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IHC-Fédrbungen helfen bei der Diagnose von Tumoren.
Um die Sicherheit der Analyse zu gewdhrleisten, sind
Kontrollgewebeproben notwendig. Digitale Tissue-Micro-
Array-Gerdte von Sysmex ermdglichen, diese effizient in
grofsem Umfang herzustellen.

TEXT Dr. Olaf Scheel

Immunhistochemische Farbungen (IHC) sind eine wichtige Me-
thode in der diagnostischen Histologie zur Identifikation und Klassi-
fizierung von Tumorzellen. Uber den immunhistochemischen Nach-
weis spezifischer Marker wie Transkriptionsfaktoren oder Membran-
proteine kénnen morphologisch gleich erscheinende Tumore, die sich
jedoch in ihrem Wachstumsverhalten, ihrer Entitét, ihrer Aggressivi-
tat, Metastasenbildung oder auch Therapieantwort unterscheiden
kénnen, differenziert werden. Um in der diagnostischen Routine die
Sensitivitdt und Spezifitdt von IHC-Farbungen sicherzustellen, ist es
notwendig, geeignete Kontrollfarbungen als Positiv- und Negativ-
kontrollen an zuvor entsprechend validierten Gewebeproben mitzu-
fuihren. Bei Onslide-Kontrollen wird direkt auf dem Objekttréger, auf
dem sich das zu untersuchende Gewebe befindet, dieses Kontrollge-
webe aufgebracht. Es durchlduft dann parallel zum diagnostischen
Gewebe den gleichen Farbeprozess und ist somit ein geeignetes
Werkzeug zur Qualitatssicherung der IHC-Farbungen.

Durch eine wohldurchdachte Auswahl an Referenzgewebe l&sst
sich ein Kontrollset erstellen, mit dem sich sowohl die Spezifitat
als auch die Sensitivitat der eingesetzten IHC-Farbung tberpriifen

»Einzig vernilinftige Methode*

Warum sind Onslide-Kontrollen wichtig?

lasst. Solch eine Kontrollgewebeauswahl umfasst dann mindestens
Positiv- und Negativkontrollen fiir das eingesetzte Nachweissystem.
Fur eine quantitative Validierung sind zusatzlich Positivkontrollen
notig, die eine validiert unterschiedliche Expression des nachzuwei-
senden Biomarkers aufweisen. Wéahrend ein rein qualitatives Testset
nur mindestens zwei Kontrollgewebe umfasst, ist fiir eine quantita-
tive Validierung ein Set von insgesamt acht bis 16 Gewebesamples
nétig, wenn man zusdtzlich Gewebeheterogenitdten ausschlieRen
mochte. Da auf einem Objekttrager nur begrenzt Flache fur das Auf-
ziehen dieser Kontrollsamples zur Verfiigung steht, liegt es auf der
Hand, bei umfangreichen Kontrollsets moglichst kleine Kontrollge-
webestlicke zu verwenden und den zur Verfligung stehenden Platz
effizient zu nutzen. Unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten ist zu-
dem eine wenig arbeitsintensive Methode zur Erstellung der Kon-
trollen wiinschenswert, ohne dass es dabei zu EinbuRen in Qualitdt
und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kommt. Dies gilt insbeson-
dere, wenn in der Routinediagnostik einige Zehntausende Objekt-
trager pro Jahr mit Onslide-Kontrollen besttickt werden sollen.
Ziel ist die Etablierung eines automatischen, standardisierten und
arbeitseffizienten Workflows, um die Kontrollsets in hoher, gleich-
bleibender Qualitat zu einem akzeptablen Kosten- und Arbeitsauf-

wand herstellen zu kénnen.

Digitale TMAs
Tissue Micro Arrays (TMA) eignen sich daher besonders zur Herstel-
lung von Onslide-Kontrollen in der Routine. TMAs bieten die Mog-
lichkeit, Hunderte von Gewebeproben zeit- und kosteneffizient zu
untersuchen. Dazu werden kleine Gewebesdulen aus dem in einen
Paraffinblock eingebetteten Gewebe (Spenderblock) ausgestanzt
und in einen sogenannten Empfangerblock tberfthrt, der tiber 500

Dr. Carol-Immanuel GEPPERT: Sie sind die einzig verniinftige und nach den aktuellen
DAKkkS-Vorgaben sinnvoll einsetzbare Methode, um ein umfassendes Qualitdtsmanage-
ment der IHC-Farbungen in der Pathologie sicherzustellen. Von dem Einsatz profitieren
das Labor und die diagnostisch tétigen Arzte und damit letzten Endes auch die Patienten,
da eine zuverldssige Diagnostik sichergestellt ist.

Wie stellen Sie Onslide-Kontrollen her?

Wir haben ein Aufkommen von 70.000 IHC-Féarbungen pro Jahr. Fur die Herstellung
von entsprechend vielen Kontrollen setzen wir u. a. ein semi-automatisches TMA-Gerét,
den TMA Grand Master von Sysmex ein.

Welche Vorteile bietet ein automatisiertes TMA-Gerat?

Der Vorteil der automatischen Erstellung der TMAs fiir Onslide-Kontrollen liegt in der
nahtlosen Integration in den digitalen Produktions-Workflow dieser Kontrollen im
Institut. Dartiber hinaus fiihren der hochprazise Gewebetransfer und die ztigige auto-
matisierte Erstellung der TMA-Bl6cke zu einem signifikanten Effizienzgewinn und
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solcher Gewebesdulen enthalten kann. Vom Empfangerblock kénnen
dann histologische Schnitte wie von normalen Gewebebl6cken an-
gefertigt werden. Gegentiber der konventionellen Herstellung von
TMAs bietet die digitale Herstellung von TMAs einige Vorteile:

1. Qualitatssicherung des Prozesses durch Barcode-Codierung
der Proben und Barcode-Erfassung durch den Objekttréager-
scanner und das TMA-Gerit

2. Probennachverfolgung und Prozessdokumentation zum
Beispiel mit Microsoft Excel

3. Zeitersparnis durch Automation

4. Standardisierter und préziser Arbeitsablauf

5. Einsparpotenzial bei Reagenzien

Onslide-Kontrollen mit digitalem TMA

Fur die Herstellung von Onslide-Kontrollen bietet sich die Verwen-
dung von automatisierten TMA-Geréaten an. Die Einbindung in den
digitalen Pathologie-Workflow ermdglicht per Software die komfor-
table Auswahl der Referenzgewebe und die Festlegung der Gewebe-
areale, die fur die Onslide-Kontrollen genutzt werden sollen. Ebenso
lassen sich bequem tiber das TMA-Layout die Zusammenstellung und
die Anordnung dieser Referenzen festlegen, um einen méglichst aus-
sagekraftigen Kontrollsatz auf moglichst kleiner Flache zu erhalten.
Der Gewebetransfer erfolgt dann weitgehend automatisiert, was
einerseits einen minimalen Arbeitsaufwand bedeutet und anderer-
seits eine hohe Transfergenauigkeit sichert, die zudem komplett
dokumentiert und damit nachvollziehbar ist.

Mithilfe von automatischen digitalen TMA-Gerdten k&nnen
Onslide-Kontollen effizient, in groRer Menge, mit hoher Qualitat und
Reproduzierbarkeit hergestellt werden. Dies sichert die Qualitdt von
IHC-Farbungen und auch in-situ-Hybridisierungen in der histopatho-
logischen Routinediagnostik. Damit ist es fur Labore mdglich, einen
klar definierten und kalkulierbaren Ablauf auch zur formalen Quali-
tatssicherung aufzusetzen und so aktiv auf den starker werdenden
Druck zur Akkreditierung der Labore und Laborprozesse reagieren
zu kénnen. Im Zuge der stetig komplexer werdenden histopathologi-
schen Félle - hervorgerufen durch einen unaufhaltsamen Fortschritt
in der Entwicklung von spezifischen und sensitiven Tumormarkern
und neuen Target-Therapieansdtzen - steigt auch die Zahl der Far-
bungen kontinuierlich an. Dazu kommt die Zunahme der Félle durch
die steigende Alterung der Bevélkerung. Die Automatisierung der
Herstellung der Onslide-Kontrollen mit digitalen TMA-Geraten wird
diesen Anforderungen schon jetzt gerecht.

Weitere Informationen zu Losungen fiir den digitalen Workflow finden
Sie unter www.sysmex.de/digitalepathologie

SUMMARY

e Dievon Sysmex vertriebenen TMA-Gerédte von
3DHistech Ltd. gewahrleisten innerhalb eines standar-
disierten Prozesses einen hohen Grad an QM-Sicherheit
und Effizienz in der Erstellung von Onslide-Kontrollen

Digitaler Workflow

Vom Kontrollgewebe zur

Onslide-Kontrolle

Der digitale Workflow zur Herstellung von TMAs ldisst
sich in die folgenden Arbeitsschritte unterteilen

1. Auswahl
Auswahl und Prozessierung
der Kontrollgewebe und
Erstellung von digitalisierten
Gewebeschnitten mit Objekt-
tragerscannern

2. Markierung

Festlegung der zu transferie-
renden Gewebestanzen -

der sogenannten TMA-Marker -
auf dem digitalen Gewebeschnitt
am virtuellen Mikroskop und
Ubertragung dieser digitalen
TMA-Marker auf den entspre-
chenden Spenderblock, also den
Block mit dem Referenzgewebe

3. Layout
Erstellen des Layouts des
Empfangerblocks

4. Transfer

Vollautomatischer Transfer der
Gewebestanzen aus den Spender-
blécken in die Empfangerblocke

5. Finale Onslide-Kontrolle
Die fertigen TMA-Bl6cke mit
den Kontrollsamples werden
geschnitten, parallel mit dem
diagnostischen Gewebe auf den
Objekttragern aufgebracht und
durchlaufen gemeinsam mit
diesem alle Schritte des Farbe-

prozesses



Die Vorteile des digitalen TMA-Workflows auf einen Blick

0o000O0 XLS
Qualitatssicherung durch Probennachverfolgung
Barcode-Erkennung mittels Microsoft Excel®

Technische Daten

m Stanzendurchmesser wahlbar (0,6 mm, 1,0 mm, 1,5 mm oder 2,0 mm)

Zeitersparnis durch

-6~

Standardisierter und Einsparpotenzial
préziser Arbeitsablauf bei Reagenzien

m Digitales Slide Overlay, um die TMA-Marker schnell und punktgenau vom gefarbten Gewebeschnitt auf den Spenderblock zu tibertragen

m Vollautomatische Probenentnahme fiir PCR-Analysen ohne Kontamination der Stanze

m Bilderfassungund -speicherung der prozessierten Spenderblécke zur Nachverfolgung und Qualitatssicherung

m Komfortabler Datenexport tiber Excel-Tabellen

TMA Master Il

B Kompaktes halbautomatisches TMA-Gerét fur
bis zu 5 Paraffinblécke (Kombination variabel)

B Bis zu 558 Stanzen (@ = 0,6 mm) pro Paraffinblock
(37 mm x 24 mm)

B Abmessungen (L x B x H):
ca.380 mm x 240 mm x 290 mm

TRA L.

TMA Grand Master

Vollautomatisches TMA-Gerat fiir bis zu 72 Paraffinblcke
(12 Empfangerblocke und bis zu 60 Spenderblécke)
Schneller integrierter Workflow durch paralleles
Uberfiihren, Stanzen, Bohren und Bilderfassen

Bis zu 558 Stanzen (@ = 0,6 mm) pro Paraffinblock

(37 mm x 24 mm)

Ubertragung von bis zu 280 Stanzen pro Stunde
Abmessungen (L x B x H):

ca.810 mm x 500 mm x 440 mm
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