reagenztrager unten, Objekttrager oben Immunblot-Reaktion fiir 20 Patienten

Diffusionsgradienten werden permanent abgebaut und die Reaktionen laufen schneller
ab und werden starker. Ein Farbkristall braucht ohne Bewegung der Flussigkeit mehrere
Stunden, um sich aufzulésen, mit EUROTide nur wenige Sekunden. In der Autoimmun-
diagnostik erzielt man mit EUROTide zehnmal hohere Titer als mit konventioneller
Inkubation (28). Die Reaktionenerscheinen uber die gesamte Flache jedes Substrats
einheitlich und gleichmafig. Werden mehrere Proben separat nebeneinander unter-
sucht, verhindert die Anordnung, dass sich die Flussigkeiten benachbarter Proben
wahrend der Inkubation untereinander vermischen.

Dass bei TITERPLANE, EUROTide und MERGITE! die Gewebeschnitte von oben in die
flissigen Proben oder Reagenzien eintauchen, kommt der Analyse-Qualitat zugute:

- Reagenzien oder Patientenseren sind haufig mit Kristallen, Bakterien und Schmutz-
Partikeln verunreinigt. Diese fallen wahrend der Inkubation bei herkdbmmlicher Tech-
nik nach unten, in die Gewebeschnitte, lassen sich nicht ganzlich herauswaschen
und stéren das mikroskopische Bild. Von der Autoimmundiagnostik kennen wir die-
ses Problem genau: Will man anstandige Fotos ohne lastigen Hintergrund prasentie-
ren, mussen die Gewebeschnitte bei der Inkubation von oben in die Tropfen tau-
chen. Am Ende hat man klare Bilder und eindeutige Ergebnisse.

- Die Gewebeschnitte bleiben wahrend der Inkubationen und der Wasch-Prozeduren
ohne Unterbrechung von Flussigkeit umgebenDadurch werden Stoér-Effekte vermie-
den, wie sie bei herkdmmlicher Inkubation durch Trocknungsprozesse gelegentlich
vorkommen: Die Salzkonzentration in der Restfllssigkeit steigt an, teilweise extrem,
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und die Zellen oder das Gewebe werden osmotisch ausgelaugt, sodass ihr Inhalt
teilweise an die Umgebung abgegeben wird. Oder es bilden sich Salzkristalle, die
die Morphologie beeintrachtigen.

Schliellich kann es passieren, dass das Gewebe bei herkdmmlicher Inkubation
durch Oberflachenspannung gequetscht wird oder sich storende Partikel auflagern,
wenn sich die Oberflache der Fliissigkeit ins Gewebe absenkt (etwas Ahnliches
kann man beim Teetrinken beobachten: Oft wird das Getrank von einem hauchdin-
nen Film Uberzogen, der an der Innenwand der Tasse hangenbleibt, wenn man sie
kippt). Die Ablagerung lasst sich nicht ohne weiteres abwaschen, man kann sie nur
mechanisch entfernen, was sich in der Immunhistochemie verbietet).

Konventionelle Inkubation:
Oft unspezifischer Hintergrund
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Die Erfindung der BIOCHIPs bildete die Geschaftsgrundlage fur das im Jahre 1987
gegrundete Unternehmen EUROIMMUN (Stocker, 3, 7 und 10). BIOCHIPs werden in
der Autoimmundiagnostik eingesetzt. Die BIOCHIP-Technologie erméglicht eine effizi-
ente Produktion von Substraten fur die indirekte Immunfluoreszenz. Sie eignet sich aber
auch fur die Diagnostik im pathohistochemischen Labor: Gewebeschnitte werden auf
dinne Glasfolien aufgebracht und dann, zusammen mit dem Glas, herausgetrennt - im
Ganzen oder in Fragmenten (BIOCHIPs). Die Fragmente werden auf BIOCHIP-Carrier
geklebt.

1983: Invention of BIOCHIPs

Die heute in jedem pathohistochemischen Labor ubliche chemische Aktivierung der
Glasoberflache geht auf eine weitere unserer Erfindungen zurlck (4): Die Gewebe-
schnitte werden Uber kovalente Briicken chemisch im Glas verankert, dass sie hundert-
fach fester anhaften - sie schwimmen bei den Inkubationen nicht mehr ab und die
Strukturen bleiben besser erhalten. Fur die Massenproduktion unterziehen wir heute
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Objekttrager einer Plasmabehandlung und koppeln verschiedene Agentien kovalent an
die Glas-Oberflache.

(Pankreas-)Gewebe haftet nicht 1983: Chem. aktivierte Glasoberflache
gut auf Glas-Objekttragern (Aminosilan, Glutardialdehyd)
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Haftfestigkeit Gefrierschnitte auf Aldehyd-beschichtetem Glas im ,,Scherdruckversuch*
Zu den EUROIMMUN-Innovationen zahlen die LED-bestlickten kalibrierten Licht-
quellen fir die Fluoreszenzmikroskopie (9), mit denen das Unternehmen bereits tau-
sende von Zeiss-Mikroskopen ausgerustet und auf dem Weltmarkt verteilt hat. Sie
haben grol3enteils die Quecksilberdampflampen abgeldst, weil sie billiger sind und
40.000 anstelle 100 Stunden durchhalten. Sie emittieren keine UV-Strahlung, entwi-
ckeln kaum, sind regelbar und kosten nur wenige Cent, nicht hundert EURO.

Bisher hat man fir das automatische Mikroskop beim Fokussieren auf die Bildebene
Bild fur Bild von Fluoreszenz-Anregung auf Weillicht umgeschaltet, um ein Ausbleichen
des Fluorochroms zu verhindern (11, 14), heute dauert das Scharfstellen nur den
Bruchteil einer Sekunde und man kommt mit extrem wenig Licht aus, sodass man auf
diese Finesse verzichten kann.

Die Computer-unterstiitzte Inmunfluoreszenz-Mikroskopie (CAIFM) ist ein anderer
wichtiger Beitrag der Firma EUROIMMUN zur Diagnostik der Autoimmun- und Infekti-
onskrankheiten: Die inkubierten Objekttrager werden aus einem Magazin mit 50 oder
100 Zehn-Feld-Objekttragern nacheinander unter das Objektiv eines Mikroskops trans-
portiert, die Bilder digital erfasst und durch eine Muster-Erkennungs-Software automa-
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tisch ausgewertet. Wahlweise kann der Untersucher das Mikroskop von seinem
Schreibtisch aus interaktiv steuern und die Reaktionen am Bildschirm bewerten, er

muss sich nicht zum Mikroskop begeben und es bedarf keiner Dunkelkammer mehr
(12).

Zur genauen ldentifikation jedes einzelnen der zu untersuchenden Objekttrager und zur
Beschreibung vieler fur die Analytik wichtiger Eigenschaften, wie Sorte, Charge, Halt-
barkeit und weitere Eigenschaften, werden sie mit einem spezifischen Code versehen
(15). Wo die Objekttrager noch visuell ausgewertet werden, kann man die Ergebnisse
durch ein System der Spracherkennung oder Uber Tastaturkurzel protokollieren (16).

In der Mikroskopier-Technik hat EUROIMMUN in jungster Zeit enorme Fortschritte
erzielt, die auch in der Pathologie genutzt werden konnen (17, 18, 25). Zusammen mit
Prof. Martinetz von der Universitat Libeck und seinen Kollegenwurde das weltweit fur
die Autoimmundiagnostik beste automatische Mikroskop entwickelt, das einen rasanten
Absatz findet.

.

EUROPattern-Mikroskop
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Visualisierung von Gewebeschnitten (Einscannen)
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BIOCHIP-Bestiickung
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BESCHREIBUNG DER EUROPATH-TECHNOLOGIE

EUROPath-Reagenztrager und EUROTide

Im Vordergrund der EUROPath-Technologie stehen die EUROTide-Funktion und die BIOCHIP-
basierte Handhabung der Gewebeschnitte fir die Histochemie.

Der EUROPath-Reagenztrager weist einen flachen Boden auf. Durch das Auflegen
eines Objekttragers (mit den Gewebeschnitten nach unten) entsteht eine Inkubations-
kammer, die nach auf’en hin weitgehend abgeschlossen ist und keine nennenswerte
Verdunstung zulasst. Standiges Kippen erzeugt permanent eine starke Konvektion
(EUROTide: abwechselnd Ebbe und Flut). Dadurch werden die Reaktionen beschleu-
nigt, die Signale verstarkt und die Inkubationszeit verkurzt. Der Reagenzien-Verbrauch
sinkt auf ein Drittel (26)!

EUROTide-Inkubation, Schema

Die erzwungene Konvektion bei EUROTide beschert den Pathologen hervorragende
Farbeergebnisse. Die Anordnung erfordert fiir die Inkubation keine umstandliche Uber-
schichtung der Objekttrager mit Ol (beim System der Firma Roche / Ventana will man
dadurch erreichen, dass die Flussigkeit nicht wegtrocknet, wahrend man mit einem
Luftstrahl Wellen auslost, um etwas Bewegung in den Ansatz zu bekommen).
Reagenztrager und Objekttrager bleiben von Beginn der Inkubation an bis zum letzten
Waschschritt vereinigt, der Inkubationsraum aber Uber Kanale zuganglich. Zum Wa-
schen wird zeitsparend Flussigkeit im schnellen Wechsel zugegeben und abgesaugt.
EUROPath-Reagenztrager sind temperaturstabil bis 110°C, resistent gegen Farbstoffe
und Losungsmittel und leicht zu reinigen.

In den EUROTide-Analyseablauf kdnnen sowohl BIOCHIP-Carrier als auch normale
Standard-Objekttrager mit konventionell angefertigten, beliebig grolRen Gewebeschnit-
ten integriert werden.
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Zwei Varianten von EUROPath-Reagenztragern

EP Reagenztrager,
inkubierende BIOCHIPs

1 groBer BIOCHIP,
2 BIOCHIP-Carriers, ggf. mit
Kontrollgewebe

EP Objekttrager: Gerahmtes Deckglas,
darunter die BIOCHIPs,
dazwischen transparentes Kunstharz
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EUROTide, mab 1:100 manuell, mab 1:100
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Anbruch einer neuen Epoche fiir die Immunhistochemie: EUROTide!
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BIOCHIPs

Die BIOCHIP-Technologie bietet die Option der Fokussierung auf die diagnostisch
relevanten Anteile der histologischen Proben: Gewebeschnitte werden auf Glasfolien
aufgezogen und in diesem Verbund zu BIOCHIPs fragmentiert. Nur diejenigen Struktu-
ren, die fur die Untersuchung wichtig sind, werden aus den Gewebeschnitten herausge-
trennt, und dann nach dem EUROTide-Prinzip inkubiert.

Es wird nur so viel Gewebe untersucht, wie erforderlich, man spart Platz und Reagenzi-
en, und muss am Mikroskop nichts Uberfliissiges begutachten, Ballast, mit dem man
nur Zeit verschwendet. Es kdnnen volle gro3e Gewebeschnitte analysiert werden, aber
auch beliebig kleine. Heute verfigt EUROIMMUN uUber verschiedene Gerate zur opti-
schen Erfassung der Gewebestrukturen (Scanner) sowie vollautomatische BIOCHIP-
Fragmentier- und Bestiickungsmaschinen aus eigener Entwicklung und eigenem
Maschinenbau (29.

Steht von einer Biopsie nur wenig Gewebe zur Verfigung, kann sie zunachst ganzlich
zu Gewebeschnitten aufgearbeitet werden, und man bringt sie auf Glasfolie auf. Da-
nach wird das Gewebe zusammen mit der Glasfolie zu BIOCHIPs fragmentiert und auf
Objekttrager geklebt, und zwar in der Weise, dass man mdglichst viele Einzelsubstrate
mit den relevanten Strukturen erhalt. Ubrige beschichtete Glasfolien werden im Ganzen
oder als BIOCHIPs in Tuten versiegelt oder in Blistern verpackt und kryokonserviert,
portionsweise oder einzeln.

Um Gewebe-Arrays herzustellen, wird jede Gewebeprobe fur sich allein geschnitten
und zu BIOCHIPs verarbeitet, aus denen man BIOCHIP-Mosaike zusammensetzt. Aus
kleinsten Biopsien erhalt man ein Maximum an nutzbarem Substrat — ein groRer Vorteil,
wenn das Gewebe knapp ist. Enthalt das Gewebe vereinzelte Nester mit den interessie-
renden Strukturen, kann man diese heraus-sezieren und sich am Mikroskop auf das
Wesentliche konzentrieren.

Nur perfekte BIOCHIPs werden eingesetzt, und jedes Mosaik ist qualitativ vollkommen
— ein grolder Vorteil gegenuber herkdmmlichen ,Mortadella-Praparaten®, bei denen in
Paraffinblocken zusammengefasste Gewebestiuckchen mit dem Mikrotom geschnitten
werden (Poschmann et al. 5, Stocker et al. 6, Thorns et al. 8).

Anders als bei Paraffinschnitten gibt es fur umfangreiche Gefrierschnitt-Arrays zu
BIOCHIP-Mosaiken keine praktikable Alternative. Es ist zwar moglich, mehrere Organ-
stuckchen gemeinsam einzufrieren und als Paket im Kryotom zu Gefrierschnitten zu
verarbeiten (,Bunte Schnitte“), mit diesem bekannten Verfahren lassen sich aber nur
wenige Organe miteinander kombinieren.Auch verhalten sich die Gewebe beim Schnei-
den unterschiedlich — die Schneidetemperatur und die Schnittstarke missen individuell
eingestellt , und die Schnitt-Ebene fur jedes Organ individuell ausgerichtet werden, was
in einem Verbund schwierig ist. Wird jedes Organ einzeln geschnitten und zu BIOCHIPs
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verarbeitet, kann man au3erdem die Ausbeute an brauchbaren Substraten maf3geblich
erhéhen. Man ist flexibel, wenn je nach Fragestellung oder Zeitpunkt Arrays mit unter-
schiedlicher Zusammensetzung gebraucht werden.

Mit der BIOCHIP-Technologie lassen sich auch sehr elegant gezielte Mikrosektionen
aus Gewebeschnitten ausfuhren. BIOCHIPs mit einer Kantenlange von 0,1 Millime-
ter wurden zum Beispiel fur Polymerase-Chain-Reaktionen eingesetzt, um geneti-
sche Merkmale in bestimmten Zellgruppen zu bestimmen.

Nach Abschluss der Inkubationen werden samtliche unterschiedlich gefarbten und
behandelten BIOCHIPs, die von einem Patienten stammen, gemeinsamen auf einem
Objekttrager zusammengefuhrt und eingedeckt. Dadurch wird dem Pathologen die
mikroskopische Auswertung signifikant erleichtert. Oder fur Vergleichsanalysen werden
BIOCHIP-Mosaiken mit Gewebeschnitten hundert verschiedener Tumoren nebeneinan-
der zusammengestellt.

Zur eindeutigen ldentifizierung jedes einzelnen BIOCHIPs kann man dem Tragerglas
mit einem CO2-LASER 40 um unterhalb der Oberflache eine ausreichende Anzahl
Codes eingravieren, sodass jeder BIOCHIP mindestens eine Lésemittel-resistente Ken-
nung erhalt, die das Mikroskop automatisch einlesen kann (Kryptocode, 21).

Die Gewebeschnitte werden auf kryptocodiertes Tragerglas aufgebracht, die relevan-
ten Strukturen identifiziert, die Fragment-Grol3e definiert, entsprechende BIOCHIPs
automatisch ausgestanzt und fur die histochemische Analyse bereitgestellt.
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Vollautomatische Farbeplattform EP-Dx

Ein wesentliches Element der EUROPath-Technologie ist die vollautomatischen Farbe-
Plattform ,,EUROPath Analyzer EP-Dx“. Sie basiert auf der EUROTide-
Inkubationstechnik und zeichnet sich aus durch eine sichere Probenidentifikation, einen
geringen Verbrauch an Reagenzien und brillante Farbungen . Sie ist vielseitig und wird
neuen Schwung in die Diagnostik der Pathologie-Institute bringen (19, 20).

Die Ingenieure der EUROIMMUN AG haben bei der Entwicklung der EP-Dx von einem
grolRen Erfahrungsschatz profitiert - in der Vergangenheit haben sie tUber 70 verschie-
dene Analysegerate und Produktionsmaschinen erdacht und aus der Taufe gehoben,
darunter alle Vollautomaten fur die BIOCHIP-Bestlickung (10, 29), einen grof3en Rand-
om-Access-Automaten flr Bead-basierte Immuntests (24), einen EUROTide-
Vollautomaten fir indirekte Immunfluoreszenz und Mikro-Immunblots, die Pipettierma-
schine EUROLabLiquidHandler, daraus abgeleitet eine vollautomatische ,Workstation®,
die bald hundertfach in den weltgrofdten Laboratorien zum Einsatz kommt, des Weiteren
das System ,Mergite!“ zum schnellen und reproduzierbaren Waschen von Objekttra-
gern.

Mehrere EP-Dx-Prototyp-Generationen wurden in der EUROIMMUN-Niederlassung
Dassow auf ,Herz und Nieren® gepruft. Heute kdnnen bis zu 1.000 Gewebeproben auf
einer Station nebeneinander untersucht werden, unter Anwendung bis zu 50 unter-
schiedlicher Farbe-Protokolle, und innerhalb weniger als drei Stunden pro Analysegang.
Im Vergleich zur konventionellen Bearbeitung erzielt EP-Dx starkere Reaktionen und
verbraucht nur ein Drittel an (oft sehr teuren) Reagenzien. EP-Dx ist flexibel und offen,
der Anwender kann fur die Immunhistochemie eigene Antikorper einsetzen.

EP-Dx ist modular aufgebaut, auf Basis des EUROLabLiquidHandlers von EURO-
IMMUN. Der Arbeitsbereich ist komplett umschlossen, die Abluft wird gefiltert und
Uberwacht, es riecht nicht nach organischen Ldsemitteln, wie es in pathologischen
Laboratorien ublich ist.

Die EUROTide-Funktion wird durch Wipp-Module bewirkt, auf denen die Reagenztrager
liegen. Uber ein digitales Lesesystem wird die Bestiickung der einzelnen Wippen mit
den Patientenproben Uberwacht. Gewaschen wird mit bis zu 10 verschiedenen Wasch-
puffern.

Uber ein Schienensystem werden Reagenzien-Racks in einem fest definierten Raster
zugefihrt. Die Reagenzien tragen ID-Codes und werden beim Ladevorgang automa-
tisch mit einem Scanner identifiziert. Das Beladen des Gerates wird durch verschiedene
optische Anzeigen unterstutzt und verwechslungssicher gestaltet.
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Ein 15-Nadel-Pipettieraggregat transferiert die Flussigkeiten durch prazise Aspirations-
und Dispensiervorgange und legt auch Verdunnungen an. Jede Nadel wird separat
angesteuert und jeder Kanal besitzt eine kapazitive Fullstands-Erkennung. Die Nadeln
werden nach jedem Pipettier-Schritt von auf3en und innen effektiv gereinigt. Zum Wa-
schen werden sowohl organische als auch wassrige Losungsmittel verwendet, ent-
flammbare FlUssigkeiten werden in einem aktiv bellfteten integrierten Sicherheits-
schrank sicher aufbewahrt. Giftiger Abfall wird separat aufgefangen.

Der Farbeautomat wird mittels Touchscreen bedient und ist Random-Access-fahig. Der
Anwender wird intuitiv und Grafik-unterstutzt durch die Planung der Arbeitsliste, den
Beladevorgang und den anschlieRenden Lauf gefuhrt. Erforderliche Stammdaten und
Assay-Programmierung werden in einer Datenbank. Die Software funktioniert unabhan-
gig, kann aber mit anderer Labor-Software zur Ubermittlung von Protokollen und Er-
gebnissen verbunden werden.
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Vollautomatische Farbeplattform EP-Dx
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Rekombinante Kontrollsubstrate zur Funktionskontrolle der Reagenzien

In der Pathohistochemie muss bei jeder Inkubation durch humane Kontrollsubstrate
nachgewiesen werden, dass die angewendeten Techniken korrekt ausgeflhrt wurden
und die zur Farbung verwendeten Reagenzien funktioniert haben. Authentisches huma-
nes Ausgangsmaterial steht aber nicht Uberall zur Verfligung und seine Verwendung
wird teilweise auch als nicht legitim aufgefasst. Als Alternative werden in den moleku-
larbiologischen Laboratorien der Firma EUROIMMUN die entsprechenden Antigene
rekombinant hergestellt, flr BIOCHIPs oder fertig bestlickte Objekttrager.

Bei EUROIMMUN wurden verschiedene Expressionssysteme etabliert, auf der Basis
von Backerhefe, Insekten- und Saugerzellen. Gerade fur die Bereitstellung authenti-
scher Autoantigene ist die Nutzung humaner Expressionssysteme eine wichtige Vo-
raussetzung. Von dieser Expertise machen wir zum Beispiel Gebrauch bei der Bestim-
mung von Autoantikérpern gegen Bestandteile des Gehirns — hier hat sich
EUROIMMUN weltweit einen hervorragenden Ruf erarbeitet (23, 27, 28, 30, 31, 32).

EUROPathOffice

Die in den Serologie-Laboratorien etablierte EUROIMMUN Organisations-Software
(EUROLabOffice) wird auf die Bedingungen der Pathohistochemie zugeschnitten, um
auch dort die Arbeit zu erleichtern und die Diagnostik zu standardisieren. In vielen
konservativen Pathologie-Instituten besteht auf diesem Gebiet noch ein gro3er Nach-
holbedarf.

Histopattern (Pathohistochemical pattern evaluation)

Mikroskopische Bilder werden mehr und mehr von automatischen Mikroskopen erfasst,
verarbeitet und archiviert. In Kooperation mit der Universitat Libeck entwickelt
EUROIMMUN Verfahren der Mustererkennung, die es unter anderem ermdglichen,
unterschiedlich gefarbte Serienschnitte virtuell zur Deckung zu bringen. Mit einer gewal-
tigen selbstlernenden dreidimensionalen Software soll die Mikroskopie in naher Zukunft
fur die Pathologen vollautomatisiert werden (33, 34).
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Konkurrenz zu EUROPath, externer Stand der Technik

Der MarktfUhrer Roche/Ventana bietet diverse Gerate fur die Automatisierung der
Pathologie an: ,Symphony“ entparaffiniert und bietet automatische HE-
Ubersichtsfarbung und Spezialfarbungen. Auflerdem werden Scanner und eine Soft-
ware fur das Pathologie-Labor angeboten (Tele-Pathologie).

Roche/Ventana bedient sich der sogenannten ,Liquid-Coverslip-Technologie“: Der
Inkubationsansatz wird mit Ol Gberschichtet, dass er nicht austrocknet, gezielte Luft-
strahlen bewegen die Oberflache und erzeugen auf diesem umstandlichen Wege Kon-
vektion.

Bei der von Leica genutzten Technologie wird durch das passgenaue Aufsetzen eines
,Covertile“ ein Kapillarspalt als Reaktionsraum gebildet, um die Verdunstung der Rea-
genzien zu verhindern. Hitzebehandlung schwierig, Verteilung der Farbeldsungen
ungleichmafig, keine Konvektion.

Das ,Xmatrx-System ULTRA" und ,Xmatrx ELITE® von Biogenex sind vollautomatische
Farbeautomaten fur IHC, ISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), In-situ-PCR
und Spezialfarbungen auf Objekttragern.

ThermoFisher vermarktet Eindeckautomaten und Automaten zur Paraffinentfernung fur
die IHC. Der ,Labvision Autostainer und der ,Gemini fiuhren IHC sowie Spe-
zialfarbungen durch, parallel fur eine Vielzahl von Objekttragern..

Der Automat ,Omnis“ von Dako umfasst IHC und ISH auf einem Gerat und bietet Entpa-
raffinierung und Gegenfarbung. Ein weiteres Gerat von Dako ist fur die IHCausgelegt.
Der ,Hybridizer* bewaltigt Fluoreszenz- und Chromogen-in-situ-Hybridisierungen (FISH,
CISH). ,Artisan-Link® ermoglicht vollautomatisch Spezialfarbungen. Aber nur fest defi-
nierte Ablaufe sind moglich. Von Leica Biosystems stammt der vollautomatische Farbe-
automat ,BOND-MAXe* fur IHC und ISH an. Des Weiteren werden Drucker fur Objekt-
trager und Kassetten Gewebeinfiltrationsautomaten, Einbettsysteme sowie verschiede-
ne Mikrotome angeboten, zudem Mikroskope und Scanner, Software fur die digitale
Auswertung und die Dokumentation. Eine sogenannte ,Workstation® farbt automatisch
und deckt ein.

Von Sakura Finetek kommt die sogenannte ,SMART Automation“ — zum Gewebe-
schneiden, Entwassern, Farben und Eindecken. Mehrere Schnitte und Farbungen
werden nebeneinander auf dem Bildschirm angezeigt.

Allen diesen technischen Ansatzen zur Automatisierung ist gemeinsam, dass im Ge-
gensatz zu EUROPath Gerate, Reagenzien und Verbrauchsmaterial insgesamt teurer
sind als bei den manuellen Verfahren. Der Ersparnis an Personalkosten stehen hohe
Anschaffungs- und Betriebskosten entgegen.
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Fremde Schutzrechte

Von Bedeutung ist die Patentfamilie 29429274 von Ventana. Titel: ,Automatisiertes
Objekttrager-Anfarbesystem mit hohem Durchsatz®. Hier geht es um einen ,Apparat zur
automatischen Abarbeitung von Objekttragern, bestehend aus verschiedenen Arbeits-
bereichen und einer Vorrichtung zum Transport der Objekttrager zwischen den Arbeits-
bereichen®.

Schutzrechte bei der digitalen Mikroskopie: Patentfamilie ,Verbesserte Bildqualitat fur
digitale Slide-Bilder mit diagnostischer Auflésung“ von Aperio / Leica Biosystems Ima-
ging 43046076 (W02009039450).

Patentfamilie 55761957 ,Methods and compositions for preparing biological specimens
for microscopic analysis” der Stanford Universitat: Fixierung von Gewebeproben mit
Hydrogel-Untereinheiten.

Anmeldungen 56547654 von Hoffmann-La Roche und Ventana Medical Systems Uber
,Laser Ablation inductively-coupled plasma mass spectral tissue diagnostics® und
58589663 ,Verfahren, Systeme und Schaltungen zur Erzeugung von vergrof3erungsab-
hangigen Bildern fur virtuelle Schnitte®.

Dem EUROPath-System von EUROIMMUN stehen diese Schutzrechte nicht entgegen.
Zum frei verfugbaren Stand der Technik gehoren des Weiteren auch die Herstellung
von Vergleichsgewebe als Kontrolle (Familie 32223348) sowie die Technik der Tissue
Microarrays (TMA, Patent-Familie 29954738).

Zur digitalen Pathologie gibt es einen Ubersichtsartikel von 2014: Cucoranu IC, Parwani
AV, Vepa S, Weinstein RS, Pantanowitz L. Digital pathology: A systematic evaluation of
the patent landscape. J Pathol Inform. 2014 May 26;5:16. Darin werden die Themen
Telepathologie, ,Whole Slide Imaging”, digitale Bildanalyse (z. B. Segmentierung,
Muster-Erkennung), Computer-gestitzte Diagnose (z. B. automatische Bewertung von
TMA), Pathologie-Netzwerke zu Konsultationszwecken (z. B. Cloud-basierte Methode
zur Verbesserung des Austausches in der Pathologie) und digitale Scanner der nachs-
ten Generation behandelt.

Das Thema ,Whole Slide Imaging” (WSI) umfasst Schutzrechte zur Bilderfassung und
zum Scannen, zur Bildqualitat und zum Fokussieren, zu 2D-Ansichten und zum ,Gra-
phical User Interface“ (GUI). Patente zum Thema Diagnostik-Netzwerke in der Telepa-
thologie beschreiben Systeme, die die Diagnose durch einen Pathologen erlauben, der
nicht vor Ort am Mikroskop sitzt. Diese sind kirzlich abgelaufen.

Weiterhin mussen eventuell weitere Patente berucksichtigt werden, vor allem von
Leica/Aperio, Definiens (Bildanalyse und Datenbankauswertung in der Gewebedia-
gnostik, digitale Histopathologie), Hamamatsu Photonics sowie Huron Digital Pathology.
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