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Zusammenfassung 

Ein massgeblicher Teil der Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz stellt die 
Schnittrandkontrolle nach einer Tumorexzision dar: dies geschieht im Rahmen einer 
intraoperativen Beurteilung der Tumorfreiheit des eingesendeten Operationspräparates und 
geschieht mittels Aufarbeitung am Kryostaten nach Kriterien, die vom zuständigen 
Pathologen entschieden werden. 

Stand dato werden diese auf Objektträger aufgezogenen Schnellschnitte HE-gefärbt und 
dem zuständigen Pathologen zur raschen Befundung überreicht – dieser histotechnische 
Prozess nimmt in der Regel ein kurzes Zeitfenster von 15 bis maximal 30min in Anspruch. 
Bei unklaren Fällen oder Diskrepanzen in der Befundung stellte sich die Frage, ob eine 
zusätzliche immunhistochemische Aufarbeitung der Tumorexzisate bei der Befundung 
betreffend Sensitivität bei der Anfärbung sowie Zeitaufwandminimierung helfen könnte. 

Die vorliegende Diplomarbeit beschäftigt sich mit der Zielsetzung, die Einführung der 
immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz anhand der 
immunhistochemischen Färbungen BerEP4 und CKAE AE1/AE3 zwecks Tumordiagnostik 
von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen zu ermöglichen. 

In Zusammenarbeit mit Berufsbildnerin Daniela Joseph und Betreuungsperson Sandra 
Krayl wurden drei Fragestellungen erarbeitet, deren Beantwortung diese Zielsetzung 
ermöglichen sollte. Diese sind: 

1) Kann der Tintodetector effizient, d.h. unter den Gesichtspunkten 
Ergebnisauswertung, Zeitersparnis, Aufwandminimierung und Kostenreduzierung, 
bei Kempf und Pfaltz eingeführt werden? 

2) Können die gefärbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden? 

3) Bietet die Mohstechnik bei der Schnellschnitt-Tumordiagnostik mittels 
Immunhistochemie Vorteile, wie beispielsweise höhere Sensitivität gegenüber der 
Paraffineinbettung und Routine-HE-Färbung? 

Im Zeitraum vom 31.01.2023 bis zum 05.04.2023 wurden Gewebeanteile von 29 
eingesendeten Hautexzisaten zwecks der vorliegenden Diplomarbeit histotechnisch und 
immunhistochemisch verarbeitet. 
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1 Einleitung 

1.1 Ausgangslage 

Nach einer zuvor erfolgten immunhistochemischen Diagnostik am fixierten Gewebe und die 
Bestätigung eines Basalzellkarzinoms beziehungsweise Plattenepithelkarzinoms gelangt 
ein Tumorexzisat zwecks Schnittrandkontrolle zur Weiterverarbeitung durch einen BMA und 
zur Befundung durch einen Pathologen zu Kempf und Pfaltz. 

Die Weiterverarbeitung durch einen BMA bezeichnet die histotechnische Aufarbeitung wie 
Gewebezuschnitt, Gefrierschnitt und die verkürzte HE-Färbung, die Befundung durch den 
Pathologen bezeichnet die Überprüfung, ob diese Exzision mit vorgegebenem 
Sicherheitsabstand der vollständigen Resektion im Gesunden genügt (R0-Resektion) und 
die Empfehlung beziehungsweise Anordnung einer Nachexzision bei allfälliger Indikation. 

Hier liegt die Basis für die Idee zur vorliegenden Diplomarbeit: Immer wieder tauchte die 
Frage auf, ob im Rahmen einer Hilfestellung bei unklaren Fällen, beispielsweise schlecht 
abgrenzbaren Tumorresten am Schnittrand, eine genügend sensitive Immunhistochemie 
am gefrorenen Gewebe durchgeführt werden kann.  

1.2 Motivation und Relevanz 

Die Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz impliziert eine hohe Relevanz – In einem 
Zeitraum vom November 2022 bis April 2023 gelangte beinahe täglich ein Tumorexzisat 
zwecks Schnittrandkontrolle ins Labor. Häufig handelte es sich um ein Basalzellkarzinom-
Exzisat. 

Bei unklaren Fällen könnte die immunhistochemische Aufarbeitung mittels BerEP4- bzw. 
CKAE AE1/AE3-Färbung am Schnellschnitt dem Pathologen eine unterstützende 
Hilfeleistung bieten, in dem kleinste und, in der HE-Färbung, schwer zu physiologischen 
Zellanordnungen abgrenz- und somit diagnostizierbare Tumorreste darstellbar werden.  

Der nach Vorgaben der Pathologen genügenden Sensitivität soll die immunhistochemische 
Färbung auch eine Zeitersparnis und Kostenreduktion bieten. 

Die vorliegende Diplomarbeit beschäftigt sich mit der immunhistochemischen Färbung an 
Gefrierschnitten zwecks Tumordiagnostik. Diese Immunhistochemie soll mit Hilfe eines 
neuen Gerätes, dem TintoDetectors Mini Immuno System der Firma Bio SB, das nach dem 
Prinzip des Kapillareffekts funktioniert, durchgeführt werden. 

1.3 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit beinhaltet die Einführung der immunhistochemischen 
Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz anhand der immunhistochemischen 
Färbungen BerEP4 und CKAE zwecks Tumordiagnostik von Basalzell- und 
Plattenepithelkarzinomen. 

Diese Zielsetzung soll umgesetzt werden mittels folgender Fragestellungen: 

1) Kann der Tintodetector effizient, d.h. unter den Gesichtspunkten 
Ergebnisauswertung, Zeitersparnis, Aufwandminimierung und Kostenreduzierung, 
bei Kempf und Pfaltz eingeführt werden? 

2) Können die gefärbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden? 

3) Bietet die Mohstechnik bei der Schnellschnitt-Tumordiagnostik mittels 
Immunhistochemie Vorteile, wie beispielsweise höhere Sensitivität gegenüber der 
Paraffineinbettung und Routine-HE-Färbung? 
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1.4 Vorgehen 

Die ins Labor gesendeten Schnellschnitte wurden am Kryostaten geschnitten, HE-gefärbt 
und vom jeweiligen Pathologen befundet und rückgemeldet. Bei einigen Gewebeblöcken 
erfolgte anschliessend eine immunhistochemische Aufarbeitung am Bio SB Tintodetector, 
wenn in diesen Gewebeblöcken vom zuständigen Pathologen Karzinomreste als klar 
erkennbar deklariert oder als interessant bei eher unklaren Fällen erachtet wurden. 

Es wurden 29 Versuchsreihen durchgeführt. Versuchsreihe eins bis vier geschah im 
Rahmen eines Herantastens an die korrekte Handhabung des TintoDetectors und brachten 
keine auswertbaren Ergebnisse hervor.  

Es wurden 19 Basalzell- und sieben kutane Plattenepithelkarzinome immunhistochemisch 
verarbeitet. 

Nach jeder Versuchsreihe wurden die gefärbten Schnitte dem zuständigen Pathologen zur 
Befundung und Beurteilung der Qualität in puncto Sensitivität und Färbeergebnis überreicht. 
Die gefärbten Schnitte wurden zeitnah gescannt und dunkel bei 4-8 Grad Celsius archiviert. 

1.5 Vorschau 

Das Kapitel Theorie befasst sich mit Grundlagen, die dem Verständnis der vorliegenden 
Diplomarbeit dienen – dies sind die Anatomie der Haut, das Basalzell- und das 
Plattenepithelkarzinom, Grundlagen der immunhistochemischen Färbung, die 
Gefrierschnittuntersuchung sowie die Tumorexzision und Mohs-Technik. 

Im Kapitel Praxis werden die Gerätschaften und Reagenzien, das Probenmaterial und das 
methodische Vorgehen beschrieben. Ebenfalls in diesem Kapitel ist eine 
Zusammenfassung der Ergebnisse zu finden. 

Im Kapitel Diskussion werden die Ergebnisse ausgewertet und das daraus resultierende 
Fazit erläutert. Es beinhaltet einen Ausblick. 
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2 Theorie 

2.1 Anatomie der Haut 

Die Haut wird in zwei Schichten unterteilt: Kutis (Haut) und Subkutis (Unterhaut). Die Kutis 
wiederum wird in Epidermis (Oberhaut) und Dermis (Lederhaut) unterteilt (Abbildung eins). 

 Epidermis (Oberhaut) 

Die Epidermis ist aufgebaut aus mehrschichtigem, verhorntem Plattenepithel, ist gefässfrei 
und in der Regel 30 – 50 Mikrometer dick – kann aber, abhängig vom Grad ihrer 
mechanischen Belastung, eine Dicke von bis zu 2000 Mikrometern erreichen. Bis zu 90% 
der epidermalen Zellen sind keratinbildende Keratinozten.c 

Die Epidermis besteht aus vier Schichten, die der Basalmembran aufliegen - inferior zu 
superior: Basalschicht (stratum basale), Stachelzellschicht (stratum spinosum), 
Körnerschicht (stratum granulosum) und Hornschicht (stratum corneum). Diese Unterteilung 
erfolgt abhängig vom Differenzierungsgrad und Aussehen der Keratinozyten. 

- Basalmembran und Basalschicht (stratum basale): Basalmembran: Sie grenzt die 
Epidermis zur Dermis ab und dient der Verzahnung mit der Dermis über Anker- und 
Mikrofibrillen.  

- Stratum basale: Es handelt sich um eine einlagige Zellschicht. Sie dient dem 
Keratinozyten-Nachschub und zeigt eine hohe Mitosefähigkeit. Die neuen Zellen 
durchlaufen innerhalb von 28 Tagen sämtliche Epidermisschichten und differenzieren 
dabei aus.  

- Stratum spinosum: Diese Schicht weist eine Dicke von zwei bis fünf Zelllagen auf. Es 
handelt sich dabei um melaninhaltige, polygonale Keratinozyten. Die Stachelzellform 
entsteht durch die stachligen Verbindungen zu den umgebenden Zellen über die 
Desmosomen, an die Keratinfilamente (Proteinfäden, die der mechanischen 
Verspannung des Keratinozyten-Zellkörpers dienen) anknüpfen. 

- Stratum granulosum: Diese Schicht von ein bis drei Zelllagen sind durch ihre 
Abflachung und reihenförmige Anordnung erkennbar. Sie enthalten 
Keratohyalingranula, die Vorläufer der Keratinmatrix der Hornzellen sind. Zudem 
sezernieren sie Proteine, die als Kittsubstanz der Hornschicht fungieren. In 
Kombination mit hydrolytischen Enzymen erfolgt eine Aushärtung der Zellmembran 
durch Vernetzung mehrerer Proteine.  

- Stratum corneum: Hier liegen zehn bis zwölf Zelllagen kernloser, abgeflachter 
Keratinozyten, die inflexibel miteinander verbunden und vollständig mit 
Keratinfilamenten besetzt sind. Die im stratum granulosum synthetisierte Kittsubstanz 
aus verschiedenen Lipiden schliesst das stratum corneum wasserdicht ab.  

 Dermis 

Die Dermis ist mit der Epidermis durch ein Wellenprofil verzahnt. Die mechanische 
Verankerung erfolgt über feste, starre Proteinfäden und Fasern. 

Die Dermis unterteilt man in zwei Schichten, die Papillarschicht (stratum papillare) und die 
Netzschicht (stratum reticulare). 

- Stratum papillare: Diese Lage enthält Papillarkörper, die mit den Epidermisleisten 
verzahnt sind, was der Stabilität dient. Sie enthalten schlaufenförmige, aufsteigende 
Kapillargefässe. 

- Stratum reticulare: Diese Lage enthält bindegewebe- und kollagenproduzierende 
Zellen, die Fibroblasten. Kollagen und elastischen Fasern gewährleisten Stabilität, 
Reissfestigkeit sowie die intradermale Elastizität. 

In der gesamten Dermis befinden sich ausserdem Lymphspalten und Nervenfasern, sowie 
weitere Hautanhangsgebilde, beispielsweise Talgdrüsen. 
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 Subkutis 

Die Subkutis ist aus Fettläppchen aufgebaut, deren Form durch Bindegewebsfasern 
definiert wird. Dieses Fettgewebe dient als Energiespeicher, Wärmeisolator und 
mechanisches Schutzpolster.  

 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau – Haut 
(Quelle: https://www.cicatrix.de/narben_haut_aufbau.html) 

 

 Zur Lokalisation von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen 

Basalzellkarzinome haben ihren Ursprung in der Basalschicht. Sie wachsen nestförmig in 
umliegende Epidermisschichten und können über die Basalmembran in die Dermis 
infiltrieren (Abbildung zwei, Ursprung: blaue Kennzeichnung) 

Plattenepithelkarzinome entstehen in atypischen Keratinozyten des epidermalen 
Plattenepithels, durchbrechen die Basalmembran und infiltrieren in die Dermis und 
gegebenenfalls in tiefere Schichten. 

 

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau - Epidermis und Dermis; Urspung des Basalzellkarzinoms blau 
markiert (Quelle: https://www.amboss.com/de/wissen/Haut_und_Hautanhangsgebilde) 
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2.2 Tumoren der Haut: Basalzell- und Plattenepithelkarzinom 

 Basalzellkarzinom 

(nachfolgend BCC genannt, basal cell carcinoma) 

Das BCC ist eine oberflächliche, langsam wachsende Papel oder Induration, die von 
epidermalen Zellen ausgeht, ein destruktives Wachstumspotenzial aufweist, aber nur sehr 
selten metastasiert. BCC entstehen aus epithelialen Stammzellpopulationen der Haarfollikel 
und aus Keratinozyten der interfollikulären Epidermis in der Basalschicht. 

 Epidemiologie 

Etwa 75% aller nicht-melanotischen Hauttumoren sind BCC und damit die häufigsten 
Tumoren. Die Inzidenz steigt weltweit an – Grund dafür könnte durch verändertes 
Freizeitverhalten und die höhere UV-Belastung gegeben sein. BCC nehmen mit dem 
Lebensalter zu, zumeist sind Männer betroffen. 

 Ätiopathogenese 

BCC nehmen ihren Ursprung bei adulten, stammzellähnlichen Zellen in der Basalschicht 
der Epidermis. Genetische Veränderungen in Signaltransduktionswegen führen zu einer 
Umprogrammierung hin zu embryonalen Haarfollikel-Progenitorzellen, die sich in ein 
Basalzellkarzinom entwickeln. Sie exprimieren die Zytokeratine CK5 und CK14. 

Zur Entstehung eines BCC existieren genetische Faktoren, Exponierung von UV- und 
ionisierender Strahlung, aber auch Immunsuppression, sowie Karzinogene und chronische 
Hautschädigungen. 

 Klinik 

Prädilektionsstelle für BCC ist das Gesicht: Bei etwa 80 % der Patienten sind sie am Kopf 
oberhalb des Mundes lokalisiert, wobei die Nase mit 30 % am häufigsten betroffen ist.  

BCC weisen eine grosse Variationsbreite mit einzelnen Subtypen auf. Die relevantesten 
hierbei sind: 

- Noduläres BCC: langsam wachsender, scharf begrenzter, und kuppelartiger Tumor 
mit glasiger Farbe und derber Konsistenz, von Teleangiektasien durchzogen 

- Sklerodermiformes BCC: unscharf begrenzte, atrophische oder leicht erhabene, 
narbige, gelbliche Plaque mit einzelnen Teleangiektasien, selten ulzerierend, aber zu 
Infiltration in tiefer gelegene Strukturen neigend, so dass eine Exzision mit 
ausreichendem Sicherheitsabstand indiziert ist 

- Superfizielles Basalzellkarzinom: scharf, aber unregelmässig begrenzte, rotbraune, 
leicht erhabene Plaque mit feiner Schuppung oder Krusten, in der Regel nicht 
ulzerierend 
 

 Histopathologie 

BCC sind charakterisiert durch die vom Stratum basale ausgehenden, knötchenförmigen 
oder strangförmigen epidermalen Tumorzellproliferationen, die von einem dermalen Stroma 
(Tumorstroma) umgeben sind. Die Epidermis über dem Basalzellkarzinom zeigt sich meist 
atrophisch, beziehungsweise ulzeriert oder erodiert. Ebenfalls charakteristisch ist eine 
palisadenartige Aneinanderreihung der Tumorzellen im Randbereich. Zwischen 
Tumorzellen und Tumorstroma zeigt sich zumeist ein Spalt, der diagnostisch wegweisend 
ist. (Abbildungen 3 und 4; Abbildung drei zeigt ein superfizielles BCC mit typischer 
Tumorstroma, Abbildung vier ein sklerodermiformes BCC mit Tumornestern in der Dermis) 

https://flexikon.doccheck.com/de/Stammzelle
https://flexikon.doccheck.com/de/Epidermis
https://flexikon.doccheck.com/de/Genetisch
https://flexikon.doccheck.com/de/Embryonal
https://flexikon.doccheck.com/de/Haarfollikel
https://flexikon.doccheck.com/de/Progenitorzelle
https://flexikon.doccheck.com/de/Zytokeratin
https://flexikon.doccheck.com/de/Zytokeratin_5
https://flexikon.doccheck.com/index.php?title=Zytokeratin_14&action=edit&redlink=1
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Abbildung 3: superfizielles BCC (Quelle: 
http://archiv.ub.uni-
marburg.de/diss/z2019/0459/pdf/dhr.pdf Seite 9) 

Abbildung 4: sklerodermiformes BCC (Quelle: 
http://archiv.ub.uni-
marburg.de/diss/z2019/0459/pdf/dhr.pdf Seite 10) 

 

 Bedeutung des Antigens EpCAM 

Das epitheliale Zelladhäsionsmolekül EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) ist ein 
Tumor-assoziiertes Antigen, dessen gesteigerte Expression mit einer erhöhten Proliferation 
spezifischer epithelialer Zellen einhergeht. Dieser Umstand kann zur Tumordiagnostik 
genutzt werden, zumal EpCAM normalerweise in der basolateralen Membran der Zellen in 
der Mehrzahl von epithelialen Geweben exprimiert wird und mittels des BerEP4-Antikörpers 
im Rahmen einer histologischen Färbung darstellbar ist. Die BerEP4-Färbung zeigt im 
Ergebnis eine zytoplasmatische Anfärbung der gesuchten Zellen und hat eine hohe 
Empfindlichkeit und Spezifität darin, nur in BCC-Zellen positiv zu sein. Die BerEP4-Färbung 
ist im Plattenepithel negativ, was insbesondere eine Abgrenzung zum 
Plattenepithelkarzinom erlaubt. 

 Plattenepithelkarzinom der Haut 

(nachfolgend cSCC genannt, cutaneous squamous cell carcinoma) 

Das cSCC ist ein maligne, von Keratinozyten ausgehende Neoplasie des epidermalen 
Plattenepithels. Es wächst vom epidermalen Plattenepithel lokal destruierend in tiefere 
Strukturen und kann metastasieren (5% der Fälle bei geringer Infiltration). 

 Epidemiologie 

Nach dem BCC ist das cSCC der zweithäufigste maligne Hauttumor. Betroffen sind zumeist 
Patienten über 60 Jahren, Männer sind häufiger betroffen als Frauen. Die Inzidenzraten 
zeigen weltweit eine steigende Tendenz.  

 Ätiopathogenese 

Die Ursache des cSCC hängt von verschiedenen Faktoren ab. 95% der cSCC sind UV-
Expositions-induziert. Eine gehäufte Manifestation zeigt sich vor allem in allen Partien des 
Gesichts sowie am Nacken. 

Hauptursächlich für die Entstehung eines cSCC sind Mutationen im Tumorsuppressorgen 
p53 - diese sind UVB-Strahlen-induziert. Der funktionelle Verlust von p53 geht dem 
invasiven Tumorwachstum voraus. Es entsteht eine Resistenz gegenüber der Apoptose, 
dies führt zu einer klonalen Expansion. Eine weitere genetische Mutation im Kodon 12 des 
Ras-Onkogens H-Ras führt zu einer aberranten Aktivierung des Membranrezeptors EGFR 
(Epidermal Growth Factor Receptor) und somit zu einer gestörten Regulation der 
Zellproliferation. 

 Klinik 

Frühformen des cSCC zeigen sich als verstärkt verhornte Plaques (Hyperkeratose), die 
symptomlos sein können. Die als «Präkanzerosen» bezeichneten Läsionen wie 
beispielsweise die aktinische Keratose oder Morbus Bowen gelten als frühe 
Entwicklungsstufe eines cSCC und gehen diesem oft voraus. Bei einer fortgeführten 
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Proliferation neoplastischer epidermaler Keratinozyten entstehen verdickte Plaques und 
derbe Knoten, die ein erhöhtes Potential an infiltrierendem, destruierendem, erodierendem 
und ulzerierendem Wachstum aufweisen. Das Risiko für Metastasierung ist gegeben, zeigt 
sich aber dennoch gering. In der Regel handelt es sich um eine lokale 
Lymphknotenmetastasierung (85% der Fälle). 

Relevante Risikofaktoren für Metastasen und Rezidive sind: 

- Tumordicke:  
vertikale Tumordicke > 6 mm, horizontale Tumordicke ≥ 2 cm 

- Lokalisation: Unterlippe, Ohr 
- Immunsuppression 

 

 Histopathologie 

Die häufigste Form des cSCC ist das superfizielle cSCC. Es ist makroskopisch nicht klar zu 
«Präkanzerosen» abgrenzbar. Histologisch sind sie charakterisiert durch das 
Vorhandensein einer deutlich asymmetrisch konfigurierten Proliferation epithelialer Zellen. 
Sie weisen Atypien wie Hyperchromasie, verdichtete Aggregation von Zellkernen, zystische 
Verhornungen (Keratinisierung) und Mitosen mit atypischer Konfiguration auf. Die, im 
Gegensatz zu den «Präkanzerosen», in die Dermis fingerförmig oder nodulär 
vordringenden, atypischen Keratinozytenproliferate sind meist mit der Epidermis verbunden 
und weisen Zell- und Kernpleomorphismen auf. 

 Bedeutung des Panzytokeratins CKAE1/A3-Antikörpercocktails 

Bestimmte Zytokeratine werden physiologisch von epithelialen Zellen sezerniert und dienen 
der mechanischen Stabilität und Form des Zytoskeletts. 

Es werden zwei Arten Zytokeratine unterschieden, der saure Typ I und der neutral-basische 
Typ II (Zytokeratine 1-8) – beide Arten werden von Epithelzellen der Epidermis exprimiert. 
In der Färbung mit Panzytokeratin CKAE1/A3-Antikörpercocktail sind Antikörper gegen 
saure und neutral-basische Zytokeratine als Gemisch vorhanden und weisen so im Rahmen 
der Tumordiagnostik eine essentielle Bedeutung auf: Wird in einer Tumorzelle Keratin 
nachgewiesen, verweist dies mit einer hohen Spezifität auf deren epithelialen Ursprung - 
nur epitheliale Zellen, physiologische sowie pathologische, sind mit dieser Färbung 
darstellbar. cSCC sowie auch BCC zeigen sich CKAE A1/A3 positiv (Abbildungen fünf und 
sechs). 

 

 

 

Abbildung 5: CKAE AE1/AE3-positiver 
Schnellschnitt eines cSCC (Eigenes Bildmaterial, 
2023) 

Abbildung 6: CKAE AE1/AE3-positiver Schnellschnitt 
eines superfiziellen BCC (Eigenes Bildmaterial, 2023) 
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2.3 Prinzip der Immunhistochemischen Färbung 

Als Immunhistochemie (nachfolgend IHC genannt) wird eine biochemische Methode 
bezeichnet, welche die Visualisierung von Lokalisation und Expression spezifischer 
Antigene durch Antikörper und Chromogene mittels Antigen-Antikörper-Reaktion ermöglicht 
und somit eine hohe Relevanz in der Tumordiagnostik hat. 

Während unterschiedliche Färbemethoden und Detektionssysteme existieren und die IHC-
Färbung an Nativmaterial als Gefrierschnitt sowie an fixiertem und in Paraffin eingebetteten 
Gewebe durchgeführt wird, treten elementare Bausteine unabhängig der gewählten 
Methode auf. Der Einfachheit halber werden an dieser Stelle nur Elemente der IHC am 
Gefriergewebe erläutert – Elemente des Kits «Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP 
Brown Detection System» von Bio SB. Abbildung sieben zeigt das Prinzip dieses «Ein-
Schritt-Verfahrens». 

 Zielantigen 

Als Antigen (nachfolgend AG genannt) wird eine Molekülstruktur bezeichnet, an die ein 
spezifischer Antikörper (nachfolgend AK genannt) über ein oder mehrere Epitope bindet. 

Ziel-AG in der Tumordiagnostik sind Proteine, die von der Tumorzelle exprimiert werden 
und intrazellulär oder membranständig gelegen sind. Ziel der IHC-Färbung ist deren 
Visualisierung.  

 Primärantikörper (polyklonal) 

Erstes Element der IHC-Färbung ist der Primär-AK, der selektiv an das Ziel-AG bindet. 

Bei polyklonalen AK handelt es sich um AK, die am häufigsten in Kaninchen von 
verschiedenen Zellen generiert werden; sie interagieren mit verschiedenen Epitopen des 
Ziel-AG. Der höheren Anfälligkeit für Kreuzreaktionen mit anderen AG wird mit der 
Affinitäts-Chromatographie, bei der andere Serumproteine ausgesalzt und durch 
Ionenaustausch-Chromatographie entfernt werden, begegnet. 

Polyklonaler AK besitzen den Vorteil, dass sie kostengünstig hergestellt werden können. 

Das Kit «Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown Detection System» von Bio SB 
verwendet polyklonale AK. 

 Detektionssystem in der Schnellschnitt-IHC 

Das Detektionssystem ist beim Kit «Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown 
Detection System» von Bio SB direkt gekoppelt an den Primär-AK («Ein-Schritt-
Verfahren»). Der moderne Ansatz chromogener Detektion setzt auf Enzyme wie die 
Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase, HRP). Prinzip der Detektion beschreibt 
einen AK, der mit mehreren Enzymen konjugiert wird. Das gebildete Enzymsubstrat wird 
Polymer genannt - dieses bewirkt eine fortgeführte Erhöhung der Signalstärke, begründet in 
den zusätzlichen Bindungsstellen, die für das Chromogen generiert werden.  

 Chromogen 

In einem weiteren Schritt wird ein Substrat, das Chromogen, eingesetzt, das vom Enzym zu 
einem unlöslichen Farbniederschlag umgesetzt und mikroskopisch visualisiert wird. 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB) und alkalische Phosphatase (AP) stellen die relevantesten 
Chromogene dar. DAB zeigt eine braune Präzipitation und wird bevorzugt angewendet, da 
es eine kräftige, über die Zeit stabile Färbung zeigt. Es findet auch beim Kit «Mohs 
Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown Detection System» von Bio SB Verwendung. 

 Gegenfärbung 

Zur besseren Darstellung der Gewebestruktur und Erhöhung des Chromogen-Präparat-
Kontrastes wird eine Gegenfärbung auf einer Hämatoxylinbasis appliziert. Sie wird nach der 
Chromogenanfärbung angewendet und führt zu einem bläulichen Hintergrund. 
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 Weitere Elemente 

Weitere essentielle Bausteine einer IHC-Färbung am Gefrierschnitt sind eine geeignete 
Gewebevorbehandlung wie die Antrocknung des Gewebeschnitts auf dem OT, die 
adäquate Gewebefixierung durch Alkohol und/oder Aceton sowie die Unterdrückung der 
Peroxidase-Aktivität. 

Die Peroxidasesuppression ist eine Methode zur Inhibition der endogenen Peroxidase- oder 
Pseudoperoxidaseaktivität aus Zellen und Geweben zur Reduzierung von 
Hintergrundsignalen in HRP-basierten immunhistochemischen Anwendungen. 

Die endogene Enzymaktivität führt zu einer unspezifischen Färbung, wenn ein Substrat wie 
Diaminobenzidin (DAB) vorhanden ist. Diese unspezifische Färbung ist schwer vom 
immunhistochemischen Marker zu unterscheiden. Die Reagenzien «Peroxidase Blocker» 
sowie «Tissue Factor» verhindern dies. 

Mittels Demaskierung, die beim unfixierten oder lediglich Aceton-fixierten Gefrierschnitt 
wegfallen kann, werden die durch Membranen hervorgerufenen Molekülvernetzungen 
aufgebrochen und so der Zugang zum überdeckten Epitop des Zielantigens für den Primär-
AK erleichtert. Eine stärkere Anfärbung bei einem positiven Signal ist das Ergebnis. 

Bei der IHC am Gefrierschnitt kann ein «PIER» (Proteolytic-Induced Epitope Retrieval) als 
Demaskierungsprozess zum Einsatz kommen: PIER funktioniert über den Einsatz 
proteinverdauender Enzyme wie Proteinasen, die überdeckte Epitope freilegen. Das 
Reagenz «ImmunoDigestor» beinhaltet solche Proteinasen. 

Allerdings ist eine Demaskierung am gefrorenen Gewebe äusserst heikel, denn diese 
Proteinasen können das Gewebe beschädigen oder gar lysieren. Bei der Durchführung der 
Versuchsreihen mit dem Reagenz «ImmunoDigestor» zeigte sich dieses Phänomen - sein 
Einsatz musste nach einigen Versuchen eingestellt werden. 

 

Abbildung 7: Prinzip des Kits «Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown Detection System» - direktes 
Verfahren (Quelle: https://www.biosb.com/biosb-products/mohs-mouse-rabbit-polydetector-dab-hrp-brown-
ihc-detection-system) 

 Zur IHC am Gefrierschnitt 

In der IHC zeigen Gefrierschnitte eine bessere Erhaltung der Antigene als formalinfixierte 
Paraffinschnitte. Die schlechtere Erhaltung morphologischer Details und die 
Gewebesensibilität gegenüber Inkubations- und Spülschritten beim Färbevorgang stellen 
zwei Nachteile bei der IHC am Gefriergewebe dar. 

Zur Erhaltung optimaler Färbeergebnisse müssen unterschiedliche Ansätze betreffend 
Gewebefixierung und -trocknung sowie adäquate Inkubationszeiten und 
Reagenzienkonzentrationen erprobt werden. 
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2.4 Die Gefrierschnittuntersuchung 

Die Gefrierschnittuntersuchung dient der Schnellschnittdiagnostik, insbesondere der 
Tumorfreiheit von Resektionsrändern (Schnittrandkontrolle R0-Resektion), aber auch der 
Beurteilung der Entität sowie Dignität von unklaren Herdbefunden. Des Weiteren wird sie 
auch für enzymhistologische und immunhistologische Untersuchungen benötigt. Ihr klarer 
Vorteil liegt darin, dass die Formalinfixierung und Paraffineinbettung entfällt und sie damit 
schnell, das heisst innerhalb von 20-30min, durchführbar ist.  

Das Gewebe muss nach der Entnahme zwingend unfixiert und bei längeren 
Transportwegen zusätzlich auf Eis gekühlt auf dem schnellsten Wege ins 
histopathologische Labor gebracht werden. Nach einer makroskopischen Begutachtung und 
Deskription durch den zuständigen Pathologen erfolgt die zur Diagnosestellung gewünschte 
Zuschnittmethode, siehe Abbildung acht, und eine Gewebestabilisierung durch 
Schockgefrieren. Mit dem Kryostat-Mikrotom werden von dieser gefrorenen Probe Schnitte 
von fünf bis acht Mikrometer angefertigt. Sie werden auf einen speziellen Glasobjektträger 
mit permanenter, positiver Ladung (Superfrost Plus) aufgezogen, kurz in Aceton fixiert, 
mittels einer zeitlich gekürzten Hämatoxylin-Eosin-Färbung gefärbt und sofort dem 
zuständigen Pathologen zur raschen Befundung überreicht. Der Befund wird vom 
Pathologen telefonisch dem Chirurgen übermittelt, welcher dann intraoperativ weitere 
Massnahmen treffen kann. 

An Schnittpräparaten mittels Gefrierschnitttechnik lassen sich aber zumeist keine 
detaillierten Informationen über spezifische Tumoreigenschaften gewinnen, zumal das 
Gewebe durch das schnelle Einfrieren Qualitätseinbussen erleidet und nicht die Qualität 
von formalinfixierten Paraffinschnitten erreicht. Dies stellt hohe Anforderungen an den 
Pathologen und bedingt die Indikation einer intraoperativen Konsequenz des zu 
erwartenden Befundes. Die Probengrösse sollte zur optimalen Befundung adäquat 
ausfallen: ein Nachexzisat auf Grund einer zu kleinen Probe ist zu vermeiden.  

 

 

Abbildung 8: Schema zum Ablauf bei der Gewebeaufarbeitung zwecks Schnittrandkontrolle (Bildquelle: 
Vorlage zur Schnittrandkontrolle, internes Dokument, Kempf und Pfaltz, 2018) 
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2.5 Schnittrandkontrolle und Mohs-Chirurgie 

Während BCC so gut wie nie metastasieren und Patienten somit durch eine vollständige 
Exzision dieser Tumoren geheilt werden können, führen unvollständig exzisierte sowie 
randbildende Tumoranteile oft zu einem Rezidiv oder zu einer Erhöhung des 
Metastasierungsrisikos. Darin begründet liegt eine Empfehlung von Sicherheitsabständen 
bei der Exzision vor, die je nach Tumortyp von vier bis 15mm reicht.  

Bei der schnittrandkontrollierten Chirurgie werden die Exzisate so eingebettet und auf einen 
Objektträger zur mikroskopischen Beurteilung aufgezogen, dass der Schnittrand in toto 
untersucht werden kann. 

 Mohs-Chirurgie 

Das Verfahren nach Mohs-Technik wurde 1941 von Frederic E. Mohs erstmals beschrieben 
und ab 1970, nach Tromovic, adaptiert: Mit geringem Sicherheitsabstand wird der Tumor 
schüsselförmig exzidiert. Das gewonnene Exzisat wird auf einer Kühlplatte flachgedrückt, 
mit Kryogel auf ein Medium eingebettet, geschnitten und so auf den Objektträger 
aufgezogen, dass der gesamte Schnittrand mit Epidermis und die Basis auf einem Schnitt 
betrachtet und allfällige Tumorreste innerhalb Minutenfrist exakt lokalisiert werden können. 

Damit erhöht sich einerseits die Sicherheit der Totalität der Tumorentfernung, anderseits 
muss dank dieser Technik nur ein Minimum an Gewebe entfernt werden; dies dient dem 
Patientenkomfort, da Hospitalisationszeiten minimiert und Nachexzisionen, und damit 
einhergehend grössere Vernarbung nach dem Eingriff, vermieden werden. Abbildungen 
neun und zehn zeigen den Vorgang der Mohs-Chirurgie. 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Ablauf der klassischen Mohs-
Chirurgie (Quelle: Fast Facts Skin Cancer Karen 
Agnew Christopher Bunker Second Edition, 
2013 Oxford Page 72 ) 

Abbildung 10: Verarbeitung eines Mohs-Exzisats beim 
Dermatologischen Zentrum ZH (Eigenes Bildmaterial, 
2023) 
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3 Praxis 

3.1 Bio SB TintoDetector Mini Immuno System  

(nachfolgend TD genannt)   

Der TD ist eine nicht automatisierte, aus Edelstahl bestehende, offene Apparatur, die 
folgende Komponente beinhaltet (Abbildung elf): 

- TD Arbeitsplatz: Dies ist eine Vorrichtung aus Edelstahl, die Platz bietet für vier 
Plastikbehälter und zwei flache Reagenzien-Reservoirs. 

- TD Objektträger-Halter: In diesem Element werden bis zu 20 Bio SB Objektträger 
gegeneinander eingespannt. Es nutzt das Prinzip des Kapillareffekts. 

- TD Reagenzien-Reservoir: Dieses Element verfügt über drei Reihen mit jeweils 10 
Mulden, also total 30 Mulden, in die jeweils bis zu 200 Mikrolitern Reagenz appliziert 
werden.  

- Plastikbehälter mit Deckel: Mit einem Fassungsvermögen von bis zu 200 Millilitern 
werden in diesen Flüssigkeiten wie Waschpuffer oder Aceton aufbewahrt.  

- TD Kapillareffekt-Objektträger: es handelt sich um beschriftbare Objektträger, die 
einerseits für die Haftung des Gefrierschnittes eine permanente, positive Ladung 
aufweisen und andererseits an den unteren Ecken des Objektträgers zwei dreieckige, 
75 Mikrometer dicke Beschichtungen tragen. Dadurch können jeweils zwei Objektträger 
mit den beschrifteten Seiten, an denen die Gewebe haften, aufeinandergelegt und in 
den Bio TD Objektträger-Halter eingespannt werden, ohne dass sich die Gewebe 
berühren. Der so entstandene Spalt ermöglicht den Kapillareffekt. 

- Absorber-Binden (optional): Mit diesen saugfähigen Binden werden Reagenzien, die 
sich zwischen den Objektträgern befinden, entfernt. 

  

Abbildung 11: Arbeitsplatz, TintoDetector mit 
Reagenzien (Eigenes Bildmaterial, 2023) 

Abbildung 12: TintoDetector Mini ImmunoDNA 
System (Quelle: https://www.biosb.com/biosb-
products/tintodetector-mini-immunodna-system/) 

 

Zur Durchführung der Versuche wurden noch ein Trocknungsofen, der Desert Chamber 
ProTM, sowie in den ersten Versuchsreihen eine Heizplatte verwendet. 

3.2 Reagenzien 

Zur Durchführung der «Fast Mohs Immunochemistry» mittels TD werden 
immunhistochemische Detektionssysteme, als Kits bezeichnet, benutzt. Es gibt 
unterschiedliche Detektionssysteme, ein direktes «Ein-Schritt-Verfahren» sowie ein 
indirektes «Zwei-Schritt-Verfahren», die auch unterschiedliche Reagenzien und 
Chromogene enthalten. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wird in diesem Unterkapitel 
lediglich das Kit erwähnt, das nach den ersten Versuchsreihen schliesslich zur 
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Reproduzierbarkeit der Ergebnisse genutzt wurde. 
 

Folgende Reagenzien wurden zur Durchführung der Versuche verwendet: 

• Aceton 

• Deionisiertes Wasser 

• Tissue Primer 

• Mohs ImmunoDigestor 

• Buffer for Mohs ImmunoDigestor  

• ImmunoDNA Washer  

• TintoFast EpCAM BerEP4 

• TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 

• Hematoxylin Counterstainer 

• Aqua Mounter 

• Detektionssystem Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown Detection System, 
das folgende Reagenzien beinhaltet: 
- PolyDetector Peroxidase Blocker 
- Fast Mohs Fab PolyDetector 
- DAB Brown 
- Buffer for DAB Brown 

Alle Reagenzien zur Durchführung der Versuche, ausser Aceton und deionisiertes Wasser, 
wurden von Bio SB bezogen. 

Weiter Reagenzien, die in der Phase der Erprobung verwendet wurden: 

• Waschpuffer Bond 

• Demaskierungsreagenz Bond 

Informationsblätter sowie LOT-Angaben zu den Reagenzien sind im Anhang zu finden. 

3.3 Probenmaterial 

Im Zeitraum vom 31.01. bis zum 05.04.2023 wurden Gewebeanteile von 29 Hautexzisaten, 
in denen vom zuständigen Pathologen im Rahmen der Schnittrandkontrolle jeweils 
Tumorreste befundetet werden konnte (ausser Versuchsreihe 23), ausgewählt und 
immunhistochemisch gefärbt. Die Auswahl der Exzisate geschah nach laborinternen, 
zeitlichen Kriterien. 

Es wurden Hautexzisate von unterschiedlichen Körperregionen und unterschiedlicher 
Grösse verwendet: 19 mit BCC- und sieben mit cSCC-Tumoranteilen. Diese Differenz liegt 
der Tatsache zu Grunde, dass, im genannten Zeitraum, häufiger Aufträge mit der 
Fragestellung nach Resektionsrändern bei BCC als bei cSCC eingesandt wurden. 

Im Anhang sind die Auftragsblätter zu den jeweiligen Exzisaten zu finden. 

3.4 Methodisches Vorgehen 

Das methodische Vorgehen zur immunhistochemischen Färbung der Gefrierschnitte wurde, 
vor allem auf Grund von anfänglichen Lieferschwierigkeiten bei Reagenzien von Bio SB, im 
Laufe der Versuchsreihen leicht adaptiert, wobei nach einem anfänglichen Herantasten an 
die Vorgehensweise mittels unterschiedlichen Kits, Inkubationszeiten, 
Gewebeschnittplatzierung auf dem Objektträger und Reagenzienverdünnungen schliesslich 
die Reproduzierbarkeit optimaler Färbeergebnisse unter minimalem Zeitaufwand im Fokus 
stand. Die Versuchsreihen erstreckten sich vom 31.01.2023 bis zum 05.04.2023. 

Nach Abschluss der Schnittrandkontrolle eines BCC beziehungsweise cSCC und 
Rücksprache mit dem zuständigen Pathologen wurden ein bis maximal drei Gewebestücke, 
die als nicht tumorfrei befundet wurden, am Kryostaten geschnitten und nachfolgend für die 
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Versuchsreihen der Diplomarbeit verwendet. Gewebestücke wurden im unteren Bereich 
des OT aufgezogen. BCC wurden immunhistochemisch aufgearbeitet mit dem 
Primärantikörper BerEP4, cSCC mit dem Primärantikörper CKAE AE1/AE3, wobei drei Mal 
stichprobenartig eine Negativkontrolle durchgeführt wurde: Gefrierschnitte mit cSCC-
Tumorresten wurden dabei mit BerEP4 gefärbt.  

Die Vorgehensweise beinhaltet als Grundgerüst invariable Elemente im Rahmen eines 
Schritt-für-Schritt-Verfahrens. Das Färbeprotokoll im Anhang zeigt den Färbeablauf nach 
der Durchführung des Gefrierschnitts am Beispiel des Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector 
HRP Brown Detection Systems (nachfolgend «braunes Kit» genannt), der im Verlauf der 
Versuchsreihen als Standard Verwendung fand. 

Die Versuchsreihen werden nachfolgend, ab der vierten Versuchsreihe, einzeln erläutert. 
Repräsentative Ergebnisscans der jeweiligen Versuchsreihen sind tabellarisch im Anhang 
zu finden. Die Versuchsreihen eins bis drei brachten keine verwertbaren Ergebnisse hervor 
und geschahen im Rahmen eines Herantastens an den Umgang mit dem TD – sie werden 
deshalb hier ausgelassen und sind im Anhang zu finden. 
 

 Versuchsreihen 

Versuchsreihe 4 

Gefrierschnitte auf OT (5 Mikrometer), Gewebestücke 89 I/J 
08.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Es wurde ohne Vorbehandlung und mit dem Bond Demaskierungsreagenz inkubiert - gefärbt 
wurde mit dem braunen sowie dem grünen Kit. 
Versuchsreihe vier brachte hervor, dass die Gewebeschnitte auch ohne Vorbehandlung 
beziehungsweise Demaskierung färbbar sind. Die Demaskierung mittels Bond 
Demaskierungsreagenz führte zur Lyse des Gewebes und wurde deshalb nicht mehr 
durchgeführt. Das grüne Kit lieferte eine nicht stabile Färbung. 

Versuchsreihe 5 

Gefrierschnitt auf OT (5 Mikrometer), Gewebestück 94C 
10.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Es wurde ohne Vorbehandlung und mit Tissue Factor inkubiert - verwendet wurde das braune 
und das grüne Kit. 
Die Behandlung mit dem Tissue Factor zeigte eine stärkere und klarere Färbung als ohne 
Vorbehandlung. Die Vorbehandlung mit dem Tissue Factor wurde fortgeführt. Das grüne Kit 
zeigte abermals keine stabile Färbung. 

Versuchsreihe 6 

Gefrierschnitt auf OT, (6 Mikrometer) Gewebestück 83C 
13.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes SCC 
Verwendet wurden das braune und das grüne Kit. Da das grüne Kit wiederum keine stabile 
Färbung zeigte, wurde es in der Folge nicht mehr eingesetzt. Die Gefrierschnittqualität bei 
einer Schnittdicke von sechs Mikrometer zeigte keine Unterschiede zu der bei fünf 
Mikrometer. Da das Gewebe sich aber bei einer Schnittdicke von 6 Mikrometer einfacher 
schneiden und auf den OT aufziehen liess, wurde die Schnittdicke von sechs Mikrometer zum 
Standard. Eine immunhistochemische Färbung mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde 
zwecks Negativkontrolle durchgeführt. 

Versuchsreihe 7 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 99D/E/F 
14.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 
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Versuchsreihe 8 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 100C/D 
14.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes cSCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 9 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 103C 
14.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 10 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 115 C/D 
21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes cSCC 
Auf Wunsch des zuständigen Pathologen wurde eine Färbung mit TintoFast EpCAM BerEP4 
durchgeführt, da eine Diskrepanz zwischen klinischen Angaben und Vorbefund (cSCC) und 
morphologischem Aspekt in der Schnittrandkontrolle bestand. Auf diesen Fall wird im Fazit 
Bezug genommen. 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 11 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 110 C/D 
21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 12 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 114 B 
21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 13 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 119C/D 
22.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder mittels vorangegangener Inkubation bei 
95 Grad Celsius während 5min, anstelle der Inkubation bei 60 Grad Celsius für 3min. Gefärbt 
wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 14 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 116 E 
22.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder mittels vorangegangener Inkubation bei 
95 Grad Celsius während 5min, anstelle der Inkubation bei 60 Grad Celsius für 3min. Gefärbt 
wurde mittels braunen Kits. 
Gewebevorbereitung mittels Inkubation bei 95 Grad Celsius wurde verworfen, da das 
Färbeergebnis deutlich schwächer ausfiel als das bei der Vorbehandlung bei 60 Grad 
Celsius. 

Versuchsreihe 15 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 120B/H 
24.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes cSCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 
Nach der Idee des zuständigen Pathologen wurden alle Gefrierschnitte zur Routine-
Schnellschnittdiagnostik auf SB OT aufgezogen und HE-gefärbt. Zwei OT, in denen 
Tumorreste ausgemacht werden konnten, wurden nach der Befundung mit der 
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immunhistochemischen Färbung mittels AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 direkt überfärbt 
– ein OT wurde dabei wieder entfärbt, bevor die immunhistochemische Färbung appliziert 
wurde. Dies geschah im Rahmen einer Erprobung zur weiteren Verbesserung in puncto 
Zeitersparnis, Aufwandminimierung und Interpretierbarkeit des Färbeergebnisses. Dieser 
Ansatz wurde nicht weiterverfolgt, da die genannten Vorteile nicht erzielt wurden. Auf diesen 
Fall wird im Fazit eingegangen.  

Versuchsreihe 16 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 125 C/D 
28.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor, 
welcher gemäss Färbeprotokoll nach Bio SB das Standardreagenz bei der Demaskierung 
darstellt. Gefärbt wurde mittels braunen Kits. 
Die Demaskierung mittels Mohs ImmunoDigestor führte, trotz korrekter Verdünnung 1:4, zur 
Lyse des Gewebes und konnte zur Interpretation des Färbeergebnisses nicht verwendet 
werden. Die ganze Versuchsreihe galt als gescheitert, da keine Färbung gelang; als Grund 
angenommen wurde eine Funktionsuntauglichkeit des Chromogens - ein neues Kit wurde 
bestellt, das alte verworfen. 

Versuchsreihe 17 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 121B 
28.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor, gefärbt wurde 
mittels neuen, braunen Kits. Wiederum führte die Anwendung von Mohs ImmunoDigestor zur 
Lyse des Gewebes.  

Versuchsreihe 18 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 130A/B 
01.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes cSCC 
Vorbehandlung geschah mittels nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor, gefärbt wurde 
mittels braunen Kits. Da die Anwendung von Mohs ImmunoDigestor erneut zur Lyse des 
Gewebes führte, wurde in Folge auf dessen Anwendung verzichtet. 

Versuchsreihe 19 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 161D/E/H 
16.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Ziel der letzten Versuchsreihen 19-29 stellte die Reproduktion optimaler Ergebnisse dar. Die 
Immunhistochemische Färbung geschah in puncto Inkubationszeiten und Ablauf nach 
Färbeprotokoll, verwendet wurde Tissue Primer zur Vorbehandlung, sowie das braune Kit zur 
Färbung. Auf das Färbeergebnis des Gewebestücks 161H wird im Fazit eingegangen. 

Versuchsreihe 20 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 162C 
16.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 21 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 166B/D 
20.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 22 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 169A 
20.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
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Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 23 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 174 
22.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 
Gewebeaufarbeitung nach Muffin-Technik, «stufendurch» geschnitten - zwischen den 
Schnitten für die Schnellschnittdiagnostik wurde für eigene Zwecke Schnitte auf OT 
aufgezogen. Tumorreste wurden dementsprechend nicht vor der immunhistochemischen 
Färbung befundet - als Vorbefund wurde auf dem Auftragsformular cSCC angegeben. 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 24 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 170D/E 
22.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 25 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 172C 
22.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. 

Versuchsreihe 26 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 189D/E 
30.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes cSCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. Eine 
Negativkontrolle mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde durchgeführt. 

Versuchsreihe 27 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestück 191B 
30.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. Zusätzlich 
wurde eine immunhistochemische Färbung mit AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 
durchgeführt. Auf das Färbeergebnis des Gewebestücks 191B wird im Fazit eingegangen. 

Versuchsreihe 28 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 205B/C/D 
05.04.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestätigtes cSCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. Eine 
Negativkontrolle mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde durchgeführt. 

Versuchsreihe 29 

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestücke 206D/E 
05.04.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestätigtes BCC 
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefärbt wurde mittels braunen Kits. Zusätzlich 
wurde eine immunhistochemische Färbung mit AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 
durchgeführt. 
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 Färbeergebnisse 

Die nachfolgende Tabelle (Tabelle eins) listet die Versuchsreihen 4 bis 29 auf. Diagramme 
eins und zwei zeigen eine Ergebniszusammenfassung sowie die Bewertung der 
Ergebnisse. 

 Färbung mit Primär-
antikörper EpCAM 

Berep4 

Färbung mit Primär-
antikörper 

CKAE AE1/AE3 

Negativ-
kontrolle 

VR 6, VR 26,  
VR 28 

Meinung des 
zuständigen 
Pathologen 

(Färbequalität) 

Versuchs- 
reihe (VR) 
Befund in 
Klammern 

Richtig 
positiv 

Falsch 
negativ 

Richtig 
positiv 

Falsch 
negativ 

Richtig 
negativ 

Genü-
gend 

Unzu-
reichend 

4 (BCC) x      x 

5 (BCC) x      x 

6 (cSCC)   x  x  x 

7 (BCC) x      x 

8 (cSCC)   x    x 

9 (BCC)   x    x 

10 (BCC) x     x  

11 (BCC) x      x 

12 (BCC) x     x  

13 (BCC) x      x 

14 (BCC) x      x 

15 (cSCC)   x   x  

16 (BCC)  x     x 

17 (BCC)  x     x 

18 (cSCC)    x   x 

19 (BCC) x      x 

20 (BCC) x      x 

21 (BCC) x      x 

22 (BCC)  x     x 

23 (cSCC)   x    x 

24 (BCC) x      x 

25 (BCC) x     x  

26 (cSCC)   x  x  x 

27 (BCC) x  x    x 

28 (cSCC)   x  x x  

29 (BCC) x  x   x  

 
Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse 
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Diagramm 1: Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Diagramm 2: Bewertung der Ergebnisqualität 

 

 Beispielbilder 

Die nachfolgende Abbildung (Abbildung 13) zeigt jeweils ein Beispiel für ein positives, ein 
negatives sowie ein schwach positives Färbeergebnis (schwarze Markierung): 

Positiv Negativ Schwach positiv 

   

Abbildung 13: Beispielbilder betreffend Interpretierbarkeit einer Färbung (Eigenes Bildmaterial, 2023) 
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4 Diskussion 

Dieses Kapitel befasst sich mit der Beurteilung der Zielsetzung der vorliegenden 
Diplomarbeit, dem damit einhergehenden Fazit und gibt einen Ausblick. 

4.1 Fazit 

 Rekapitulation der Zielsetzung 
 

Die Einführung der immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz 
anhand der immunhistochemischen Färbungen BerEP4 und CKAE zwecks 
Tumordiagnostik von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen 

 Rekapitulation der Fragestellungen und deren Beantwortung 
 

1) Kann der Tintodetector effizient, d.h. unter den Gesichtspunkten 
Ergebnisauswertung, Zeitersparnis, Aufwandminimierung und Kostenreduzierung, 
bei Kempf und Pfaltz eingeführt werden? 

Nein. Die Immunhistochemische Färbungen anhand der Versuchsreihen vier bis 29 führten 
zwar in 22 Fällen zu einem auswertbaren Ergebnis, die Ergebnisqualität wurde aber in 20 
Fällen von den zuständigen Pathologen als unzureichend eingestuft. Da die 
immunhistochemische Färbung mittels TD somit als nicht den Ansprüchen genügend 
sensitiv betrachtet werden kann, entfällt die Minimierung des Aufwandes und somit auch 
eine Kostenreduktion, sowie eine Zeiteinsparung; die immunhistochemische Färbung 
mittels TD kann Stand dato die Routine-HE-Färbung nicht ersetzen oder die Befundung 
effektiv erleichtern beziehungsweise ergänzen. 

Die Kosten für einen Versuch à 2 gefärbten Schnitten auf 2 OT belaufen sich auf 41.35 
CHF. Der Zeitaufwand betrug gegen Ende der Versuchsreihen, das bedeutet nach erfolgter 
Einarbeitung und Verbesserung der Handhabung mit dem TD, 26min. Dies wird als geringer 
Zeit- und Kostenaufwand erachtet. 

Eine allfällige Anschaffung des TD Systems, ohne Reagenzien und Verbrauchsmaterial, 
würde Kempf und Pfaltz 10110.00 CHF (Preis nach Medite-Liste) kosten. 

Preisberechnungen sowie Zeitmessungen sind im Anhang zu finden. 

2) Können die gefärbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden? 

Ja. 22 von den 26 auswertbaren Versuchsreihen zeigten ein richtig positives Färbeergebnis 
in einem zuvor am Schnellschnitt durch den zuständigen Pathologen befundeten Gewebe. 
Die Interpretierbarkeit der Färbeergebnisse erwies sich in den meisten auswertbaren 
Schnitten als eher schwierig, war aber gegeben. 

3) Bietet die Mohstechnik bei der Schnellschnitt-Tumordiagnostik mittels 
Immunhistochemie Vorteile, wie beispielsweise höhere Sensitivität gegenüber der 
Paraffineinbettung und Routine-HE-Färbung? 

Diese Fragestellung kann so nicht beantwortet werden, da Exzisate mittels Mohstechnik im 
Zeitraum vom 31.01.2023 bis 05.04.2023 nur selten zu Kempf und Pfaltz ins Labor 
gesendet wurden. Wenn Mohs-Exzsiate eingesendet wurden, wurde das Gewebe, vom 
zuständigen Pathologen gewünscht, in toto auf ein Gefriermedium eingebettet und 
ausschliesslich «stufen durch» geschnitten – eine Verarbeitung für Diplomarbeit-Zwecke 
nach Schnittrandkontrolle entfiel somit, da kein Gewebe übrig blieb nach der 
Schnellschnittaufarbeitung. 

Bei Versuchsreihe 23 wurden zwischen den Stufenschnitten im Rahmen einer Stichprobe 
Schnitte für Diplomarbeit-Zwecke angefertigt und immunhistochemisch gefärbt – diese 
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Versuchsreihe erbrachte ein richtig positives Ergebnis, das aber in puncto Sensitivität als 
unzureichend beurteilt wurde. 

Alle 26 aufgearbeiteten Exzisate mit Tumorresten im Rahmen der Versuchsreihen 
betrachtet, bot die immunhistochemische Färbung mittels TD keine höhere Sensitivität als 
die Routineaufarbeitung mit IHC-Färbung. Dies wird auch anhand der Abbildung 14 
ersichtlich, die einen exemplarischen Fall zeigt: Versuchsreihe zehn, Gewebestück 115C. 

   

HE am Gefrierschnitt IHC am Gefrierschnitt Routine-IHC am Paraffinblock 

Abbildung 14: Versuchsreihe 10 mit HE-Färbung und IHC am Kryostatschnitt, sowie IHC am Paraffinblock 
(Eigenes Bildmaterial, 2023) 

 
Die gleiche Frage also, die sich aber eingeschränkt mit der Beurteilung der Sensitivität 
zwischen paraffineingebettetem und gefrorenem Gewebe beschäftigt und die Mohs-
Chirurgie ausser Betracht lässt, muss deshalb negiert werden. 

Das Fazit lautet somit, dass die Zielsetzung dieser Diplomarbeit verfehlt wurde. 

Nach abschliessender Rücksprache mit der Institutsleitung wird die Einführung der IHC am 
Gefrierschnitt mittels TD Stand dato dennoch unter Vorbehalt realisiert. Auf Grund der 
gezeigten Interpretierbarkeit und Reproduzierbarkeit der Versuchsreihen im Rahmen dieser 
Diplomarbeit soll die IHC in ganz spezifischen Fällen zukünftig zur Anwendung kommen. 
Institutsleitungsinterne Besprechungen zu den Rahmenbedingungen sind pendent. 

 Erkenntnisse 

Obschon zwei Fragen der Fragestellungen negiert werden mussten, zeigten die 
Versuchsreihen in mindestens vier Fällen dennoch spannende Gegebenheiten: 

Versuchsreihe zehn: 

In dieser Versuchsreihe bot die IHC am Gefrierschnitt dem zuständigen Pathologen eine 
wichtige Entscheidungshilfe bei der Befundung, zumal eine Diskrepanz zwischen Vorbefund 
und morphologischem Aspekt in der mikroskopischen Betrachtung vorherrschte. 

Versuchsreihe 15: 

In dieser Versuchsreihe konnte bewiesen werden, dass eine IHC am Gefrierschnitt auch 
nach einer verkürzten HE-Färbung am gleichen Schnitt durchgeführt werden konnte 
(immunhistochemische Überfärbung): mittels IHC konnte so, ohne Herstellung eines neuen 
Gefrierschnittes, eine Hilfeleistung bei einer Unklarheit in einem spezifischen HE-gefärbten 
Schnitt geboten werden. 

Versuchsreihe 19: 

Versuchsreihe 19 zeigte bei einem immunhistochemisch aufgearbeiteten Randstück des 
eingesendeten Exzisats einen sehr kleinen BerEP4-positiven Zellherd, der aber zu einem 
Haarfollikelzellverband gehört und keinen Tumorrest darstellt (Abbildung 14). An diesem 
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Beispiel sieht man die Schwierigkeit der Spezifität und Abgrenzbarkeit: Haarfollikel- sowie 
Talg- und Schweissdrüsenzellen exprimieren physiologisch auch geringe Mengen an 
EpCAM und zeigen sich in der Färbung teilweise BerEP4-positiv. 

Versuchsreihe 27: 

Versuchsreihe 27 zeigte auf, dass auch kleinste, zerstreute BCC-Tumorherde mittels IHC 
angefärbt werden konnten. Bei einem analogen Fall, der kleinste, randständig zerstreute 
Tumoranteile in einem Gewebe aufweisen würde, könnte diese positive Färbung eine 
Hilfeleistung bei der Befundung darstellen (Abbildung 16)  

 

 

Abbildung 15: BerEP4-positiver 
Haarfollikelzellverband (rote Markierung) in einem 
Randstück, Gewebestück 161H (Eigenes 
Bildmaterial, 2023) 

Abbildung 16: Tumorherde in einem BerEP4-
positiven Schnitt(Eigenes Bildmaterial, 2023) 

 

4.2 Ausblick 

Um optimale immunhistochemische Färbeergebnisse am gefrorenen Gewebe erreichen zu 
können, bedarf es noch weiteren Versuchsreihen, die sich mit der Erprobung 
unterschiedlicher Vorbehandlungsarten, Inkubationszeiten sowie -temperaturen, 
Konzentrationen von Reagenzien und allenfalls Kombination verschiedener Reagenzien 
oder Vorbehandlungsarten befasst. 

Nach einer erneuten Aufwand-Nutzen-Analyse, also die Gegenüberstellung ökonomischer 
Faktoren wie Kosten- und Zeitaufwand gegen die zu erwarteten Ergebnissen und deren 
Nutzen könnte die Einführung der immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik bei 
Kempf und Pfaltz realisiert werden. Tatsächlich ist dies Gegenstand aktueller 
institutsleitungsinternen Besprechungen, die sich unter anderem mit Rahmenbedingungen 
zur geplanten Umsetzung befassen. 

Die Diagnostik bei der schnittrandkontrollierten Tumorexzision von BCC und cSCC wird bei 
Kempf und Pfaltz auch in Zukunft nicht an Relevanz einbüssen. Die Beschäftigung mit der 
Fragestellung, wie die Schnittrandkontrolle bei unklaren Fällen mittels 
immunhistochemischer Diagnostik erleichtert werden kann, bleibt eine wichtige Thematik. 
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5 Reflexion 

Als mir die Idee zur Diplomarbeit kommuniziert wurde, verstand ich noch nicht genau, in 
welche Richtung sich meine Diplomarbeit entwickeln sollte; «Mohstechnik», «Basalzell- und 
Plattenepithelkarzinom», sowie «BerEP» und «Panzytokeratin» waren mir noch 
vollkommen fremde Begriffe. 

Nach einer Einlesezeit in die Theorie, vor allem anhand spannender Literatur aus der gut 
ausgestatteten Bibliothek bei Kempf und Pfaltz, nach Gesprächen mit meiner 
Berufsbildnerin Daniela Joseph und nach dem Erhalt des SB TintoDetectors wuchs mein 
Interesse ungemein – ich freute mich, dass ich mich mit der Tumordiagnostik und 
Immunhistochemie beschäftigen durfte. Nach Mithilfe bei den Routine-Schnellschnitten und 
Mikroskopieren mit den Pathologen, die mir spannende Fälle näherbrachten, begann ich 
auch zu verstehen, welche Relevanz die Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz hat. 
Der Besuchstag beim Dermatologischen Zentrum Zürich AG brachten mir weitere, äusserst 
wertvolle Einblicke in die schnittrandkontrollierte Chirurgie und Mohs-Chirurgie. 

Die anfängliche Beunruhigung, nicht genügend Probematerial zu erhalten, verging schnell. 
Teilweise wurden an einem Tag drei oder mehr Schnellschnitte zu Kempf und Pfaltz 
gesendet, viele beispielsweise mit der Fragestellung nach der Exzision im Gesunden von 
Basalzellkarzinomen. 

Mit dem Startschuss zum praktischen Teil und den Versuchsreihen kristallisierten sich 
einige Probleme heraus: Die Handhabung des TintoDetectors war schwieriger als gedacht 
und brachten viele Stolpersteine zum Vorschein, die Verzögerung der 
Reagenzienlieferungen bereitete mir Sorgen. Das Färbeprotokoll musste adaptiert werden, 
die ersten Färbeversuche misslangen. Die Zeit der Einarbeitung und Ausprobung mit dem 
TintoDetector fiel zudem in eine Zeit, in der ein hohes Arbeitsaufkommen bei Kempf und 
Pfaltz herrschte. Dementsprechend mussten meine Versuchsreihen teilweise verschoben 
werden. 

Im weiteren Verlauf entspannte sich die Lage durch Nachlieferung der Reagenzien und der 
Mehrzeit für eigene, sprich Diplomarbeitszwecke. Es folgte eine produktive Zeit mit vielen 
Erfolgsergebnissen, die allerdings etwas gedämpft wurden durch die zu Beginn eher 
negative Beurteilung der Färbeergebnisse durch die Pathologen. Die Arbeit mit dem 
TintoDetector bereitete mir Freude, ich entwickelte viel Eigeninitiative und setzte, vor allem 
in Zusammenarbeit mit Daniela Joseph und einigen Pathologen, neue Ideen und Ansätze 
um. Ich entwickelte den Anspruch, optimale Färbeergebnisse durch häufiges Austesten und 
Wiederholen zu erreichen; dieser wurde durch drei positive Rückmeldung zu den 
Färbeergebnissen durch einige Pathologen verstärkt. 

Mit den Versuchsreihen 16 und 17 folgte eine kurze Zeit der Frustration, denn trotz neuer 
Reagenzienlieferungen misslangen einige nachfolgende Versuche. Es konnte keine 
Färbung mehr realisiert werden, die Gründe konnten trotz Gesprächen mit meiner 
Berufsbildnerin und einigen Pathologen nicht ergründet werden. 

Mit dem Einsatz eines neuen Färbekits folgte bis zum Abschluss des praktischen Teils 
erneut eine produktive Zeit mit Erfolgsergebnissen, bestätigt durch positive Beurteilungen 
einiger Pathologen. 

Auch wenn die Zielsetzung meiner Diplomarbeit verfehlt wurde, bin ich mit den erarbeiteten 
Erkenntnissen sehr zufrieden. Es freut mich enorm, dass nach abschliessender 
Rücksprache mit der Institutsleitung eine Einführung der IHC an Schnellschnitt-Präparaten 
dank meiner Erkenntnisse dennoch realisiert werden soll! Ich bin sehr gespannt, wie die 
Einführung der immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik in naher Zukunft realisiert 
und umgesetzt wird. 
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A1-1 

Anhang 1 
 

Ergebnisse 

 

Anhang 1 beinhaltet eine Tabelle, die Bilder der Versuchsreihen mit den Objektträgern und 

jeweils je ein repräsentativer Scan einer Färbung einer bestimmten Versuchsreihe zeigt - 

jedem Scan zugehörig ein Kommentar. 

 

Versuchsreihen 1, 2 und 3 

 

 
 

Versuchsreihe 1 
 

 

A 1.2 
 
-Ohne Demaskierung 
-Waschpuffer SB 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 



A1-2 

 

A 1.3 
 
-Ohne Demaskierung 
-Waschpuffer Bond 
-braunes Kit 
 
→ keine Färbung 

Versuchsreihe 2 
 

 
 

A 2.3 
 
-Demaskierung mittels 
Bond-Reagenz 
-Waschpuffer Bond 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Lyse des Gewebes 
 

Versuchsreihe 3 
 

 
 

A 1.1 
 
-ohne Demaskierung 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 

 
 

A 2.2 
 
-Demaskierung mittels 
Bond-Reagenz 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Lyse des Gewebes 

  



A1-3 

Versuchsreihe 4 
 

 
 

 

A 2.1 89J 
 
-Ohne Demaskierung 
-braunes Kit 
 
→ Färbung schwach 
positiv 

 → Befundung nach 15min 
 

A 1.1 89I 
 
-Ohne Demaskierung 
-grünes Kit 
 
→ Färbung schwach 
positiv (15min), keine 
Färbung im Verlauf 



A1-4 

 
 

B 2.2 89I 
 
-Demaskierung mittels 
Bond-Reagenz 
-braunes Kit 
 
→ keine Färbung  
 
→Gewebes leicht lytisch 

 
 

B 1.2 89J 
 
-Demaskierung mittels 
Bond-Reagenz 
-grünes Kit 
 
→ keine Färbung  
 
→Gewebes leicht lytisch 

Versuchsreihen 5 und 6 
 

 
 

  



A1-5 

Versuchsreihe 5 
 

 
 

A 94C 
 
-ohne Demaskierung  
-braunes Kit 
 
→Färbung positiv 
 
 

 
 

B 94C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→Färbung positiv 
 

 
Ohne Demaskierung 
 

 
Demaskierung mittels Tissue Primer 

Vergleich der Färbungen bei unterschiedlichen Vorbehandlungen 
→Vorbehandlung mittels Tissue Primer präsentiert ein leicht klareres Färbeergebnis 
 

 

B 94C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-grünes Kit 
 
→keine Färbung 



A1-6 

 
HE-Routine-Färbung 
 

 
IHC-Färbung 
 

Vergleich der Färbungen: HE-Routine- und IHC-Färbung 
 

Versuchsreihe 6 
 

 
 

83C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→Färbung positiv 

 

 
 

83C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-grünes Kit 
 
→keine Färbung 
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Versuchsreihen 7, 8 und 9 
 

 
Versuchsreihe 7 

 

 
 

99E 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 6 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→schwach positive Färbung 
 

 
 

99F 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 5 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→schwach positive Färbung 

  



A1-8 

Versuchsreihe 8 
 

 
 

100D 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 5 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

 
 

100C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 6 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

Versuchsreihe 9 
 

 
 

103C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 6 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

 
 

103C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt 5 Mikrometer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

  



A1-9 

Versuchsreihe 10, 11 und 12 
 

 
 

Versuchsreihe 10 
 

 
 

115C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

Versuchsreihe 11 
 

 
 

110D 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

  



A1-10 

Versuchsreihe 12 
 

 
 

114B 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 

Versuchsreihen 13, 14 und 15 
 

 
 

Versuchsreihe 13 
 

 
 

116E 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer, 
Inkubation bei 95 Grad Celsius und 
5min 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 
→viele Färbeartefakte 



A1-11 

 
 

116E 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer  
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 
→vereinzelt Färbeartefakte im 
Fettgewebe 

Versuchsreihe 14 
 

 
 

119D 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer  
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 
→vereinzelt Färbeartefakte im 
Fettgewebe 

 

119C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer, 
Inkubation bei 95 Grad Celsius und 
5min 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Gewebe teilweise lysiert 
 

Versuchsreihe 15 
 

 
 

120B 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer  
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

 
 

120B 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt nach HE-Färbung 
immunhistochemisch überfärbt   
-braunes Kit 
→positive Färbung 
 



A1-12 

 
 

120B 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-Schnitt nach HE-Färbung entfärbt, 
anschliessend immunhistochemisch 
überfärbt   
-braunes Kit 
 
→schwach positive Färbung 
 

Versuchsreihen 16, 17, 18 und 19 
 

 
 

Versuchsreihe 16 
 

 

125C 
 
-Demaskierung mittels Mohs 
ImmunoDigestor 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Gewebe lysiert 

 

125C 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Gewebe zeigt 
Färbeartefakte 

  



A1-13 

Versuchsreihe 17 
 

 

121B 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Gewebe teilweise lysiert 
 

Versuchsreihe 18 
 

 

130B 
 
-Demaskierung mittels Mohs 
ImmunoDigestor 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 
→Gewebe lysiert 
 

Versuchsreihe 19 
 

 
 

161E 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 
→teilweise Färbeartefakte im 
Fettgewebe 

  



A1-14 

Versuchsreihen 20, 21 und 22 
 

 
 

Versuchsreihe 20 
 

 
 

162C 
 
-Demaskierung mittels 
Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

Versuchsreihe 21 
 

 
 

166B 
 
-Demaskierung mittels 
Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

  



A1-15 

Versuchsreihe 22 
 

 
 

169A 
 
-Demaskierung mittels 
Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung 
 

Versuchsreihen 23, 24 und 25 
 

 
 

Versuchsreihe 23 
 

 
 

174 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→schwach positive Färbung 
 
 

  



A1-16 

Versuchsreihe 24 
 

 
 

170E 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

            
HE-Routine-Färbung   IHC-Färbung 
 

Vergleich der Färbungen: HE-Routine- und 
IHC-Färbung 
 

Versuchsreihe 25 
 

 
 

172C 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

  



A1-17 

Versuchsreihen 26 und 27 
 

 
Versuchsreihe 26 

 

 
 

189E 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 
 

 

189D 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung, richtig negativ 
 

  



A1-18 

Versuchsreihe 27 
 

 

191B 
 
-Demaskierung mittels Tissue Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

Versuchsreihen 28 und 29 
 

 
 

Versuchsreihe 28 
 

 
 

205C 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 



A1-19 

 
 

205C 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→keine Färbung, richtig negativ 
 

 
HE-Routine-Färbung 

 
IHC-Färbung 

Vergleich der Färbungen: HE-Routine- und IHC-Färbung 
 

Versuchsreihe 29 
 

 
 

206D 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
 

 
 

206D 
 
-Demaskierung mittels Tissue 
Primer 
-braunes Kit 
 
→positive Färbung 
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Anhang 2 
 

Zeitaufwand und Kostenpunkt 

 

Zeitaufwand bei Immunhistochemie mittels TD 

 

Die Zeit wurde wie folgt gemessen: 

Startpunkt: nach ausgeführtem Kryostatschnitt und Aufziehen auf OT 

Endpunkt: nach Eindecken der OT; OT bereit zur mikroskopischen Befundung 

 

Versuchsreihe Zeitaufwand [min] 

7 51 

11 43 

25 29 

27 26 

 

Kostenpunkt bei Immunhistochemie mittels TD 

 

 
 

Preis nach 
Medite-Liste 

[CHF] 

Inhalt 
Menge/Volumen 

pro 
Liefereinheit 

Menge/ 
Volumen pro 

Versuch  
(2 OT) 

Preis pro 
Versuch  
(2 OT) 
[CHF] 

Objektträger 83 72  2  2.30 

TintoFast AK 

(CK AE1/AE3, 
BerEP4) 

ready to use 

408 3000 Mikroliter 200 Mikroliter 27.20 

PolyDetector 
HRP braun 
ganzes Set 

731 15000 Mikroliter 200 Mikroliter 9.75 

Tissue Factor 

Ready to use 

239 100000 
Mikroliter 

200 Mikroliter 0.50 

ImmunoWasher* 116 200000 
Mikroliter 

2000 Mikroliter 1.15 

 

Hematoxylin 

Ready to use 

60 50000 Mikroliter 200 Mikroliter 0.25 

AquaMounter** 

Ready to use 

71 15000 Mikroliter 40 Mikroliter 0.20 

Total (2 OT)    41.35 

Total (1 OT)    20.70 
 

*Immunowasher: die Verbrauchsmenge kann nicht exakt determiniert werden. 

Ausgegangen wird von: 1000ml gebrauchsfertiger Waschpuffer benötigt 50ml 

Immunowasher und 950ml destilliertes Wasser. Nach 5 Versuchsreihen werden jeweils 

200ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers komplett ausgewechselt. 

**AquaMounter: von diesem Eindeckmedium wird pro OT ein dicker Tropfen verwendet, 

dies entspricht 20 Mikrolitern
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Anhang 3 
 

Reagenzien 

 

Name des 
Reagenzes/Verbrauchmaterials 

Haltbar-
keitsdatum 

Volumen/Stück-
zahl der 

Liefereinheit 

LOT-Nummer 

Waschpuffer Bond Konzentrat 05/01/2025 1000ml 641200 

(Demaskierung Bond) Bond 
Enzym Diluent 

20/05/2024 200 ml 74310 

(Demaskierung Bond) Bond 
Enzym Concentrate 

20/05/2024 1 ml 74310 

Tissue Primer 04/2025 100 ml S500-K 

Mohs ImmunoDigestor 02/2026 50 ml 0326BCNB15 

Buffer Mohs ImmunoDigestor 02/2026 17 ml 0112CNB15 

ImmunoDNA Washer 11/2025 200 ml 0150FML08 

TintoFast EpCAM BerEP4 08/2025 

08/2025 

08/2025 

3 ml 

3 ml 

7 ml 

3680BML13 (1) 

3680BML13 (2) 

3680CNA26 (3) 

TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 09/2025 

10/2025 

3 ml 

3 ml 

3665BMI27 (1) 

3665TNB07 (2) 

Hematoxylin Counterstainer 03/2025 50 ml 0028FML13 

Aqua Mounter 08/2024 

06/2025 

15 ml 

50 ml 

0051FMD29 (1) 

0093BNC03 (2) 

Detektionssystem Mohs 
Mouse/Rabbit PolyDetector HRP 

Brown Detection System 

12/2024 

03/2025 

07/2025 

5 ml 

15 ml 

15 ml 

0307SEML28 (1) 

0307OMI22 (2) 

0307PNC03 (3) 

TintoDetector Absorbent Pads - 10 

10  

7036VDG12 (1) 

7036VDG12 (2) 

TintoDetector 30-Well Reagent 
Holder 

- 5 7004SJJ04 

TintoDetector Cap Gap Plus 
Slides 

- 72 

72 

7006HKG27 (1) 

7006HKG27 (2) 
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Probenmaterial und Auftragsformulare 
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Färbeprotokoll 
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Packungsbeilagen 

 

Tissue Primer 
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Mohs ImmunoDigestor 
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PolyDetector Peroxidase Blocker 
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ImmunoDNA Washer 
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TintoFast EpCAM BerEP4 
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TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 
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PolyDetector DAB HRP Brown Chromogen 
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Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP Brown Detection System 
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Hematoxylin Counterstainer 
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