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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur automa- of
tischen Analyse von biologischen Proben, ins- 1 5 /D
besondere Gewebsproben, mit einer Einrich- ’\ w [ |
tung (11) zur berihrungslosen Abtastung der
Proben (1) zur Bildung von Datensétzen (4) der
Proben (1). Zur Schaffung eines Verfahrens 3
bzw. einer Vorrichtung (10), durch welche mdg-
lichst rasch und méglichst ohne Zerstérung der
Proben (1) die interessierenden Bereiche (ROI)
der Probe (1) festgelegt werden kénnen, wird
aus einem durch Ausnutzung der Autofluores- i'
zenz gebildeten Datensatz (4) der Probe (1) zu- !
mindest ein Parameter (P) ausgewahlt und die- ' p\ P 7S
ser oder ein davon abgeleiteter Wert oder eine P, P, P~
Kombination von Parametern (P) oder davon
abgeleiteten Werten mit zumindest einem
Schwellwert (S) verglichen, und der Vergleichs- @ |I\ID
wert als Kriterium fiir die Festlegung interes-
sierender Bereiche (ROI) der Probe (1) verwen-
det und zusammen mit einer eindeutigen Ken- Rl
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nung (ID) der Probe (1) gespeichert.
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Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur automatischen Analyse
von biologischen Proben, insbesondere Gewebsproben, mit einer
Einrichtung (11) zur beriihrungslosen Abtastung der Proben (1)
zur Bildung von Datensitzen (4) der Proben (1). Zur Schaffung
eines Verfahrens bzw. einer Vorrichtung (10), durch welche
méglichst rasch und méglichst ohne Zerstdrung der Proben (1) die
interessierenden Bereiche (ROI) der Probe (1) festgelegt werden
kénnen, wird aus einem durch Ausniitzung der Autofluoreszenz ge-
bildeten Datensatz (4) der Probe (1) zumindest ein Parameter (P)
ausgewahlt und dieser oder ein davon abgeleiteter Wert oder eine
Kombination von Parametern (P) oder davon abgeleiteten Werten
mit zumindest einem Schwellwert (8) verglichen, und der Ver-
gleichswert als Kriterium fiir die Festlegung interessierender
Bereiche (ROI) der Probe (1) verwendet und zusammen mit einer
eindeutigen Kennung (ID) der Probe (1) gespeichert.

(Fig. 1)
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur automatischen Analyse
von biologischen Proben, insbesondere Gewebsproben, wobei die
Probe mit Licht angeregt wird und als Datensatz der Probe ein
Bild der resultierenden Fluoreszenzstrahlung der Probe aufgenom-
men und gespeichert wird.

Weiters betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur automa-
tischen Analyse von biologischen Proben, insbesondere Gewe-
bsproben, mit einer durch zumindest eine Lichtquelle und eine
Kamera bzw. einen Detektor gebildeten Einrichtung zur berih-

rungslosen Abtastung der Proben zur Bildung von Datensidtzen der
Proben. i

Fir Diagnose- und Forschungszwecke ist es in der Medizin tiblich,
verschiedene Proben, beispielsweise Gewebsproben, zu sammeln und
verschiedenen Untersuchungen zu unterwerfen. Im Falle von Gewe-
bsproben, welche menschlichen oder tierischen Organismen entnom-
men wurden, ist es iliblich, einzelne groBere Gewebsstiicke in
Paraffin zu betten, welche fiir die weiteren Analysen auf
Glastrdger lbertragen in diinne Schnittpriparate aufgearbeitet
werden. Weiters konnen Paraffinbldcke mehrere kleine Gewebs-
sticke beinhalten. Von anderen Paraffinbldcken kénnen von be-
stimmten ausgewdhlten Stellen zylindrische Kerne (so genannte
cores) von Gewebsproben ausgestochen und in entsprechende groBe
zylindrische Lécher eines Paraffinblockes eingebracht werden.
Derartige Gewebsprobenarrays (tissue microarrays, TMAs) werden
danach tblicherweise mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten und
die Prdparate beispielsweise histologisch untersucht.

Oben beschriebene Schnittpriparate oder Gewebsprobenarrays
werden aufgrund der grofen Anzahl von Schnitten und Einzelproben
verstarkt automatischen Analysen zugefithrt, um mdglichst rasch
wichtige Informationen, insbesondere fiir diagnostische oder
therapeutische Zwecke, zu erhalten. Die Untersuchungen kénnen
mit einem Mikroskop aber auch auf molekularer Ebene durchgefiihrt
werden, wobei der genaue Inhalt und die Zusammenstellung des
Ausgangsmaterials von groBer Bedeutung ist. Um den Vergleich zu
erleichtern und die Materialauswahl auf das Relevante zu redu-
zieren, werden die oben genannten Gewebsprobenarrays (TMAs)
hergestellt. Beispielsweise beschreibt die US 2003/0215936 Al




ein Verfahren und eine Vorrichtung fir die mdglichst rasche und
effiziente UnterSuchung von derartigen Gewebsprobenarrays.

Obgleich in der nachfolgenden Beschreibung hauptsdchlich auf Ge-
websproben eingegangen wird, ist die vorliegende Erfindung nicht
auf derartige Proben beschrinkt. Neben menschlichen, tierischen
und pflanzlichen Geweben kommen auch Kombinationen verschiedens-
ter Gewebe mit unterschiedlicher Herkunft zur Anwendung der vor-
liegenden Erfindung in Frage. Ebenso kann Material, welches von
Gewebe extrahiert wurde, wie z.B. Proteine und Nukleins&uren,
die tropfenweise auf einen Glastrdger aufgebracht werden, mit
der vorliegenden Erfindung untersucht werden. Weiters kénnen
Korperfliissigkeiten wie Blut, Speichel oder dgl. von lebenden
Organismen analysiert werden. SchlieBlich kdnnen auch geziichtete
Zellen oder Teile davon aber auch organische oder anorganische
Materialien als Proben vorliegen.

Bei der Vielfalt der Proben ist es von besonderer Bedeutung,
eine Aussage iliber die Relevanz der Einzelproben am Priparat
treffen zu konnen. Dies ist einerseits fiir die Verl&sslichkeit
der Aussagen, welche nach Analyse der Probe getroffen werden,
insbesondere fiir Diagnosen im medizinischen Bereich von groBer
Bedeutung. Andererseits stellen die Prdparate einen enormen
wirtschaftlichen Wert dar, der erhdht werden kann, wenn eine

Aussage iber die Relevanz der Einzelproben am Priparat getroffen
werden kann.

Neben der Aussage liber die Relevanz der Proben ist es auch
wichtig, eine Aussage iiber jene Bereiche der Probe treffen zu
kénnen, welche fiir nachfolgende Untersuchungen interessant sind.
Beispielsweise ist bei histologischen Proben nur jener Bereich
der Probe wichtig, der beispielsweise ein bestimmtes Organ be-
trifft, widhrend das umliegende Fettgewebe uninteressant ist.
Bisher wurden derartige interessierende Bereiche bzw. Regions of
Interest (ROI) in miihsamer manueller Art und Weise von entspre-
chenden Experten unter dem Mikroskop festgelegt.

Dabei werden die zur Untersuchung herangezogenen Proben iibli-
cherweise histologisch eingefarbt, um die interessierenden Be-
reiche leichter erkennen zu kénnen. Fiir nachfolgende




Untersuchungen stehen diese Proben aufgrund der Einfirbung nicht
mehr zur Verfiligung. Bei Sequenzen von Schnitten, beispielsweise
histologischen Gewebes, werden daher nur stichprobenartig
Schnitte der Proben eingefdrbt. Diese stichprobenartigen Analy-
sen liefern jedoch keine Informationen iiber die tatsichlichen
interessierenden Bereiche der Proben, welche von Schnitt zu
Schnitt variieren kénnen. Diese Information wiirde zwar bei einer
Erhdhung der Stichprobenanzahl verbessert, jedoch stehen dann
umso weniger Proben fiir nachfolgende Untersuchungen zur Verfii-
gung. Dariiber hinaus sind die iblicherweise manuell durchge-
fihrten Kontrollen sehr zeit- und somit kostenaufwindig.

Die Ausniitzung der Autofluoreszenz, das ist die resultierende
Strahlung von Elementen, welche mit Licht bestimmter Wellenlénge
angeregt werden, ist eine geeignete Untersuchungsmethode, bei
der die Probe nicht zerstért wird. Die meisten Materialien ent-
halten chemische Strukturen, welche mit Licht speziell angeregt
werden kdénnen und mehr oder weniger Fluoreszenzstrahlung aus-
senden. Die Autofluoreszenz stellt ein Abbild der Zu-
sammensetzung des Materials dar und kann auch zur Darstellung
biologischer oder biochemischer Prozesse herangezogen werden.
Bei Geweben koénnen sowohl zellul&dre als auch extrazelluldre
Bestandteile Fluoreszenzstrahlung aussenden. Beispielsweise
werden Nikotinamidadenin-dinukleotid (NAD) oder Flavinadenindi-
nukleotid (FAD), welche hauptsdchlich in den Mitochondrien ange-
ordnet sind, als hauptsdchliche Aussender von Fluoreszenzstrah-
len angesehen. Die Quantitdt und Zusammensetzung verschiedener
Substanzen resultieren in spezifischen Autofluoreszenzmustern
bei einer bestimmten Anregung, wodurch die Identifikation der
Zusammensetzung und funktionellen Unterschiede von Geweben durch
die Detektion der Fluoreszenzstrahlung ermdglicht wird.
Autofluoreszenz wird sowohl fiir die in vivo- als auch in vitro-
Charakterisierung von biologischem Material verwendet. Bei-
spielsweise befindet sich aufgrund der Blutzirkulation der rote
Blutfarbstoff Hamoglobin im Wesentlichen im ganzen menschlichen
Kbrper. Hamoglobin ist stark fluoreszierend, wodurch aufgrund
der Variabilitdt der Menge an Hamoglobin ein unterschiedliches
Autofluoreszenzmuster der Gewebe resultiert. Zur Untersuchung
der Blutzirkulation kann dies durch spektroskopische Verfahren

in vivo gemessen werden (Yoshinori Horie et al., ,Role of nitric
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oxide in gut ischemia-reperfusion-induced hepatic microvascular
dysfunction™, American Physiological Society (1997): G1007-
G1013) . Auch in der Augenheilkunde wird die Autofluoreszenz zur
Untersuchung der Retina eingesetzt (Anthony G. Robson et al.,
~Comparison of Fundus Autofluorescence with Photopic and Scoto-
pic Fine-Matrix Mapping in Patients with Retinitis Pigmentosa
and Normal Visual Acuity“; Investigative Ophtalmology & Visual
Science 45(11) (2004): 4119-4125). Wiahrend zahlreiche
Anwendungen der in vivo- oder in vitro-Spektroskopie von
Autofluoreszenz existieren, konnte sich die Autofluoreszenz fiir
die Untersuchung mikroskopischer Schnitte noch nicht etablieren.
Im Gegenteil wurde die Fluoreszenzstrahlung von Geweben in der
Fluoreszenzmikroskopie als nachteilig beschrieben (Werner Ba-
schong et al., ,Control of Autofluorescence of Archival Formal-
dehyde-fixed, Paraffin-embedded Tissue in Confocal Laser
Scanning Microscopy (CLSM)“; The Journal of Histochemistry & Cy-
tochemistry 49(12) (2001): 1565-1571) . Die Verwendung der
Autofluoreszenz-Spektroskopie zur Untersuchung mikroskopischer
Strukturen wurde nur sehr selten beschrieben (Luigi Rigacci et
al., ,Multispectral Imaging Autofluorescence Microscopy for the
Analysis of Lymph-Node Tissues", Photochemistry and Photobiology
71(6) (2000): 737-742); Erin M. Gill et al., ,Relationship Bet-
ween Collagen Autofluorescence of the Human Cervix and Menopau-
sal Status"“, Photochemistry and Photobiology 77(6) (2003): 653~
658).

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher in der
Schaffung eines oben genannten Verfahrens zur automatischen
Analyse von biologischen Proben, welches méglichst rasch und
méglichst ohne Zerstdrung der Proben durchfithrbar ist und
méglichst zuverlassige Ergebnisse iliber die interessierenden Be-
reiche der Probe bzw. den informativen Charakter der Proben
liefert. Das Verfahren soll mit m&églichst geringen Kosten in
méglichst kurzer Zeit Informationen iiber die interessierenden
Bereiche der Proben liefern. Die Nachteile des Standes der
Technik sollen vermieden oder zumindest reduziert werden.

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der
Schaffung einer oben genannten Vorrichtung zur automatischen

Analyse von biologischen Proben, welche eine méglichst rasche
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und zuverldssige Analyse zuldsst und dariiber hinaus méglichst
einfach und robust aufgebaut und méglichst kostengilinstig her-
stellbar ist.

Die erste erfindungsgemdBe Aufgabe wird dadurch geldst, dass aus
dem gespeicherten Datensatz der Probe zumindest ein Parameter
ausgewdhlt und dieser oder ein davon abgeleiteter Wert oder eine
Kombination von Parametern oder davon abgeleiteten Werten mit
zumindest einem Schwellwert verglichen wird, und der Vergleichs-
wert als Kriterium fiir die Festlequng interessierender Bereiche
der Probe verwendet und zusammen mit einer eindeutigen Kennung
der Probe gespeichert wird. '

Das erfindungsgem&dBe Verfahren sieht somit vor, aus einem Daten-
satz der Probe, welcher unter Ausniitzung der Fluoreszenzstrah-
lung durch beriihrungslose Abtastung der Probe gebildet und
gespeichert wurde, bestimmte Parameter auszuwihlen und daraus
die interessierenden Bereiche der Probe automatisch festzu-
stellen und zusammen mit einer eindeutigen Kennung der Probe
abzuspeichern. Dabei muss die Bestimmung der interessierenden
Bereiche nicht in einem einzigen Verfahrensschritt vorgenommen
werden, Sondern kann diese auch in einem Regelkreis iterativ er-
mittelt werden. Diese iterative Ermittlung basiert auf einem
Lernverfahren aus Informationen, welche durch manuelle Priifungen
von biologischen Proben oder zufdllig ausgewdhlten bereits vor-
klassifizierten Proben erhalten wurden. Die Auswahl des zu-
mindest einen Parameters kann in Abhangigkeit der Probe aus
Erfahrungswerten erfolgen. Als Resultat des erfindungsgemidBen
Verfahrens liegt ein Datensatz vor, der fiir jede Probe einen
Vorschlag fiir die interessierenden Bereiche vornimmt. Dieser Da-
tensatz ist filir die Auswahl nachfolgender Untersuchungen beson-
ders wichtig und unterstiitzt beispielsweise den Histologen bei
der Auswahl der entsprechenden Proben. Dadurch kann eine Klassi-
fizierung einer Vielzahl von Proben in relativ rascher Zeit auch
automatisiert vorgenommen werden und als Vorschlag fir die wei-
tere Bearbeitung angeboten werden. Das Verfahren zur Analyse der
biologischen Proben kann unmittelbar vor der vorgenommenen Un-
tersuchung der Proben erfolgen oder auch zu einem friiheren Zeit-
punkt, und die resultierenden Daten gemeinsam mit weiteren In-

formationen und einer eindeutigen Kennung der Probe beispiels-




weise in einer Datenbank gespeichert werden, so dass sie fiir
nachfolgende Untersuchungen zur Verfiigung stehen. Alternativ zur
Speicherung der Daten in einer Datenbank kénnen diese auch im so
genannten Flatfile-Format abgelegt werden. Grundsitzlich kénnen
die gewonnenen Informationen auf einem beliebigen Speichermedium
abgelegt werden. Eine Datenbank strukturiert und optimiert je-
doch den Prozess, vor allem hinsichtlich der Klassifizierung und
Dokumentation. Durch das erfindungsgemiBe Verfahren kdnnen
wichtige Informationen fiir diagnostische, therapeutische Zwecke
aber auch Forschungszwecke gewonnen werden. Mittels der erhal-
tenen Informationen kénnen die biologischen Proben aufgrund
einer Heuristik bestimmten Klassen zugewiesen werden. Das vor-
liegende Verfahren niitzt die Autofluoreszenz fiir die zersté-
rungsfreie mikroskopische Charakterisierung von Proben, ins-
besondere Gewebsproben, aus. Das Muster der resultierenden Fluo-
reszenzstrahlung der Probe ermdglicht eine automatische Analyse
bzw. Entscheidung, welche Teile der Probe fiir bestimmte Untersu-
chungen relevant und welche Teile der Probe fiir bestimmte Unter-
suchungen irrelevant sind. Somit kann die Autofluoreszenz dazu
verwendet werden, die Proben, beispielsweise das Gewebe oder Ge-
websteile, vom umgebenden Material, beispielsweise Paraffin,
automatisch zu unterscheiden oder bestimmte Gewebsteile mit
funktionellen Unterschieden von anderen Gewebsteilen hervorzu-
heben. Somit ermdéglicht die Autofluoreszenz die automatische Be-
stimmung von Bestandteilen der Probe, insbesondere Gewebs-
bestandteilen, ohne dass die Probe zerstdrt wird oder weitere
Reaktionen eintreten. Eine Kombination des vorzugsweise zersto-
rungsfreien erfindungsgemiBen Verfahrens mit anderen Methoden,
bei welchen die Proben oder Teile davon beeintrdchtigt oder so-
gar zerstort werden, ist natiirlich auch méglich, um dadurch

wichtige zusé&tzliche Informationen zu erhalten.

Vorzugsweise wird die Fluoreszenzstrahlung durch Anregung der
Probe mit Laserlicht hervorgerufen. Neben Laserlicht k&nnen aber
auch Quecksilberlampen oder andere Lichtquellen, welche
Autofluoreszenz induzieren koénnen, zur Anwendung kommen.

GemédR einem weiteren Merkmal der Erfindung kann das Bild der
resultierenden Fluoreszenzstrahlung der Probe gefiltert werden.
Die aufgenommenen Datens&tze bzw. Bilder der Proben k&nnen nach
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verschiedenen Gesichtspunkten gefiltert werden. Dabei kommen so-
wohl mechanische Filter, welche vor die Kamera oder. dgl. zur
Aufnahme der Bilder gesetzt werden, als auch elektronische
Filter, welche von den Bilddaten durchlaufen werden, zur
Anwendung. Im Falle eines Fluoreszensmikroskops werden bei-
spielsweise Ultraviolett-Lampen und drei verschiedene Filter
beispielsweise mit folgenden Charakteristika eingesetzt.

Filter Wellenldnge des Er- |Durchlassbereich des
regerlichts Filters

Ultraviolett 390 nm 410 bis 420 nm

Blau 410 nm _ 505 bis 520 nm

Grin 515 nm 560 bis 610 nm

Im Falle von Fluoreszenz-Scannern werden beispielsweise Laser
bei zwei verschiedenen Wellenldngen zusammen mit hochspezi-
fischen Fluoreszenzfarbstoffen, wie z.B. CY3 (Indocarbocyanin)
oder CY5 (Indodicarbocyanin) verwendet. CY3 kann beispielsweise
bei 530 nm angeregt werden und sendet Licht mit einer Wellen-
lénge von 595 nm aus. CY5 wird mit 630 nm angeregt und sendet
eine Fluoreszenz-Strahlung mit 680 nm aus.

Bessere Ergebnisse kénnen auch dadurch erzielt werden, dass die
Probe mit kombiniertem Licht verschiedener Wellenldnge angeregt
wird. Beim derartigen ~Multispectral imaging“ werden verschie-
dene Lichtquellen eingesetzt und dadurch mehr Informationen
erhalten. Als Lichtquellen stehen beispielsweise Laser wie
Argon-Ionen oder Helium/Neon-Laser zur Verfligung. Dariiber hinaus
kénnen anstelle von Lasern auch Lichtquellen mit breitem Wellen-
langenbereich herangezogen werden. Beispielsweise kdnnen Queck-
silberlampen oder fiberoptische Gerite als Lichtquellen
eingesetzt werden.

Um die nachfolgende Bearbeitung der Datensitze zu erleichtern,
werden diese vorzugsweise in einem standardisierten Format, bei-
spielsweise im TIFF- oder JPG-Format gespeichert. Dies
erméglicht auch die Anwendung vorhandener Bildverarbeitungspro-
gramme und erfordert keine Umwandlung der Datens&dtze vor der Un-
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tersuchung.

Vorteilhafterweise wird der Datensatz der Probe in zumindest
einen bindren Datensatz transformiert. Ein bindrer Datensatz
besteht aus einer Matrix von logischen Nullen und logischen
Einsen, welche entsprechend analysiert werden kénnen. Derartige
bindre Datensidtze werden so erzeugt, dass bestimmte Parameter
mit einem Schwellwert oder mehreren Schwellwerten verglichen
werden. Wenn mehr als ein Parameter beniitzt wird, kénnen mehrere
Bindrdatens&dtze anfallen, welche zu einem spdteren Zeitpunkt im
Algorithmus beispielsweise durch Superposition und/oder Gewich-
tung kombiniert werden kénnen. Prinzipiell kann jedes Bild durch
mehrere Bindrbilder dargestellt werden. Beispielsweise kann ein
Farbbild mit 8 Bit Aufldsung, also 256 mdglichen Farbabstu-
fungen, durch Superposition von 256 Bindrbildern eindeutig
dargestellt werden.

Als Parameter, der aus dem Datensatz ausgewdhlt wird und zur
Analyse der interessierenden Bereiche der Proben herangezogen
wird, kann ein Fluoreszenzparameter, insbesondere die Fluo-
reszenzintensitdt, verwendet werden. Die Daten werden mit einem
vorgegebenen Schwellwert verglichen und danach der Vergleichs-
wert als Kriterium fiir die Festlegung der interessierenden Be-
reiche der Probe verwendet. Der jeweilige Schwellwert kann aus
Erfahrungswerten resultieren oder mittels standardisierter sta-
tischer Methoden, beispielsweise so genannten Box-Plot-Verfah-
ren, auch automatisch bestimmt werden. Dieses Box-Plot-Verfahren
benutzt die Information der Hdufungen von Stichproben sowie
Quantilinformationen und ermdglicht ein einfaches Bestimmen
eines Schwellwerts ohne Voraussetzung weiterer Kenntnisse, bei-
spielsweise iiber die biologische Probe. Bei Verwendung der Fluo-
reszenzintensitdt als Parameter werden die Werte vorzugsweise im
Verhdltnis mit der Intensitit der umgebenden Pixel gesetzt und
eine Verteilung der Fluoreszenzintensitit tiber die Pixel des
Bildes erzeugt. Als abgeleitete Werte eines Parameters kdénnen
beispielsweise die Variabilit&t in der Fluoreszenzintensitat
oder dgl. herangezogen werden. Die Fluoreszenzintensitit hangt
stark von der Verteilung jener Molekiile, welche die Fluo-
reszenzstrahlung aussenden ab und kann daher fiir folgende
automatische Analysen herangezogen werden:




1. Mikromolekularer Bereich (Homogenitdt): Kleine Molekiile in
der Zelle (z.B. NAD, FAD, Tryptophan oder dgl.) senden submikro-
skopische Fluoreszenz aus, deren Gesamtheit in einem unscharfen
intrazellularen Erscheinungsbild resultiert. Die Fluoreszenz-
strahlung ist homogen, wenn keine Stérungen durch andere Fluo-
reszenz-Quellen auftreten.

2. Makromolekularer Bereich (Granularitit): Molekulare Komplexe,
(z.B. Porphyrine, Lipopigmente, koagulierte Proteine, usw.)
weisen ein starkes kdrniges Fluoreszenz-Muster auf, das im Mi-
kroskop bzw. digitalen Abbild beobachtet werden kann. Dies kann
sowohl bei intrazellularen als auch extrazellularen Molekiilen
auftreten, welche in einer Variabilitit der AutoFluo-
reszenzintensitdt resultieren.

3. Gewebsbeschaffenheit (Orientierung): GroBere Strukturen mit
spezifischer molekularer Zusammensetzung resultieren in charak-
teristischer Orientierung der Autofluoreszenz, wie es beispiels-
weise bei kollagenreichen Bindegeweben mit longitudinal
ausgerichteten parallelen Strukturen (Fasern) der Fall ist. Da-
durch ist es moglich, die Umrisse bestimmter Strukturen in-
nerhalb der Probe automatisch zu ermitteln und somit auf
interessierende Bereiche (ROI) riickzuschliefBen.

Der zumindest eine Schwellwert kann aus zumindest einem Parame-
ter abgeleitet werden. Beispielsweise kann der Schwellwert mit-
tels des Medians festgelegt werden, wenn sich geeignete
Parameter feststellen lassen, so dass sich deren Verteilung
stabil verh&lt, beim Beispiel des Medians also eine stabile uni-
modale Verteilung bei den Parametern feststeht.

Der Schwellwert kann auch in Abhdngigkeit der Art der Probe ent-
sprechend gewdhlt werden. Beispielsweise k&énnen zusammen mit der
Probe eine Information iiber die Zusammensetzung der Probe und
zugehérige, aus Erfahrungswerten oder anderen Methoden bestimmte
Schwellwerte hinterlegt sein. Beispielsweise kann aus einer be-
stimmten Information in einer Datenbank auch mittels eines Bi-
ndrbildes, welches z.B. aus einem Gradientenverfahren bestimmt
wurde, ein Gewicht gelegt werden.



Die Schwellwerte kénnen auch in Abh#dngigkeit der Vergleichswerte
verdndert werden. So kann das erfindungsgemiBe Verfahren itera-
tiv bzw. durch einen Lernalgorithmus verbessert werden.

Der Schwellwert kann auch durch externe Parameter, welche bei-
spielsweise durch Experten bestimmt werden, beeinflusst werden.

GemdB einem weiteren Merkmal der Erfindung ist vorgesehen, dass

jene Bereiche der Proben, deren Vergleichswert positiv ist, als

interessierende Bereiche gekennzeichnet werden. Dies stellt eine
einfache Methode dar, die interessierenden von den nicht-inter-

essierenden Bereichen zu unterscheiden.

Vorteilhafterweise wird die geometrische Form der inter-
essierenden Bereiche der Probe ermittelt und fir die weitere Be-
arbeitung und Analyse gespeichert. Die geometrische Form kann
beispielsweise durch Uberlagerungen mit vorgegebenen geome-
trischen Korpern oder durch Speicherung von Charakteristika, wie
z.B. Schwerpunkt, maximale und minimale Ausdehnung, Hauptaus-
dehnungsrichtung od. dgl., klassifiziert werden. Somit k&nnen
sie spdter dargestellt und fiir nachfolgende Untersuchungen her-
angezogen werden.

Im Datensatz der Probe konnen die auBerhalb der interessierenden
Bereiche liegenden Bereiche der Probe geldscht oder selektiv
anders dargestellt werden. Dadurch wird verhindert, dass Unter-

suchungen an nicht-interessierenden Teilen der Probe vorgenommen
werden.

Die auBerhalb der interessierenden Bereiche liegenden Bereiche
der Probe koénnen auch ausgeschnitten werden, wobei zum Aus-
schneiden insbesondere Laser verwendet werden koénnen.

Um eine Aussage lber die Qualitdt der Probe treffen zu konnen,
kann die GroRe der interessierenden Bereiche der Probe bestimmt
werden. Dariiber hinaus kann aufgrund der resultierenden GroBe
die Entscheidung nachfolgender Untersuchungen erleichtert
werden.
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Dabei kann das Verh&ltnis der GréBe der interessierenden Berei-
che zur Gesamtfliche der Probe gebildet und zusammen mit der
eindeutigen Kennung der Probe gespeichert werden. Dieses
Verhdltnis gibt Auskunft dariiber, wie groB der Anteil der inter-
essierenden Bereiche der Probe ist.

SchliefRlich kann im automatischen Verfahren vorgesehen sein,
dass jene Proben, deren Verhdltnis der GréBe der inter-
essierenden Bereiche zur Gesamtfliche der Probe einen vorgege-
benen Grenzwert unterschreiten, als unverwertbar gekennzeichnet
werden. Dadurch kann automatisch eine Ausscheidung von Proben,
die einen zu geringen Anteil an interessierenden Bereichen auf-
weisen, vorgenommen werden.

Zur automatischen Analyse kdnnen weitere Datensatze, die von
anderen Quellen stammen, herangezogen werden. Aus diesen Daten-
satzen kann zumindest ein weiterer Parameter zur Festlegung der
interessierenden Bereiche ausgewdhlt werden. Ein derartiger wei-
terer Datensatz kann beispielsweise ein, allenfalls gefédrbtes
mikroskopisches Bild der Probe sein, welches weitere inter-
essante Informationen enthilt. Durch die Uberlagerung des mikro-
skopischen Datensatzes mit dem Datensatz, welcher beispielsweise
aus der Fluoreszenzstrahlung resultiert, kann die automatische
Analyse der Probe weiter verbessert werden.

Um die Analyse m&glichst rasch durchfithren zu kénnen, werden
vorzugsweise mehrere Proben automatisch sequenziell oder par-
allel verarbeitet und die erhaltenen Daten iiber die inter-
essierenden Bereiche der Proben zusammen mit einer Kennung der
Proben gespeichert. Somit kdnnen bereits nach der Herstellung
der Proben Daten iiber die interessierenden Bereiche der Proben
gesammelt und gespeichert werden. Diese Daten stehen dann fir
eine Auswahl der Proben fiir bestimmte nachfolgende Untersu-
chungen zur Verfiigung.

Geldst wird die zweite erfindungsgemife Aufgabe auch durch eine
oben genannte Vorrichtung zur automatischen Analyse von biolo-
gischen Proben, insbesondere Gewebsproben, und einer Einrichtung
zur berilihrungslosen Abtastung der Proben zur Bildung von Daten-
sdtzen der Proben, wobei die Abtasteinrichtung mit einer Rech-
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nereinheit zur Auswahl zumindest eines Parameters aus dem Daten-
satz, und zum Vergleich dieses Parameters oder eines davon abge-
leiteten Wertes oder einer Kombination von Parametern oder davon
abgeleiteten Werten mit zumindest einem Schwellwert verbunden
ist, und dass eine Einrichtung zur Anzeige eines aus dem Ver-
gleichswert festgelegten interessierenden Bereiches der Probe
und ein Speicher zum Speichern dieses Bereiches zusammen mit
einer eindeutigen Kennung der Probe. Vorgesehen ist. Die Auf-
nahmeeinrichtung wird durch zumindest eine Lichtquelle und eine
Kamera bzw. einen Detektor gebildet. Im Falle der Autofluo-
reszenz wird ein Fluoreszenzscanner oder ein Fluoreszenzmikro-
skop verwendet, welche die Fluoreszenzstrahlung der Probe,
welche mit einer entsprechenden Lichtquelle angeregt wurde, als
Datensatz aufnimmt. Eine Vorrichtung zur automatischen Analyse
von biologischen Proben gemiB der vorliegenden Erfindung besteht
daher tiblicherweise aus einer Rechnereinheit, welche mit einer
aus zumindest einer Lichtquelle und einer Kamera bzw. einem De-
tektor gebildeten Abtasteinrichtung verbunden ist und die erhal-
tenen Informationen entsprechend verarbeitet.

Ebenso kénnen mehrere Lichtquellen in verschiedenen Wellen-
langenbereichen vorgesehen sein oder auch eine Lichtquelle, wel-
che Licht in einem sehr breiten Wellenlingenbereich aussendet.

Weiters kann eine Einrichtung zur Transformation des Datensatzes
der Probe in zumindest einen binidren Datensatz vorgesehen sein.

Um die Relevanz der Daten zu erhdhen, kann eine Filtereinrich-
tung zum Filtern der Datensidtze der Proben vorgesehen sein. Wie
bereits oben erwidhnt, kann es sich dabei um Filter handeln, wel-
che vor die Aufnahmeeinrichtung Hardware-mdRig angeordnet
werden, aber auch um Filter, welche Software-mdBfig eine Bereini-
gung der erhaltenen Daten vornehmen.

Zusatzlich kann ein Mikroskop zur Aufnahme der Proben zur Schaf-

fung zusdtzlicher Datens&dtze vorgesehen sein.

Um eine méglichst rasche Analyse zuzulassen, kann eine Einrich-

tung zur automatischen Zu- und Abfithrung der Proben vorgesehen
sein.



Ebenso kann ein Magazin zur Aufnahme einer Vielzahl von Proben
vorgesehen sein, aus welchem die Proben zur Analyse automa-
tisiert entnommen und wieder retourniert werden. Somit kann eine
rasche automatisierte Analyse der Proben erzielt werden.

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung anhand der beigefiig-
ten Zeichnungen ndher erliutert.

Darin zeigen:

Fig. 1 ein schematisches Blockschaltbild zur Veranschaulichung
des erfindungsgemi#fien Verfahrens;

Fig. 2 ein Flussdiagramm zur Veranschaulichung des Verfahrens
zur automatischen Analyse von biologischen Proben;

Fig. 3 die Ansicht auf eine mehrere Einzelproben umfassende Ge-
websprobe;

Fig. 4 beispielhaft verschiedene Gewebsproben mit unterschiedli-
chem Anteil der interessierenden Bereiche;

Fig. 5 die Draufsicht auf unterschiedliche Gewebsproben; und

Fig. 6 ein Blockschaltbild einer Ausfihrungsform der Vorrichtung
zur automatischen Analyse von biologischen Proben.

Fig. 1 zeigt ein schematisches Blockschaltbild zur Veranschauli-
chung des Verfahrens zur automatischen Analyse von biologischen
Proben 1. Die biologische Probe 1 kann beispielsweise ein
Schnitt eines Organs oder dql. sein, welcher mit Hilfe eines Mi-
krotoms hergestellt wurde und histologisch untersucht werden
soll. Die Probe 1 ist meist auf einen Glastrédger 2 aufgebracht
und weist eine eindeutige Kennung ID beispielsweise in Form
eines Barcodes auf. Meist beinhaltet nur ein Teil des Gesamtbe-
reichs der Probe 1 interessante Information. Beispielsweise in-
teressiert bei einem Gewebsschnitt meist jener Bereich, der
einem bestimmten Organ, beispielsweise der Leber, entnommen
wurde und nicht das umliegende Fett- oder Bindegewebe. Ublicher-




weise werden die interessierenden Bereiche, die so genannten
~Regions of Interest™ (ROI), manuell von entsprechenden Spe-
zialisten festgelegt. Dabei kdnnen Fiarbemethoden unterstiitzend
angewandt werden, wodurch jedoch die Probe 1 beeinflusst wird
und fir manche nachfolgende Untersuchungen nicht mehr zur Verfii-
gung steht. Zu diesem Zweck ist es ein Ziel, die Probe 1 automa-
tisch zu analysieren, um die interessierenden Bereiche ROI
automatisch festlegen zu kénnen. Dadurch wird eine besonders
wichtige Information fiir die nachfolgenden Untersuchungen an der
Probe 1 zur Verfiigung gestellt. Um die Probe 1 nicht zu zersto-
. ren bzw. nicht zu beeinflussen, wird.diese mit entsprechenden
Einrichtungen 3 berithrungslos abgetastet und zumindest ein Da-
tensatz 4 der Probe 1 geschaffen. Aus diesem Datensatz 4 wird
nun zumindest ein Parameter P ausgewdhlt und dieser oder ein da-
von abgeleiteter Wert oder eine Kombination von Parametern P
oder davon abgeleiteten Werten mit zumindest einem Schwellwert S
verglichen und der Vergleichswert als Kriterium fir die Festle-
gung der interessierenden Bereiche ROI der Probe 1 verwendet.
Durch die Festlegung zweier Schwellwerte S bzw. eines bestimmten
Betrags fiir einen Schwellwert S kann durch den Schwellwert S
auch ein Intervall festgelegt werden, in dem sich ein Parameter
P aufhalten muss, um einer spezifischen Klassifizierung zu ge-
nigen. Als Resultat der entsprechenden Berechnung wird also ein
Vorschlag fir den interessierenden Bereich ROI bzw. die inter-—
essierenden Bereiche ROI der Probe 1 wiedergegeben. Danach wird
ein Datensatz 5 gebildet, welcher die festgelegten inter-
essierenden Bereiche ROI der Probe 1 zusammen mit der eindeu-
tigen Kennung ID der Probe 1 enthilt. Dieser Datensatz 5 bildet
zusammen mit der Probe 1 eine wichtige Einheit, durch welche
nachfolgende Untersuchungen an der Probe 1 rascher und effizi-
enter durchgefiihrt werden koénnen. Ebenso dient das erfindungsge-
mdfe Verfahren zur automatischen Analyse von biologischen Proben
1 dazu, rascher jene Proben 1 zu identifizieren, welche keinen
oder einen zu kleinen interessierenden Bereich ROI aufweisen.
Somit kodnnen teure Untersuchungen an ungeeigneten Proben 1 un-
terbleiben und Zeit fiir die manuelle Klassifizierung der Proben
1 gespart werden.

Es kénnen aus der Probe 1 auch weitere Datensidtze 6 gebildet
werden, aus welchen weitere Parameter P' ausgewahlt werden
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kdnnen, die zur Festlegung der interessierenden Bereiche ROI
herangezogen werden. Bei derartigen Datensitzen 6 kann es sich
beispielsweise um mikroskopische Bilder der Probe 1 aber auch um
Daten handeln, welche beispielsweise durch bestimmte Farbemetho-
den oder dgl. an der Probe 1 entstanden sind. Somit wird
wichtige zusdtzliche Information geschaffen, welche die automa-
tische Analyse der Probe 1 beschleunigt bzw. verbessert.

Zusdtzlich zu derartigen weiteren Datensitzen 6 kénnen auch Da-
tensdtze 7 herangezogen werden, welche aus dem Wissen von Ex-
perten gegriindet wurde. Beispielsweise k&énnen bestimmte, durch
vorausgegangene Untersuchungen belegte, Hypothesen iiber ver-
schiedene Arten von Proben 1 in solchen Datensédtzen 7 gesammelt
werden. Diese Datensidtze 7 kénnen weitere Parameter P'' liefern,
die zur Berechnung und Festlequng der interessierenden Bereiche
ROI der Probe 1 herangezogen werden ké&nnen.

Wie in der Abbildung durch die strichlierten Linien veranschau-
licht, kann die Festlegung der interessierenden Bereiche ROI der
Probe 1 auch iterativ erfolgen, indem die Parameter der Daten-

satze 4, 6, 7 solange verindert werden, bis ein optimales Ergeb-~
nis vorliegt.

Schlieflich kann, nach Erhalt des Ergebnisses des inter-
essierenden Bereichs ROI der Probe 1, auch jener Bereich der
Probe 1 entfernt werden, welcher auBerhalb des interessierenden
Bereichs ROI liegt. Es resultiert nunmehr ein Prdparat 8, dessen
Probe 1 ausschlieBlich aus dem automatisch festgelegten inter-
essierenden Bereich ROI und der eindeutigen Kennung ID der Probe
1 besteht. Dadurch wird verhindert, dass an nicht inter-
essierenden Bereichen der Probe 1 aufwindige und kostenintensive
Untersuchungen vorgenommen werden.

Fig. 2 zeigt ein Flussdiagramm zur weiteren Veranschaulichung
des erfindungsgemiBen Verfahrens zur automatischen Analyse von
biologischen Proben 1. Ausgehend von der Probe 1 gemif Block 100
wird diese entsprechend Block 101 bertthrungslos abgetastet. Die
berihrungslose Abtastung erfolgt dabei durch optische Verfahren
unter Ausniitzung der Autofluoreszenz-Strahlung. Nach dem
Abtasten der Probe 1 wird ein Datensatz gebildet (Block 102),
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der noch gefiltert oder transformiert werden kann (Block 103).
GemdB Block 104 wird aus dem Datensatz zumindest ein Parameter P
ausgewdhlt, und entsprechend Block 105 zumindest ein Schwellwert
S festgelegt. Gemd&B Block 106 wird der zumindest eine Parameter
P oder ein davon abgeleiteter Wert oder eine Kombination von Pa-
rametern P oder davon abgeleiteten Werten mit dem zumindest
einen Schwellwert S verglichen, um aus dem Vergleichswert den
interessierenden Bereich ROI bzw. die interessierenden Bereiche
ROI der Probe 1 festzulegen (Block 107). Der ermittelte inter-
essierende Bereich ROI wird zusammen mit der Kennung ID der
Probe 1 gespeichert (Block 108) und allenfalls grafisch darge-
stellt (Block 109). Vor der Festlegung des interessierenden Be-
reichs ROI entsprechend Block 107 kann eine Abfrage gemdfB Block
110 erfolgen, ob das Ergebnis anhand bestimmter Kriterien gut
erscheint. Ist dies der Fall, wird der ermittelte inter-
essierende Bereich ROI der Probe 1 entsprechend Block 107 fest-
gelegt. Ist dies jedoch nicht der Fall, kann der zumindest eine
Schwellwert S gem&f Block 111 verindert und angepasst werden so-
wie der zumindest eine Parameter P gemdB Block 112 ver&ndert und
angepasst werden und erneut der interessierende Bereich ROI der
Probe 1 festgelegt werden. Diese Schleife wird so oft wieder-
holt, bis das Ergebnis entsprechend der Abfrage 110 zufrieden-
stellend ist und somit der interessierende Bereich ROI der Probe
1 gem&B Block 107 festgelegt wird.

Mit der Probe 100 kénnen weitere Analysen entsprechend Block 113
durchgefiihrt werden und entsprechende Datensitze gebildet (Block
114) und allenfalls vorverarbeitet (Block 115) werden. Die so
ermittelten Daten kdnnen zur Auswahl der Parameter gemal Block
104 herangezogen werden. Ebenso k&nnen manuelle Einstellungen
von Experten entsprechend Block 116 fir die Auswahl der Parame-
ter gemal Block 104 sowie Daten aus Wissensdatenbanken (Block
117) verwendet werden und das Ergebnis der automatischen Analyse
der biologischen Proben 1 verbessern.

Fig. 3 zeigt die Draufsicht auf ein Bild einer aus 25 Einzel-
proben 9 bestehenden Probe 1 in Form eines Gewebsprobenarrays
(TMAs) . Bei der Probe 1 handelt es sich um Gewebsschnitte eines
bestimmten Zielgewebes, beispielsweise der Leber. Die Einzel-

probe 9' weist beispielsweise kein Zielgewebe oder eine Reaktion
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bei einer bestimmten Firbung des Gewebes auf und hat daher
keinen interessierenden Bereich ROI. Bei der Einzelprobe 9''
sind etwa 50% der Gesamtfliche mit Zielgewebe bedeckt oder

weisen eine Reaktion auf. Die Einzelprobe 9''' weist ebenfalls
etwa 50% Zielgewebe auf, welches starke spezifische Reaktion
zeigt. SchlieBlich zeigt die Einzelprobe 9'''' zum GroBteil

Zielgewebe, welches jedoch nur schwach eine spezifische Reaktion
zeigt. Die Abbildung zeigt die Vielfalt an unterschiedlichen
Proben, welche normalerweise in zeitaufwidndiger manueller Tatig-
keit analysiert werden miissen.

Fig. 4 zeigt drei schematische Abbilder von Autofluoreszenzauf-
nahmen verschiedener Proben 1 mit unterschiedlichen Zu-
sammensetzungen und somit unterschiedlicher GréBe der
interessierenden Bereiche ROI. Dabei handelt es sich um schema-
tische Abbilder tatsichlicher Messergebnisse.

Schlieflich zeigt Fig. 5 einige Gewebsproben 1, bei welchen die
manuell ermittelten interessierenden Bereiche ROI festgelegt und
gekennzeichnet wurden. Bei den interessierenden Bereichen ROI
handelt es sich beispielsweise um Krebsgewebe, wogegen die irre-
levanten Bereiche auBerhalb der interessierenden Bereiche ROI
Fettgewebe, Bindegewebe oder andere sind.

SchlieBlich zeigt Fig. 6 ein Blockschaltbild einer méglichen
Vorrichtung 10 zur automatischen Analyse von biologischen Proben
1. Die Vorrichtung 10 weist eine Einrichtung 11 zur beriihrungs-
losen Abtastung der Proben 1 auf. Die Abtasteinrichtung 11 kann
mit einer Datenbank 12 verbunden sein, welche Information tiber
die Proben 1 enthdlt. Die Abtasteinrichtung 11 ist durch zu-
mindest eine Lichtquelle 13, vorzugsweise einen Laser und eine
Einrichtung 14 zur Aufnahme eines Bildes der Probe 1, gebildet.
Fliir weitere Informationen kann ein Mikroskop 15 zur Aufnahme
eines Bildes der Proben 1 zur Schaffung weiterer Datensitze
angeordnet sein. Die Abtasteinrichtung 11 ist mit einer Rech-
nereinheit 16 verbunden, welche die Daten der abgetasteten
Proben 1 entsprechend verarbeitet. In der Rechnereinheit 16 wird
zumindest ein Parameter P aus den Datensitzen der Proben 1 aus-
gewdhlt und dieser Parameter P oder ein davon abgeleiteter Wert
oder eine Kombination von Parametern P oder davon abgeleiteten
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Werten mit zumindest einem Schwellwert S verglichen und der Ver-
gleichswert als Kriterium fiir die Festlegung interessierender
Bereiche ROI der Probe 1 verwendet. Diese interessierenden Be-
reiche ROI werden auf einer Anzeigeeinrichtung 17, beispiels-
weise einem Bildschirm, dargestellt und in einem Speicher 18
zusammen mit der Kennung ID der Probe 1 gespeichert. Zur effizi-
enteren Abwicklung des Verfahrens kann eine Einrichtung 19 zur
automatischen Zu- und Abfiihrung der Proben 1 vorgesehen sein,
welche vorzugsweise mit einem Magazin 20 zur Aufnahme einer
Vielzahl von Proben 1, die aus einem entsprechenden Lager 21
entnommen wurden, verbunden ist.

Beispiel fiir die Anwendung des Verfahrens an den Schnitten eines
Gewebsgrobenarrays

Das gegenst&ndliche Verfahren zur automatischen Analyse von bio-
logischen Proben eignet sich zur automatischen Analyse von Ein-
zelproben eines Gewebsprobenarrays. Im vorliegenden Beispiel
wird ein Gewebsprobenarray (TMA, Tissue Microarray) mit jeweils
450 Einzelproben bzw. ,Cores™ untersucht. Das Gewebsprobenarray
enthdlt jeweils 30 Einzelproben eines bestimmten Organs bzw. Ge-
webes, welche in den Zeilen der folgenden Tabelle aufgelistet
sind. Mit Hilfe anderer Verfahren kénnen fehlende oder defekte
Einzelproben des Probenarrays und somit die Relevanz der Proben
festgestellt werden. Die Anzahl n der verwertbaren Einzelproben
als Ergebnis eines derartigen Verfahrens ist in Spalte 2 und 4
der Tabelle wiedergegeben. Die Spalten 2 und 3 der Tabelle
zeigen die Ergebnisse an Schnitt Nr. 4 des Gewebsprobenarrays,
die Spalten 4 und 5 zeigen die Ergebnisse fiir Schnitt Nr. 137
desselben Gewebsprobenarrays. Beim Schnitt Nr. 4 sind entspre-
chend Spalte 2 insgesamt 14 der 450 Einzelproben defekt bzw.
fehlend. Beim Schnitt Nr. 137 des gleichen Gewebsprobenarrays
sind gemdB Spalte 4 bereits 223 von 450 Einzelproben nicht vor-
handen bzw. zerstért. Dies verdeutlicht das Problem bei Gewe-
bsprobenarrays, bei welchen manche Einzelproben nicht so weit in
den Paraffinblock ragen und somit gerade bei tieferen Schnitten
“des Gewebsprobenarrays fehlen.

Die Ergebnisse des erfindungsgemdfen Verfahrens werden in den
Spalten 3 und 5 der Tabelle gezeigt. Darin wird die Anzahl n; der
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Einzelproben des Gewebsprobenarrays jedes Gewebstyps angegeben,
welche der automatischen Analyse zufolge informatives Gewebe
enthalten. DemgemdR existieren beim Schnitt 4 gemdR Spalte 3 der
Tabelle insgesamt 412 fiir nachfolgende diagnostische Zwecke
verfiligbhare Einzelproben. 24 Einzelproben enthalten gem&R der
automatischen Analyse keine Information und stehen somit fiir
nachfolgende Untersuchungen nicht zur Verfiigung. Beim Schnitt
137 gemaB Spalte 5 der Tabelle sind insgesamt 207 Einzelproben
gemdfl der automatischen Analyse verwertbar und 20 davon enthal-
ten keine verwertbare Information. Beispielsweise wird eine Un-
tersuchung der Gewebsproben der Cervix, Mamma oder des Ovars
beim Schnitt 137 gemiB Spalte 5 der Tabelle durchaus sinnvoll,
da in diesem Fall eine Mehrzahl der Einzelproben verwertbare In-
formation enth&lt. Dagegen enthalten nur zwei der insgesamt 30
Einzelproben der Schilddriise verwertbare Informationen, weshalb
bei genauen Untersuchungen der Schilddriise auf ein anderes Gewe-
bsprobenarray bzw. einen anderen Schnitt des Gewebsprobenarrays
zugegriffen werden sollte.

Uber jede Einzelprobe des Gewebsprobenarrays liegt iiblicherweise
auch eine Information iiber den Patienten vor. Beispielsweise
stammen die 30 Einzelproben je Gewebsart im gegenstdndlichen
Beispiel von 10 verschiedenen Quellen, also beispielsweise 10
verschiedenen Patienten. Demnach existieren von der selben
Quelle bzw. dem selben Patienten im Idealfall 3 Einzelproben.
Durch das erfindungsgemife Verfahren kann jede Einzelprobe des
Gewebsprobenarrays automatisch analysiert werden, so dass bei-
spielsweise eine Aussage dariiber getroffen werden kann, von wel-
cher Gewebsart alle 3 der im Idealfall vorhandenen Einzelproben
informativen Charakter aufweisen oder von welcher beispielsweise
nur 2 oder nur 1 oder gar keine Einzelprobe informativen Charak-
ter besitzen. Fiir bestimmte Untersuchungen an dem Priparat ist
diese Information natiirlich von erheblicher Bedeutung. Wie die
durch das erfindungsgemiRe Verfahren erhaltenen Informationen
aufbereitet werden, hangt jedoch stark vom jeweiligen
Anwendungsfall und den nachfolgenden Untersuchungen an den Pri-
paraten ab.
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TABELLE
Schnitt 4 Schnitt 137

Gewebe n; n n;
Magen 27 26 14 14
Pankreas 30 22 18 9
Ovar 30 30 22 21
Mamma 30 29 23 23
Zervix 30 30 24 23
Prostata 24 24 71 7
Hoden 30 24 16 12
Niere 30 30 20 20
Sarkom 29 27 14 12
Endometrium 29 28 13 12
Schilddriise 30 30 3 2
Kolon 30 28 12 12
Melanom 27 27 15 14
Leber 30 27 4 4
Lunge 30 30 22 22
SUMME 436 412 227 207
Fehlend bzw.
nicht in-
formativ 14 24 223 20
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur automatischen Analyse von biologischen Proben
(1), insbesondere Gewebsproben, wobei die Probe (1) mit Licht
angeregt wird und als Datensatz (4) der Probe (1) ein Bild der
resultierenden Fluoreszenzstrahlung der Probe (1) aufgenommen
und gespeichert wird, dadurch gekennzeichnet, dass aus dem
gespeicherten Datensatz (4) der Probe (1) zumindest ein Parame-
ter (P) ausgewdhlt und dieser oder ein davon abgeleiteter Wert
oder eine Kombination von Parametern (P) oder davon abgeleiteten
Werten mit zumindest einem Schwellwert (S) verglichen wird, und
der Vergleichswert (V) als Kriterium fir die Festlequng inter-
essierender Bereiche (ROI) der Probe (1) verwendet und zZusammen
mit einer eindeutigen Kennung (ID) der Probe (1) gespeichert
wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Probe (1) mit Laserlicht angeregt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das Bild der resultierenden Fluoreszenzstrahlung der Probe
(1) gefiltert wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Probe (1) mit kombiniertem Licht verschie-
dener Wellenlingen angeregt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Datensatz (4) der Probe (1) in einem stan-
dardisierten Format, beispielsweise im TIFF- oder JPG-Format
gespeichert wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Datensatz (4) der Probe (1) in zumindest
einen bindren Datensatz transformiert wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Parameter (P) ein Fluoreszenzparameter, ins-
besondere die Fluoreszenzintensitdt, verwendet wird.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass zumindest ein Schwellwert (S) aus zumindest einem
Parameter (P) abgeleitet wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Schwellwert (S) in Abhingigkeit der Art der
Probe (1) gewdhlt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Schwellwert (S) in Abhingigkeit der Ver-
gleichswerte (V) verdndert wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-~
zeichnet, dass der Schwellwert (S) durch externe Parameter (P'')
beeinflusst wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass jene Bereiche der Proben (1), deren Vergleichs-
wert positiv ist, als interessierende Bereiche (ROI)
gekennzeichnet werden.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die geometrische Form der interessierenden Berei-
che (ROI) ermittelt und fir die weitere Bearbeitung und Analyse
gespeichert wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im resultierenden Datensatz (5) der Probe (1) die
aulerhalb der interessierenden Bereiche (ROI) liegenden Bereiche
der Probe (1) geldscht oder selektiv anders dargestellt werden.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die auBerhalb der interessierenden Bereiche (ROI)
liegenden Bereiche der Probe (1) ausgeschnitten werden.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 15, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die GréBe der interessierenden Bereiche (ROI)

einer Probe (1) bestimmt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das




— 23 - . L

Verhdltnis der GrdBe der interessierenden Bereiche (ROI) zur Ge-
samtfldache der Probe (1) gebildet und zusammen mit der eindeu-
tigen Kennung (ID) der Probe (1) gespeichert wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
jene Proben (1), deren Verhiltnis der Gréfe der interessierenden
Bereiche (ROI) zur Gesamtfliche der Probe (1) einen vorgegebenen
Grenzwert unterschreiten, als unverwertbar gekennzeichnet
werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18,'dadurch gekenn-
zeichnet, dass zumindest ein Parameter (p'', P'''") aufgrund zu-
mindest eines weiteren Datensatzes (6, 7) der Probe (1)
ausgewdhlt wird.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mehrere Proben (1) automatisch sequentiell oder
parallel verarbeitet und die erhaltenen Daten iiber die identifi-
zierten interessierenden Bereiche (ROI) der Proben (1) gespei-
chert werden.

21. Vorrichtung (10) zur automatischen Analyse von biologischen
Proben (1), insbesondere Gewebsproben, mit einer durch zumindest
eine Lichtquelle (13) und eine Kamera bzw. einen Detektor ge-
bildeten Einrichtung (11) zur beriihrungslosen Abtastung der
Proben (1) zur Bildung von Datensitzen (4) der Proben (1), da-
durch gekennzeichnet, dass die Abtasteinrichtung (11) mit einer
Rechnereinheit (16) zur Auswahl zumindest eines Parameters (P)
aus dem Datensatz (4) und zum Vergleich dieses Parameters (P)
oder eines davon abgeleiteten Wertes oder einer Kombination von
Parameter (P) oder davon abgeleiteten Werten mit zumindest einem
Schwellwert (S) verbunden ist, und dass eine Einrichtung (17)
zur Anzeige eines aus dem Vergleichswert festgelegten inter-
essierenden Bereichs (ROI) der Probe (1), und ein Speicher (18)
zum Speichern dieses Bereichs (ROI) zusammen mit einer eindeu-
tigen Kennung (ID) der Probe (1) vorgesehen ist.

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass
zumindest eine Lichtquelle (13) durch einen Laser gebildet ist.
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23. Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeich-
net, dass mehrere Lichtquellen (13) in verschiedenen Wellen-
langenbereichen vorgesehen sind.

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 23, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Einrichtung zur Transformation des Da-
tensatzes (4) der Probe (1) in zumindest einen bindren Datensatz
vorgesehen ist.

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 24, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Filtereinrichtung zum Filtern der Daten-
sdtze (4) der Proben (1) vorgesehen ist.

26. Vorrichtung nach einem der Anspriche 21 bis 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass ein Mikroskop (15) zur Aufnahme der Proben
(1) zur Schaffung zusitzlicher Datensdtze (6) vorgesehen ist.

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 26, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Einrichtung (19) zur automatischen Zu-
und Abfihrung der Proben (1) vorgesehen ist.

28. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 27, dadurch ge-
kennzeichnet, dass ein Magazin (20) zur Aufnahme einer Vielzahl
von Proben (1) vorgesehen ist, aus welchem die Proben (1) zur
Analyse automatisiert entnommen und wieder retourniert werden.
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