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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 Operationspréaparates und
geschieht mittels Aufarbeitung am Kryostaten nach Kriterien, die vom zustandigen
Pathologen entschieden werden.

Stand dato werden diese auf Objekttrager aufgezogenen Schnellschnitte HE-geféarbt und
dem zustandigen Pathologen zur raschen Befundung Uberreicht — dieser histotechnische
Prozess nimmt in der Regel ein kurzes Zeitfenster von 15 bis maximal 30min in Anspruch.
Bei unklaren Féallen oder Diskrepanzen in der Befundung stellte sich die Frage, ob eine
zusatzliche immunhistochemische Aufarbeitung der Tumorexzisate bei der Befundung
betreffend Sensitivitat bei der Anfarbung sowie Zeitaufwandminimierung helfen kénnte.

Die vorliegende Diplomarbeit beschaftigt sich mit der Zielsetzung, die Einfiihrung der
immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz anhand der
immunhistochemischen Farbungen BerEP4 und CKAE AE1/AE3 zwecks Tumordiagnostik
von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen zu ermdglichen.

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

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

2) Konnen die gefarbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden?

3) Bietet die Mohstechnik bei der Schnellschnitt-Tumordiagnostik mittels
Immunhistochemie Vorteile, wie beispielsweise hohere Sensitivitdt gegenuber der
Paraffineinbettung und Routine-HE-Farbung?

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
Bestatigung 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 verkirzte HE-Farbung, die Befundung durch den
Pathologen bezeichnet die Uberpriifung, ob diese Exzision mit vorgegebenem

Sicherheitsabstand der vollstandigen Resektion im Gesunden gentigt (RO-Resektion) und
die Empfehlung beziehungsweise Anordnung einer Nachexzision bei allfalliger Indikation.

Hier liegt die Basis fir die Idee zur vorliegenden Diplomarbeit: Immer wieder tauchte die
Frage auf, ob im Rahmen einer Hilfestellung bei unklaren Fallen, beispielsweise schlecht
abgrenzbaren Tumorresten am Schnittrand, eine geniigend sensitive Immunhistochemie
am gefrorenen Gewebe durchgefiihrt 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 taglich ein Tumorexzisat
zwecks Schnittrandkontrolle ins Labor. Haufig handelte es sich um ein Basalzellkarzinom-
Exzisat.

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

Der nach Vorgaben der Pathologen gentigenden Sensitivitat soll die immunhistochemische
Farbung auch eine Zeitersparnis und Kostenreduktion bieten.

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

1.3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit beinhaltet die Einfihrung der immunhistochemischen
Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz anhand der immunhistochemischen
Farbungen 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 eingefiihrt werden?

2) Konnen die gefarbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden?

3) Bietet die Mohstechnik bei der Schnellschnitt-Tumordiagnostik mittels
Immunhistochemie Vorteile, wie beispielsweise hdhere Sensitivitdt gegenuiber der
Paraffineinbettung und Routine-HE-Farbung?
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1.4 Vorgehen

Die ins Labor gesendeten Schnellschnitte wurden am Kryostaten geschnitten, HE-gefarbt
und vom jeweiligen Pathologen befundet und riickgemeldet. Bei einigen Gewebeblocken
erfolgte anschliessend eine immunhistochemische Aufarbeitung am Bio SB Tintodetector,
wenn in diesen Gewebeblécken vom zustandigen Pathologen Karzinomreste als klar
erkennbar deklariert oder als interessant bei eher unklaren Fallen erachtet wurden.

Es wurden 29 Versuchsreihen durchgefihrt. 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 gefarbten Schnitte dem zustandigen Pathologen zur
Befundung und Beurteilung der Qualitat in puncto Sensitivitat und Farbeergebnis Uberreicht.
Die gefarbten Schnitte wurden zeitnah gescannt und dunkel bei 4-8 Grad Celsius archiviert.

1.5 Vorschau

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

Im Kapitel Praxis werden die Geratschaften 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 erlautert. 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).

2.1.1 Epidermis (Oberhaut)

Die Epidermis ist aufgebaut aus mehrschichtigem, verhorntem Plattenepithel, ist geféassfrei
und in der Regel 30 — 50 Mikrometer dick — kann aber, abhéngig 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),
Kornerschicht (stratum granulosum) und Hornschicht (stratum corneum). Diese Unterteilung
erfolgt abhéngig 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 Gber Anker- und
Mikrofibrillen.

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

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

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

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

2.1.2 Dermis

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

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

- Stratum papillare: Diese Lage enthalt Papillarkorper, die mit den Epidermisleisten
verzahnt sind, was der Stabilitat dient. Sie enthalten schlaufenférmige, aufsteigende
Kapillargefasse.

- Stratum reticulare: Diese Lage enthalt bindegewebe- und kollagenproduzierende
Zellen, die Fibroblasten. Kollagen und elastischen Fasern gewéhrleisten Stabilitat,
Reissfestigkeit sowie die intradermale Elastizitat.

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

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

Hornschicht

» s -/P Kornerzellschicht
P G- =L Stachelzellschicht
#— Basalzellschicht

Oberhaut

Lederhaut
~ Schweidrise
~ Nerven
Haarwurzel

“+ 3 Kollagen- und

Elastinfasern

Arterie

4 Vene
Fettzellen

Unterhaut '

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

2.1.4 Zur Lokalisation von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen

Basalzellkarzinome haben ihren Ursprung in der Basalschicht. Sie wachsen nestférmig in
umliegende Epidermisschichten und kénnen lber 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.

Stratum corneom
Stratum wucidum

Stratum grarulosum

Stratum spinosum —

Merkel Zelle

Stratumn basale H Axonende

~ermis

Melznozyt

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

2.21 Basalzellkarzinom
(nachfolgend BCC genannt, basal cell carcinoma)

Das BCC ist eine oberflachliche, 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 interfollikularen Epidermis in der Basalschicht.

2.21.1 Epidemiologie

Etwa 75% aller nicht-melanotischen Hauttumoren sind BCC und damit die h&ufigsten
Tumoren. Die Inzidenz steigt weltweit an — Grund daflr kénnte durch verandertes
Freizeitverhalten und die héhere UV-Belastung gegeben sein. BCC nehmen mit dem
Lebensalter zu, zumeist sind Manner betroffen.

2.2.1.2 Atiopathogenese

BCC nehmen ihren Ursprung bei adulten, stammzellahnlichen Zellen in der Basalschicht
der Epidermis. Genetische Verdnderungen in Signaltransduktionswegen flhren 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
Hautschadigungen.

2.21.3 Klinik

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

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

- Noduléres 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 Plague 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 unregelmassig begrenzte, rotbraune,
leicht erhabene Plaque mit feiner Schuppung oder Krusten, in der Regel nicht
ulzerierend

2.2.1.4 Histopathologie

BCC sind charakterisiert durch die vom Stratum basale ausgehenden, kndtchenférmigen
oder strangférmigen epidermalen Tumorzellproliferationen, die von einem dermalen Stroma
(Tumorstroma) umgeben sind. Die Epidermis Giber 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: Abbildung 4: sklerodermiformes BCC (Quelle:
http://archiv.ub.uni- http://archiv.ub.uni-
marburg.de/diss/z2019/0459/pdf/dhr.pdf Seite 9) marburg.de/diss/z2019/0459/pdf/dhr.pdf Seite 10)

2.2.1.5 Bedeutung des Antigens EpCAM

Das epitheliale Zelladh&sionsmolekul EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) ist ein
Tumor-assoziiertes Antigen, dessen gesteigerte Expression mit einer erhéhten 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-Antikdrpers
im Rahmen einer histologischen Farbung darstellbar ist. Die BerEP4-Féarbung zeigt im
Ergebnis eine zytoplasmatische Anfarbung der gesuchten Zellen und hat eine hohe
Empfindlichkeit und Spezifitat darin, nur in BCC-Zellen positiv zu sein. Die BerEP4-Farbung
ist im Plattenepithel negativ, was insbesondere eine Abgrenzung zum
Plattenepithelkarzinom erlaubt.

2.2.2 Plattenepithelkarzinom der Haut
(nachfolgend cSCC genannt, cutaneous squamous cell carcinoma)

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

2.2.2.1 Epidemiologie

Nach dem BCC ist das cSCC der zweithaufigste maligne Hauttumor. Betroffen sind zumeist
Patienten Uber 60 Jahren, Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Die Inzidenzraten
zeigen weltweit eine steigende Tendenz.

2.2.2.2 Atiopathogenese

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

Haupturséachlich fur 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 gegeniber der Apoptose,
dies fuihrt zu einer klonalen Expansion. Eine weitere genetische Mutation im Kodon 12 des
Ras-Onkogens H-Ras flhrt zu einer aberranten Aktivierung des Membranrezeptors EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) und somit zu einer gestérten Regulation der
Zellproliferation.

2.2.2.3 Klinik

Frihformen des cSCC zeigen sich als verstéarkt verhornte Plaques (Hyperkeratose), die
symptomlos sein kénnen. Die als «Prékanzerosen» bezeichneten Lasionen wie
beispielsweise die aktinische Keratose oder Morbus Bowen gelten als friihe
Entwicklungsstufe eines cSCC und gehen diesem oft voraus. Bei einer fortgefihrten
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Proliferation neoplastischer epidermaler Keratinozyten entstehen verdickte Plaques und
derbe Knoten, die ein erhohtes Potential an infiltrierendem, destruierendem, erodierendem
und ulzerierendem Wachstum aufweisen. Das Risiko fur Metastasierung ist gegeben, zeigt
sich aber dennoch gering. In der Regel handelt es sich um eine lokale
Lymphknotenmetastasierung (85% der Falle).

Relevante Risikofaktoren fur Metastasen und Rezidive sind:

- Tumordicke:

vertikale Tumordicke > 6 mm, horizontale Tumordicke = 2 cm
- Lokalisation: Unterlippe, Ohr
- Immunsuppression

2.2.2.4 Histopathologie

Die haufigste Form des cSCC ist das superfizielle cSCC. Es ist makroskopisch nicht klar zu
«Prakanzerosen» 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 «Prakanzerosen», in die Dermis fingerférmig oder nodular
vordringenden, atypischen Keratinozytenproliferate sind meist mit der Epidermis verbunden
und weisen Zell- und Kernpleomorphismen auf.

2.2.3 Bedeutung des Panzytokeratins CKAE1/A3-Antikdrpercocktails

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

Es werden zwei Arten Zytokeratine unterschieden, der saure Typ | und der neutral-basische
Typ Il (Zytokeratine 1-8) — beide Arten werden von Epithelzellen der Epidermis exprimiert.
In der Farbung mit Panzytokeratin CKAE1/A3-Antikérpercocktail sind Antikdrper 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 Spezifitat auf deren epithelialen Ursprung -
nur epitheliale Zellen, physiologische sowie pathologische, sind mit dieser Féarbung
darstellbar. cSCC sowie auch BCC zeigen sich CKAE A1/A3 positiv (Abbildungen finf und
sechs).

™
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Abbildung 5: CKAE AE1/AE3-positiver Abbildung 6: CKAE AE1/AE3-positiver Schnellschnitt
Schnellschnitt eines cSCC (Eigenes Bildmaterial, eines superfiziellen BCC (Eigenes Bildmaterial, 2023)

2023)
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2.3 Prinzip der Immunhistochemischen Farbung

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

Wahrend unterschiedliche Farbemethoden und Detektionssysteme existieren und die IHC-
Farbung an Nativmaterial als Gefrierschnitt sowie an fixiertem und in Paraffin eingebetteten
Gewebe durchgefuhrt wird, treten elementare Bausteine unabhéngig der gewahlten
Methode auf. Der Einfachheit halber werden an dieser Stelle nur Elemente der IHC am
Gefriergewebe erlautert — Elemente des Kits «Mohs Mouse/Rabbit PolyDetector HRP
Brown Detection System» von Bio SB. Abbildung sieben zeigt das Prinzip dieses «Ein-
Schritt-Verfahrens».

2.3.1 Zielantigen

Als Antigen (nachfolgend AG genannt) wird eine Moleklilstruktur bezeichnet, an die ein
spezifischer Antikorper (nachfolgend AK genannt) Gber ein oder mehrere Epitope bindet.

Ziel-AG in der Tumordiagnostik sind Proteine, die von der Tumorzelle exprimiert werden
und intrazelluldar oder membranstandig gelegen sind. Ziel der IHC-Farbung ist deren
Visualisierung.

2.3.2 Primarantikérper (polyklonal)
Erstes Element der IHC-Farbung ist der Primér-AK, der selektiv an das Ziel-AG bindet.

Bei polyklonalen AK handelt es sich um AK, die am haufigsten in Kaninchen von
verschiedenen Zellen generiert werden; sie interagieren mit verschiedenen Epitopen des
Ziel-AG. Der hoheren Anfalligkeit fur Kreuzreaktionen mit anderen AG wird mit der
Affinitats-Chromatographie, bei der andere Serumproteine ausgesalzt und durch
lonenaustausch-Chromatographie entfernt werden, begegnet.

Polyklonaler AK besitzen den Vorteil, dass sie kostengunstig hergestellt werden kénnen.

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

2.3.3 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 Priméar-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 fortgefiihrte Erhdhung der Signalstarke, begriundet in
den zusétzlichen Bindungsstellen, die fur das Chromogen generiert werden.

2.3.4 Chromogen

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

2.3.5 Gegenfarbung

Zur besseren Darstellung der Gewebestruktur und Erh6hung des Chromogen-Praparat-
Kontrastes wird eine Gegenfarbung auf einer Hamatoxylinbasis appliziert. Sie wird nach der
Chromogenanfarbung angewendet und fiihrt zu einem blaulichen Hintergrund.
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2.3.6 Weitere Elemente

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

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

Die endogene Enzymaktivitat fuhrt zu einer unspezifischen Farbung, wenn ein Substrat wie
Diaminobenzidin (DAB) vorhanden ist. Diese unspezifische Farbung 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 Molekilvernetzungen
aufgebrochen und so der Zugang zum tberdeckten Epitop des Zielantigens fur den Primér-
AK erleichtert. Eine starkere Anfarbung 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 Giber den Einsatz
proteinverdauender Enzyme wie Proteinasen, die Uberdeckte Epitope freilegen. Das
Reagenz «ImmunoDigestor» beinhaltet solche Proteinasen.

Allerdings ist eine Demaskierung am gefrorenen Gewebe &usserst heikel, denn diese
Proteinasen kdnnen das Gewebe beschadigen oder gar lysieren. Bei der Durchfiihrung der
Versuchsreihen mit dem Reagenz «ImmunoDigestor» zeigte sich dieses Phanomen - sein
Einsatz musste nach einigen Versuchen eingestellt werden.

sher sher sher

€ Antibody €D FabHRP €D Chromogen € Counterstain
in.

4 min. 3m 2 min. 30seconds

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)

2.3.7 Zur IHC am Gefrierschnitt

In der IHC zeigen Gefrierschnitte eine bessere Erhaltung der Antigene als formalinfixierte
Paraffinschnitte. Die schlechtere Erhaltung morphologischer Details und die
Gewebesensibilitat gegentber Inkubations- und Spulschritten beim Farbevorgang stellen
zwei Nachteile bei der IHC am Gefriergewebe dar.

Zur Erhaltung optimaler Farbeergebnisse missen unterschiedliche Anséatze betreffend
Gewebefixierung und -trocknung sowie adaquate Inkubationszeiten und
Reagenzienkonzentrationen erprobt werden.
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2.4 Die Gefrierschnittuntersuchung

Die Gefrierschnittuntersuchung dient der Schnellschnittdiagnostik, insbesondere der
Tumorfreiheit von Resektionsréandern (Schnittrandkontrolle RO-Resektion), aber auch der
Beurteilung der Entitat sowie Dignitét von unklaren Herdbefunden. Des Weiteren wird sie
auch fir enzymhistologische und immunhistologische Untersuchungen bendtigt. Ihr klarer
Vorteil liegt darin, dass die Formalinfixierung und Paraffineinbettung entféallt und sie damit
schnell, das heisst innerhalb von 20-30min, durchfiihrbar ist.

Das Gewebe muss nach der Entnahme zwingend unfixiert und bei langeren
Transportwegen zuséatzlich auf Eis gekuhlt auf dem schnellsten Wege ins
histopathologische Labor gebracht werden. Nach einer makroskopischen Begutachtung und
Deskription durch den zusténdigen Pathologen erfolgt die zur Diagnosestellung gewinschte
Zuschnittmethode, siehe Abbildung acht, und eine Gewebestabilisierung durch
Schockgefrieren. Mit dem Kryostat-Mikrotom werden von dieser gefrorenen Probe Schnitte
von funf bis acht Mikrometer angefertigt. Sie werden auf einen speziellen Glasobjekttrager
mit permanenter, positiver Ladung (Superfrost Plus) aufgezogen, kurz in Aceton fixiert,
mittels einer zeitlich gekirzten Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt und sofort dem
zustandigen Pathologen zur raschen Befundung Uberreicht. Der Befund wird vom
Pathologen telefonisch dem Chirurgen Ubermittelt, welcher dann intraoperativ weitere
Massnahmen treffen kann.

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

MKC (Schnittrandkontrolle/MGC)

l

Miinchner Methode Brotioib-Technik Muffin Technik

Von unten Stifen @rin/schwars quer lometeren ouf Wavsch van
dureh OF M. Hess Schmid

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

Wahrend BCC so gut wie nie metastasieren und Patienten somit durch eine vollstandige
Exzision dieser Tumoren geheilt werden konnen, fuhren unvollstandig exzisierte sowie
randbildende Tumoranteile oft zu einem Rezidiv oder zu einer Erhéhung des
Metastasierungsrisikos. Darin begriindet liegt eine Empfehlung von Sicherheitsabstanden
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
Objekttrager zur mikroskopischen Beurteilung aufgezogen, dass der Schnittrand in toto
untersucht werden kann.

2.51 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
schisselférmig exzidiert. Das gewonnene Exzisat wird auf einer Kiihlplatte flachgedrtickt,
mit Kryogel auf ein Medium eingebettet, geschnitten und so auf den Objekttrager
aufgezogen, dass der gesamte Schnittrand mit Epidermis und die Basis auf einem Schnitt
betrachtet und allfallige Tumorreste innerhalb Minutenfrist exakt lokalisiert werden kdnnen.

Damit erhéht sich einerseits die Sicherheit der Totalitat 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 grdssere Vernarbung nach dem Eingriff, vermieden werden. Abbildungen
neun und zehn zeigen den Vorgang der Mohs-Chirurgie.
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oy a thin layer of skin is excised from
-~ he surrounding skin and base
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Abbildung 9: Ablauf der klassischen Mohs- Abbildung 10: Verarbeitung eines Mohs-Exzisats beim
Chirurgie (Quelle: Fast Facts Skin Cancer Karen Dermatologischen Zentrum ZH (Eigenes Bildmaterial,
Agnew Christopher Bunker Second Edition, 2023)

2013 Oxford Page 72)
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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 flr vier
Plastikbehéalter und zwei flache Reagenzien-Reservaoirs.

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

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

- Plastikbehalter mit Deckel: Mit einem Fassungsvermdgen von bis zu 200 Millilitern
werden in diesen Flussigkeiten wie Waschpuffer oder Aceton aufbewabhrt.

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

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

Bio SB%°

-"_ sl g g
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=
Abbildung 11: Arbeitsplatz, TintoDetector mit Abbildung 12: TintoDetector Mini ImmunoDNA
Reagenzien (Eigenes Bildmaterial, 2023) System (Quelle: https://www.biosb.com/biosb-

products/tintodetector-mini-immunodna-system/)

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

3.2 Reagenzien

Zur Durchfuhrung 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 erwé&hnt, das nach den ersten Versuchsreihen schliesslich zur
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Reproduzierbarkeit der Ergebnisse genutzt wurde.

Folgende Reagenzien wurden zur Durchfiihrung 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 Durchfuhrung der Versuche, ausser Aceton und deionisiertes Wasser,
wurden von Bio SB bezogen.

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

e Waschpuffer Bond
e Demaskierungsreagenz Bond

Informationsblétter 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 zustandigen Pathologen im Rahmen der Schnittrandkontrolle jeweils
Tumorreste befundetet werden konnte (ausser Versuchsreihe 23), ausgewahlt und
immunhistochemisch gefarbt. Die Auswahl der Exzisate geschah nach laborinternen,
zeitlichen Kriterien.

Es wurden Hautexzisate von unterschiedlichen Kérperregionen und unterschiedlicher
Grosse verwendet: 19 mit BCC- und sieben mit cSCC-Tumoranteilen. Diese Differenz liegt
der Tatsache zu Grunde, dass, im genannten Zeitraum, haufiger Auftrage mit der
Fragestellung nach Resektionsréandern bei BCC als bei cSCC eingesandt wurden.

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

3.4 Methodisches Vorgehen

Das methodische Vorgehen zur immunhistochemischen Farbung der Gefrierschnitte wurde,
vor allem auf Grund von anfanglichen Lieferschwierigkeiten bei Reagenzien von Bio SB, im
Laufe der Versuchsreihen leicht adaptiert, wobei nach einem anféanglichen Herantasten an
die Vorgehensweise mittels unterschiedlichen Kits, Inkubationszeiten,
Gewebeschnittplatzierung auf dem Objekttrager und Reagenzienverdiinnungen schliesslich
die Reproduzierbarkeit optimaler Farbeergebnisse 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

Rucksprache mit dem zustandigen Pathologen wurden ein bis maximal drei Gewebestlicke,

die als nicht tumorfrei befundet wurden, am Kryostaten geschnitten und nachfolgend fur die
13
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Versuchsreihen der Diplomarbeit verwendet. Gewebestiicke wurden im unteren Bereich
des OT aufgezogen. BCC wurden immunhistochemisch aufgearbeitet mit dem
Primarantikorper BerEP4, cSCC mit dem Priméarantikorper CKAE AE1/AE3, wobei drei Mal
stichprobenartig eine Negativkontrolle durchgefiihrt wurde: Gefrierschnitte mit cSCC-
Tumorresten wurden dabei mit BerEP4 gefarbt.

Die Vorgehensweise beinhaltet als Grundgerist invariable Elemente im Rahmen eines
Schritt-fur-Schritt-Verfahrens. Das Farbeprotokoll im Anhang zeigt den Farbeablauf nach
der Durchfiihrung 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 erlautert.
Reprasentative 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.

3.41 Versuchsreihen

Versuchsreihe 4

Gefrierschnitte auf OT (5 Mikrometer), Gewebestiicke 89 1/J

08.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC

Es wurde ohne Vorbehandlung und mit dem Bond Demaskierungsreagenz inkubiert - gefarbt
wurde mit dem braunen sowie dem griinen Kit.

Versuchsreihe vier brachte hervor, dass die Gewebeschnitte auch ohne Vorbehandlung
beziehungsweise Demaskierung farbbar sind. Die Demaskierung mittels Bond
Demaskierungsreagenz fihrte zur Lyse des Gewebes und wurde deshalb nicht mehr
durchgeflihrt. Das griine Kit lieferte eine nicht stabile Farbung.

Versuchsreihe 5

Gefrierschnitt auf OT (5 Mikrometer), Gewebestlick 94C

10.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC

Es wurde ohne Vorbehandlung und mit Tissue Factor inkubiert - verwendet wurde das braune
und das griine Kit.

Die Behandlung mit dem Tissue Factor zeigte eine starkere und klarere Farbung als ohne
Vorbehandlung. Die Vorbehandlung mit dem Tissue Factor wurde fortgefuihrt. Das griine Kit
zeigte abermals keine stabile Farbung.

Versuchsreihe 6

Gefrierschnitt auf OT, (6 Mikrometer) Gewebestlick 83C

13.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestatigtes SCC

Verwendet wurden das braune und das griine Kit. Da das griine Kit wiederum keine stabile
Farbung zeigte, wurde es in der Folge nicht mehr eingesetzt. Die Gefrierschnittqualitat bei
einer Schnittdicke von sechs Mikrometer zeigte keine Unterschiede zu der bei funf
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 Farbung mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde
zwecks Negativkontrolle durchgefihrt.

Versuchsreihe 7

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

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

Versuchsreihe 9

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 103C
14.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestatigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 10

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 115 C/D

21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes cSCC

Auf Wunsch des zustéandigen Pathologen wurde eine Farbung mit TintoFast EpCAM BerEP4
durchgefiihrt, 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, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 11

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 110 C/D
21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 12

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 114 B
21.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 13

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 119C/D

22.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder mittels vorangegangener Inkubation bei
95 Grad Celsius wahrend 5min, anstelle der Inkubation bei 60 Grad Celsius flr 3min. Gefarbt
wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 14

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 116 E

22.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder mittels vorangegangener Inkubation bei
95 Grad Celsius wahrend 5min, anstelle der Inkubation bei 60 Grad Celsius fiir 3min. Gefarbt
wurde mittels braunen Kits.

Gewebevorbereitung mittels Inkubation bei 95 Grad Celsius wurde verworfen, da das
Farbeergebnis deutlich schwacher ausfiel als das bei der Vorbehandlung bei 60 Grad
Celsius.

Versuchsreihe 15

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestliicke 120B/H

24.02.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestétigtes cSCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Nach der Idee des zustdndigen Pathologen wurden alle Gefrierschnitte zur Routine-
Schnellschnittdiagnostik auf SB OT aufgezogen und HE-gefarbt. Zwei OT, in denen
Tumorreste ausgemacht werden konnten, wurden nach der Befundung mit der
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immunhistochemischen Farbung mittels AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 direkt Uberfarbt
— ein OT wurde dabei wieder entfarbt, bevor die immunhistochemische Farbung appliziert
wurde. Dies geschah im Rahmen einer Erprobung zur weiteren Verbesserung in puncto
Zeitersparnis, Aufwandminimierung und Interpretierbarkeit des Farbeergebnisses. Dieser
Ansatz wurde nicht weiterverfolgt, da die genannten Vorteile nicht erzielt wurden. Auf diesen
Fall wird im Fazit eingegangen.

Versuchsreihe 16

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 125 C/D

28.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Primer oder nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor,
welcher gemass Farbeprotokoll nach Bio SB das Standardreagenz bei der Demaskierung
darstellt. Gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Die Demaskierung mittels Mohs ImmunoDigestor fuhrte, trotz korrekter Verdiinnung 1:4, zur
Lyse des Gewebes und konnte zur Interpretation des Farbeergebnisses nicht verwendet
werden. Die ganze Versuchsreihe galt als gescheitert, da keine Farbung gelang; als Grund
angenommen wurde eine Funktionsuntauglichkeit des Chromogens - ein neues Kit wurde
bestellt, das alte verworfen.

Versuchsreihe 17

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 121B

28.02.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor, gefarbt wurde
mittels neuen, braunen Kits. Wiederum fiihrte die Anwendung von Mohs ImmunoDigestor zur
Lyse des Gewebes.

Versuchsreihe 18

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 130A/B

01.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AES, bestatigtes cSCC

Vorbehandlung geschah mittels nachgelieferten Mohs ImmunoDigestor, gefarbt wurde
mittels braunen Kits. Da die Anwendung von Mohs ImmunoDigestor erneut zur Lyse des
Gewebes filhrte, wurde in Folge auf dessen Anwendung verzichtet.

Versuchsreihe 19

Gefrierschnitt auf OT, Gewebesticke 161D/E/H

16.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC

Ziel der letzten Versuchsreihen 19-29 stellte die Reproduktion optimaler Ergebnisse dar. Die
Immunhistochemische Farbung geschah in puncto Inkubationszeiten und Ablauf nach
Farbeprotokoll, verwendet wurde Tissue Primer zur Vorbehandlung, sowie das braune Kit zur
Farbung. Auf das Farbeergebnis des Gewebestiicks 161H wird im Fazit eingegangen.

Versuchsreihe 20

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 162C
16.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 21

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestlicke 166B/D
20.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestétigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 22

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestliick 169A
20.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC
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Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 23

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestlick 174

22.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3

Gewebeaufarbeitung nach Muffin-Technik, «stufendurch» geschnitten - zwischen den
Schnitten fur die Schnellschnittdiagnostik wurde fur eigene Zwecke Schnitte auf OT
aufgezogen. Tumorreste wurden dementsprechend nicht vor der immunhistochemischen
Farbung befundet - als Vorbefund wurde auf dem Auftragsformular cSCC angegeben.
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 24
Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 170D/E

22.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 25

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 172C
22.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC
Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits.

Versuchsreihe 26

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 189D/E

30.03.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestatigtes cSCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits. Eine
Negativkontrolle mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde durchgefihrt.

Versuchsreihe 27

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiick 191B

30.03.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits. Zusatzlich
wurde eine immunhistochemische Féarbung mit AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3
durchgefuhrt. Auf das Farbeergebnis des Gewebestiicks 191B wird im Fazit eingegangen.

Versuchsreihe 28

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 205B/C/D

05.04.2023, AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3, bestéatigtes cSCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits. Eine
Negativkontrolle mit AK TintoFast EpCAM BerEP4 wurde durchgefihrt.

Versuchsreihe 29

Gefrierschnitt auf OT, Gewebestiicke 206D/E

05.04.2023, AK TintoFast EpCAM BerEP4, bestatigtes BCC

Vorbehandlung geschah mittels Tissue Factor, gefarbt wurde mittels braunen Kits. Zusatzlich
wurde eine immunhistochemische Féarbung mit AK TintoFast Cytokeratin AE1/AE3
durchgefihrt.

17



Immunhistochemische Farbungen an
Schnellschnitt-Praparaten von Hauttumoren Nico Bucher

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1 Farbeergebnisse

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

Farbung mit Primér- Farbung mit Primar- Negativ- Meinung des
antikorper EpCAM antikorper kontrolle zustandigen
Berep4 CKAE AE1/AE3 VR 6, VR 26, Pathologen
VR 28 (Farbequalitat)
Versuchs- Richtig Falsch Richtig Falsch Richtig Genu- Unzu-
reihe (VR) positiv negativ positiv negativ negativ gend reichend
Befund in
Klammern
4 (BCC) X
5 (BCC) X
6 (cSCC) X X
7 (BCC) X
8 (cSCCQC) X
9 (BCC) X
10 (BCC) X X
11 (BCC) X
12 (BCC) X X
13 (BCC) X
14 (BCC) X
15 (cSCCQC) X X
16 (BCC)
17 (BCC)
18 (cSCC)
19 (BCC) X
20 (BCC) X
21 (BCC) X
22 (BCC)
23 (cSCC) X
24 (BCC) X
25 (BCC) X X
26 (cSCCQC) X X
27 (BCC) X X
28 (cSCC) X X X
29 (BCC) X X X

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse
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Zusammenfassung der Ergebnisse
m BCC mcSCC
FALSCH NEGATIV 1]

RICHTIG POSITIV

Diagramm 1: Zusammenfassung der Ergebnisse

Bewertung der Ergebnisqualitét
m gentgend  m unzureichend

cscc 5
BCC 15 |

Diagramm 2: Bewertung der Ergebnisqualitat

3.5.2 Beispielbilder

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

Positiv Negativ Schwach positiv

S BU P

&
A
L

v
o

Abbildung 13: Beispielbilder betreffend Interpretierbarkeit einer Farbung (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
4.1.1 Rekapitulation der Zielsetzung

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

4.1.2 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 eingefuihrt werden?

Nein. Die Immunhistochemische Farbungen anhand der Versuchsreihen vier bis 29 fuhrten
zwar in 22 Fallen zu einem auswertbaren Ergebnis, die Ergebnisqualitdt wurde aber in 20
Fallen von den zustdndigen Pathologen als unzureichend eingestuft. Da die
immunhistochemische Farbung mittels TD somit als nicht den Anspriichen geniigend
sensitiv betrachtet werden kann, entfallt die Minimierung des Aufwandes und somit auch
eine Kostenreduktion, sowie eine Zeiteinsparung; die immunhistochemische Farbung
mittels TD kann Stand dato die Routine-HE-Féarbung nicht ersetzen oder die Befundung
effektiv erleichtern beziehungsweise erganzen.

Die Kosten flir einen Versuch a 2 gefarbten 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 allfallige Anschaffung des TD Systems, ohne Reagenzien und Verbrauchsmaterial,
wirde Kempf und Pfaltz 10110.00 CHF (Preis nach Medite-Liste) kosten.

Preisberechnungen sowie Zeitmessungen sind im Anhang zu finden.
2) Konnen die gefarbten Schnellschnitte ausgewertet und interpretiert werden?

Ja. 22 von den 26 auswertbaren Versuchsreihen zeigten ein richtig positives Farbeergebnis
in einem zuvor am Schnellschnitt durch den zustandigen Pathologen befundeten Gewebe.
Die Interpretierbarkeit der Farbeergebnisse 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 hthere Sensitivitdt gegenluber der
Paraffineinbettung und Routine-HE-Farbung?

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
zustandigen Pathologen gewiinscht, in toto auf ein Gefriermedium eingebettet und
ausschliesslich «stufen durch» geschnitten — eine Verarbeitung fir Diplomarbeit-Zwecke
nach Schnittrandkontrolle entfiel somit, da kein Gewebe Ubrig blieb nach der
Schnellschnittaufarbeitung.

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

Alle 26 aufgearbeiteten Exzisate mit Tumorresten im Rahmen der Versuchsreihen
betrachtet, bot die immunhistochemische Farbung mittels TD keine héhere Sensitivitat als
die Routineaufarbeitung mit IHC-Farbung. Dies wird auch anhand der Abbildung 14
ersichtlich, die einen exemplarischen Fall zeigt: Versuchsreihe zehn, Gewebesttick 115C.
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HE am Gefrierschnitt IHC am Gefrierschnitt Routine-IHC am Paraffinblock

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

Die gleiche Frage also, die sich aber eingeschrankt mit der Beurteilung der Sensitivitat
zwischen paraffineingebettetem und gefrorenem Gewebe beschéftigt und die Mohs-
Chirurgie ausser Betracht lasst, muss deshalb negiert werden.

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

Nach abschliessender Rucksprache mit der Institutsleitung wird die Einflihrung 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 Féllen zukunftig zur Anwendung kommen.
Institutsleitungsinterne Besprechungen zu den Rahmenbedingungen sind pendent.

4.1.3 Erkenntnisse

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

In dieser Versuchsreihe bot die IHC am Gefrierschnitt dem zustandigen 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 verkirzten HE-Farbung am gleichen Schnitt durchgefuhrt werden konnte
(immunhistochemische Uberfarbung): mittels IHC konnte so, ohne Herstellung eines neuen
Gefrierschnittes, eine Hilfeleistung bei einer Unklarheit in einem spezifischen HE-gefarbten
Schnitt geboten werden.

Versuchsreihe 19:

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

Versuchsreihe 27:

Versuchsreihe 27 zeigte auf, dass auch kleinste, zerstreute BCC-Tumorherde mittels IHC
angefarbt werden konnten. Bei einem analogen Fall, der kleinste, randsténdig zerstreute
Tumoranteile in einem Gewebe aufweisen wirde, kénnte diese positive Farbung eine
Hilfeleistung bei der Befundung darstellen (Abbildung 16)

&
4
A e
Abbildung 15: BerEP4-positiver Abbildung 16: Tumorherde in einem BerEP4-
Haarfollikelzellverband (rote Markierung) in einem positiven Schnitt(Eigenes Bildmaterial, 2023)

Randstiick, Gewebestiick 161H (Eigenes
Bildmaterial, 2023)

4.2 Ausblick

Um optimale immunhistochemische Farbeergebnisse am gefrorenen Gewebe erreichen zu
konnen, 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 Gegeniiberstellung 6konomischer
Faktoren wie Kosten- und Zeitaufwand gegen die zu erwarteten Ergebnissen und deren
Nutzen konnte die Einfihrung der immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik bei
Kempf und Pfaltz realisiert werden. Tatsachlich 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 einbiissen. Die Beschéaftigung mit der
Fragestellung, wie die Schnittrandkontrolle bei unklaren Fallen 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 Gesprachen 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 beschéftigen durfte. Nach Mithilfe bei den Routine-Schnellschnitten und
Mikroskopieren mit den Pathologen, die mir spannende Falle naherbrachten, begann ich
auch zu verstehen, welche Relevanz die Schnellschnittdiagnostik bei Kempf und Pfaltz hat.
Der Besuchstag beim Dermatologischen Zentrum Zirich AG brachten mir weitere, dusserst
wertvolle Einblicke in die schnittrandkontrollierte Chirurgie und Mohs-Chirurgie.

Die anfangliche Beunruhigung, nicht genligend 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 Verzégerung der
Reagenzienlieferungen bereitete mir Sorgen. Das Farbeprotokoll musste adaptiert werden,
die ersten Farbeversuche 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 fir eigene, sprich Diplomarbeitszwecke. Es folgte eine produktive Zeit mit vielen
Erfolgsergebnissen, die allerdings etwas gedampft wurden durch die zu Beginn eher
negative Beurteilung der Farbeergebnisse 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 Anséatze
um. Ich entwickelte den Anspruch, optimale Farbeergebnisse durch héufiges Austesten und
Wiederholen zu erreichen; dieser wurde durch drei positive Riickmeldung zu den
Farbeergebnissen durch einige Pathologen verstarkt.

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

Mit dem Einsatz eines neuen Farbekits folgte bis zum Abschluss des praktischen Teils
erneut eine produktive Zeit mit Erfolgsergebnissen, bestatigt 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
Rucksprache mit der Institutsleitung eine Einfiihrung der IHC an Schnellschnitt-Préparaten
dank meiner Erkenntnisse dennoch realisiert werden soll! Ich bin sehr gespannt, wie die
Einfihrung der immunhistochemischen Schnellschnittdiagnostik in naher Zukunft realisiert
und umgesetzt wird.
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Anhang 1
Ergebnisse

Anhang 1 beinhaltet eine Tabelle, die Bilder der Versuchsreihen mit den Objekttragern und
jeweils je ein reprasentativer Scan einer Farbung einer bestimmten Versuchsreihe zeigt -
jedem Scan zugehdrig ein Kommentar.

Versuchsreihen 1, 2 und 3

Versuchsreihe 1
Al2
-Ohne Demaskierung
-Waschpuffer SB

-braunes Kit

—keine Féarbung

Al-1



Versuchsreihe 2

Versuchsreihe 3

Al3

-Ohne Demaskierung
-Waschpuffer Bond
-braunes Kit

— keine Farbung

A23

-Demaskierung mittels
Bond-Reagenz
-Waschpuffer Bond
-braunes Kit

—keine Farbung

—Lyse des Gewebes

Al1l

-ohne Demaskierung
-braunes Kit

—keine Farbung

A22

-Demaskierung mittels
Bond-Reagenz
-braunes Kit

—keine Farbung

—Lyse des Gewebes

Al-2



Versuchsreihe 4

A 2.189J

-Ohne Demaskierung
-braunes Kit

— Farbung schwach
positiv

A 1.1 89l

-Ohne Demaskierung
-grines Kit

— Farbung schwach
positiv (15min), keine
Farbung im Verlauf

— Befundung nach 15min

Al-3



B 2.2 89l
-Demaskierung mittels
Bond-Reagenz
-braunes Kit

- keine Farbung

—Gewebe  leicht Iytisch

B 1.289J
-Demaskierung mittels
Bond-Reagenz
-grines Kit

- keine Farbung

—Gewebe . leicht lytisch

Versuchsreihen 5und 6

Al-4



Versuchsreihe 5
A 94C

-ohne Demaskierung
-braunes Kit

—Farbung positiv

B 94C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—Farbung positiv

Ohne Demaskierung Demaskierung mittels Tissue Primer

Vergleich der Farbungen bei unterschiedlichen Vorbehandlungen
—Vorbehandlung mittels Tissue Primer prasentiert ein leicht klareres Farbeergebnis

B 94C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-grunes Kit

—keine Farbung

Al-5



HE-Routine-Farbung IHC-Farbung

Vergleich der Farbungen: HE-Routine- und IHC-Farbung
Versuchsreihe 6
83C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—Farbung positiv

83C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-griines Kit

—keine Farbung

Al-6



Versuchsreihen 7,8 und 9

Versuchsreihe 7
99E
-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 6 Mikrometer
-braunes Kit

—schwach positive Farbung

99F

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 5 Mikrometer

-braunes Kit

—schwach positive Farbung

Al-7



Versuchsreihe 8
100D
-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 5 Mikrometer
-braunes Kit

—positive Farbung

100C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 6 Mikrometer

-braunes Kit

—positive Farbung

Versuchsreihe 9
103C
-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 6 Mikrometer

-braunes Kit

—positive Farbung

103C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt 5 Mikrometer

-braunes Kit

—positive Farbung

Al-8



Versuchsreihe 10, 11 und 12

Versuchsreihe 10
115C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Versuchsreihe 11
110D

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Al-9



Versuchsreihe 12
114B

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Versuchsreihen 13, 14 und 15

Versuchsreihe 13
116E
-Demaskierung mittels Tissue Primer,
Inkubation bei 95 Grad Celsius und
5min
-braunes Kit

—positive Farbung

—viele Farbeartefakte

Al-10



116E

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

—vereinzelt Farbeartefakte im
Fettgewebe

Versuchsreihe 14
119D

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

—vereinzelt Farbeartefakte im
Fettgewebe

119C

-Demaskierung mittels Tissue Primer,

Inkubation bei 95 Grad Celsius und

5min

-braunes Kit

—keine Farbung

—Gewebe teilweise lysiert
Versuchsreihe 15

120B

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

120B

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt nach HE-Farbung
immunhistochemisch tberfarbt
-braunes Kit

—positive Farbung

Al-11



120B

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-Schnitt nach HE-Farbung entfarbt,
anschliessend immunhistochemisch
Uberfarbt

-braunes Kit

—schwach positive Farbung

Versuchsreihen 16, 17, 18 und 19

Versuchsreihe 16

125C

-Demaskierung mittels Mohs
ImmunoDigestor

-braunes Kit

—keine Farbung

—Gewebe lysiert
125C

-Demaskierung mittels Tissue
Primer
-braunes Kit

—keine Farbung

—Gewebe zeigt
Farbeartefakte

Al-12



Versuchsreihe 17

Versuchsreihe 18

Versuchsreihe 19

121B

-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—keine Farbung

—Gewebe teilweise lysiert

130B

-Demaskierung mittels Mohs
ImmunoDigestor

-braunes Kit

—keine Farbung

—Gewebe lysiert

161E

-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—positive Farbung

—teilweise Farbeartefakte im
Fettgewebe

Al1-13



Versuchsreihen 20, 21 und 22

Versuchsreihe 20

Versuchsreihe 21

162C

-Demaskierung mittels
Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

166B

-Demaskierung mittels
Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Al-14



Versuchsreihe 22
169A
-Demaskierung mittels
Tissue Primer
-braunes Kit

—keine Farbung

Versuchsreihen 23, 24 und 25

Versuchsreihe 23
174

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—schwach positive Farbung

Al1-15



Versuchsreihe 24
170E

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Vergleich der Farbungen: HE-Routine- und
IHC-Farbung

HE-Routine-Farbung IHC-Farbung
Versuchsreihe 25
172C

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Al-16



Versuchsreihen 26 und 27

Versuchsreihe 26
189E

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

189D

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—keine Farbung, richtig negativ

Al-17



Versuchsreihe 27
191B

-Demaskierung mittels Tissue Primer
-braunes Kit

—positive Farbung

Versuchsreihen 28 und 29

Versuchsreihe 28
205C
-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—positive Farbung

Al1-18



HE-Routine-Farbung

205C

-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—keine Farbung, richtig negativ

IHC-Farbung

Vergleich der Farbungen: HE-Routine- und IHC-Farbung

Versuchsreihe 29

206D

-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—positive Farbung

206D

-Demaskierung mittels Tissue
Primer

-braunes Kit

—positive Farbung

Al-19



Anhang 2

Zeitaufwand und Kostenpunkt

Zeitaufwand bei Immunhistochemie mittels TD
Die Zeit wurde wie folgt gemessen:

Startpunkt: nach ausgefuihrtem 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 Inhalt Menge/ Preis pro
Medite-Liste | Menge/Volumen | Volumen pro Versuch
[CHF] pro Versuch (2 OT)
Liefereinheit (2 OT) [CHF]
Objekttrager 83 72 2 2.30
TintoFast AK 408 3000 Mikroliter 200 Mikroliter 27.20
(CK AE1/AE3,
BerEP4)
ready to use
PolyDetector 731 15000 Mikroliter | 200 Mikroliter 9.75
HRP braun
ganzes Set
Tissue Factor 239 100000 200 Mikroliter 0.50
Ready to use MikrOIiter
ImmunoWasher* 116 200000 2000 Mikroliter 1.15
Mikroliter
Hematoxylin 60 50000 Mikroliter | 200 Mikroliter 0.25
Ready to use
AquaMounter** 71 15000 Mikroliter 40 Mikroliter 0.20
Ready to use
Total (2 OT) 41.35
Total (1 OT) 20.70

*Immunowasher: die Verbrauchsmenge kann nicht exakt determiniert werden.

Ausgegangen wird von: 1000ml gebrauchsfertiger Waschpuffer bendtigt 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 Haltbar- Volumen/Stiick- LOT-Nummer
Reagenzes/Verbrauchmaterials | keitsdatum zahl der
Liefereinheit
Waschpuffer Bond Konzentrat 05/01/2025 1000ml 641200
(Demaskierung Bond) Bond 20/05/2024 200 ml 74310
Enzym Diluent
(Demaskierung Bond) Bond 20/05/2024 1ml 74310
Enzym Concentrate
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 0150FMLOS8
TintoFast EpCAM BerEP4 08/2025 3 ml 3680BML13 (1)
08/2025 3ml 3680BML13 (2)
08/2025 7 ml 3680CNA26 (3)
TintoFast Cytokeratin AE1/AE3 09/2025 3 ml 3665BMI27 (1)
10/2025 3 ml 3665TNBO7 (2)
Hematoxylin Counterstainer 03/2025 50 ml 0028FML13
Aqua Mounter 08/2024 15 ml 0051FMD29 (1)
06/2025 50 ml 0093BNCO03 (2)
Detektionssystem Mohs 12/2024 5ml 0307SEML28 (1)
Mouse/Rabbit PolyDetector HRP 03/2025 15 ml 03070MI22 (2)
Brown Detection System 07/2025 15 ml 0307PNCO3 (3)
TintoDetector Absorbent Pads - 10 7036VDG12 (1)
10 7036VDG12 (2)
TintoDetector 30-Well Reagent - 5 700453304
Holder
TintoDetector Cap Gap Plus - 72 7006HKG27 (1)
Slides 72 7006HKG27 (2)
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Anhang 4

Probenmaterial und Auftragsformulare

S23.83

Herr

1\‘_\_\\‘_ . T tl /
N A7 U szt
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P = L
- ) 13.022023 Eﬁ:

FMH Dermatologie und Venerologie

Zirichslrasse 5
8180 Bulach

Labor Eingang:
Labor Ausgang:

B 23-4769

Diagnose

Kommentar

Exzisionsstelle

Klinische Angaben

Vorbefunde

Makroskopie

Facharzi FMH Pathologie

16.01.2023 (jina)

17.01.2023 (ehu)  § UL, /
! f
A ! @
£ |- :

—.{Probeexzision)

hre Nr. 17834-az-kk

Anteile eines massig differenzierten spinozelluliren Karzinoms,
(Plattenepithelkarzinom der Haut), mindestens bis ins mittlere Korium
reichend (Tumordicke: mind. 1,8 mm) (siehe Kommentar) (Arcus

zygomaticus re,; Ihre Nr. 22) ) A/g/(/’—/ D P F

Auch auf Stufenschnitten finden sich keine Anhaltspunkte fiir ein
Basalzellkarzinom oder eine Perineuralscheiden-infiltration.

Arcus zygomaticus re.; lhre Nr. 29

Klinisch am ehesten Basalzellkarzinom, PE (lhre Nr, 22),

Kempf und Pialtz B22-82127 B20-79248 SR0-1488 B20-56266 -1 [,
B20-47122 B18-13402 B18-13403 B17-73864
B17-73865 B17-T3814 Bi7-71106 B17-68304

Zwei 4 x 4 mm messende Gewebefragmenté (Masse nach Fixation).
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Dieser Bericht wird aulgrund des Krebsregisirierungsgesetzés automatisch an die Kantonale
Krebsregisterstelle weitergeleftet. Bitte unterrichten Sie lhren Patienter; aber die Meldung der
Krebsdiagnose an das Krebsregister und weisen Sie den Patienten adf dié Moglichkeil hin, der Meldung an

das Krebsregister zcuﬁerspn-chun. Ein solche,

£89.82
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Vidersprughist direkt an das Krebsregister zu richiten.
EVRILS

E Tt (;(/ L )
S fojternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich

44 233 33 77, fdx 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
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affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

HOL 1034

adresse einsender/in patientenangaben '

I!! !laatlsche und Aesthetische Chirurgie

Seefeldstxasse 4

i
kopie an: /) Jf L < Aa A e f(c’(fwc% Wiey s

(J entnahmedatum nung atient o arzt 0O kk G spital

rcﬂw X /)64

7094

O totalexzision 0 probeexzision

O shaveexzision O curettage O punch / e
O formalin 0 michel sche l6sung o NaCl 0,9 % (DIF) /H / ‘Q
aufarbeitung: Whmnrdndkontrolle/m\krograpmsch kontrollierte chirurgie (MGC)

klinische angabeﬁlldlfl‘erentialdlagnose

A nﬂ(m ({ffz/ég,(@@/) o — :
/’{MCV) A /7/56//53 /éf/é,,/
/C(—-\/‘{C’C/? L=y /(GM/ ,é/*’(/%

- / | let . s~ Aeie (e
L C \cd/ /(%( é/ZZC/ J/J,((
A7 /ﬂCP/

= ol O Co

= ol i 4 .,
»/
friihere histologie (institut, jahr, nr.): 1 per e-ma
bitte senden sie uns
einsendegefisse: 0 klein (5ml) o mittel (40ml) 0 gross (250mi) O extra gross (750ml)
O einsendeformulare 0O einsendetiiten onlinebestelluiyitermswakenss! gofatezic A0S0 ziirich

telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
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S23.94

kempf und pfaltz

histologische diagnostik

$23.94 -
$23.95
L. Proben: 2
10.02.2023
2 RN
adresse einsender/in patientenangaben |
!H! !Ias'usc!e un! &%e ! hirurgie R
Seefeldstrasse 4 ’ f o Gt
T ; .
J
kopxean:,j‘f“ {/ ,-:{f:l'_’ij/_ A L7 = & 7
e ‘ rechnung an © patient o arzt kk Lo spital

entnahmedatum: -~~~ ¢

totalexzision

310N curettag

\-H hnittrandkontroll
k!rmsche?gnbﬁ:n: differentialdiagnose:

A g ¢ C 2t )7

Bis: TR —C f

o probeexzision / (_/ 3

A

frithre h logie (instituf, jahr, ng): pl /
s /Sl
\ — Ll L2 s G i o
== ; {,- crI \
bitte yer ‘{;C?SH;\ uns ~ 14
L s . ") g_,’ u..'(/f y ross (75 L{

aﬂnlternstmssa 686, posifach, 8050 ziirich
leie!on 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaitz.ch

A4-24



S23.99

kempf und pfaitz

histologische diagnostik

$23.99 -

Proben: 1
14.02.2023

affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

kopie an:

zj__,

LY -

sl

i:ntna'nmec!utum ‘___;

totalexzision probeexzision

P

klinische angaben/differentialdiagnose:

frithere histologie (institut, jahr, nr.)

-~ (((,‘_ //7/?’%6’ /7// /ff('(mp/(.

f)(}_ic / ("C

adresse einsendu/:n natientenanaaben l
7923

undAestheuscheC rgie .

Seefeldstrasse 4 (A
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= Prosi o cai
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bitte senden sie uns

jlisoube|p ayasiBojoysiy

zyjeyd pun jdway
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S23.100

kempf und pfaitz histologische diagnostik

$23.100 -

Proben: 1 ﬁ

14.02.2023 .
affolt® e 50 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

adresse einsender/in patientenangaben
Oberdo vor

8820 Wadenswil

geb
E stray
plz/ort
kopie an: ) 09-4?* ;45[_
entnahmedatum:ﬂ% —? '—z 2 IL\ rechnung an %atient oarzt o kk 0O spital

PO
1
O totalexzision O probeexzision DW/M]

0 shaveexzision O curettage O punch

o formalin 0 michel sche 16sung 0 NaCl 0,9 % (DIF)

aufarbeitung: £ schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)

Ak_l.i-;ﬁ;che angabenldifferenﬁa!diagnose: (] alisa;i;nr‘:w N _

™
(et Ve 1% i
Ty i HEKF!
O photo als beilagel@mai Q}.’ ; jahr, nr.): s
- 8

D totalexzision o probeexzisj

O shaveexzision O curettage @A,.-;w,
o formalin o michel sche 1@ # 0 NaCl 0,9 % (DIF) y F i
aufarbeitung: o schnittrand : hisch kontrollierte ?}lirl @ (MGC) l’k

klinisch_e angaben/differentialdi gnoéé:ﬁ lokalisation:

0 photo als beilage/per e-mail IG\lologie (institut, jahr, nr.):

-

bitte senden sie uns
einsendegefasse: o klein (5ml) o mittel (40ml) 0 gross (250ml) 0 extra gross (750ml)
o einsendeformulare 0 einsendetiiten T michel'sche I6sung onlinebestellypgsevekeradizpfalz.Cbso zirien

telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
.
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S23.103

i etties R E T R B e

. Proben: 1

tfolternstrasse 56, postfach; 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 0342 3378

adresse einsender/in i -

FMH Dermatologie und Venerologie
Unterer Graben 25

ANITAS Krankenversiche

40343 AY

kopie an: ___
——
entnahmedatum: AH, %25 rechnung an o patient © arzt o kk o spital

X totalexzision © probeexzision f 11{,’2:’ |

o shaveexzision O curettage O punch !

o formalin o michel sche It)sungXNaCE 0,9 9% (DIF)

aufarbeitung: o schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)
wmsche :mgahen/dif@e;@ﬁtiaﬂdéagnuse: !okéi?saﬁon:

BT - Loz 9— Uasc-»nph?:jél
":Q.A-Q-\ w—a L /3 M /(9
| e /iz”tﬁ@/ ~ (%\0

1 photo als beilage/per e-mail frithere histologie (institut, jahr, nr.): 22‘400?‘5;6

L i, ST |
V‘sz t Shy V.L,J‘V‘- 30

b S10I O cureitage 0 punch r N e
o formalin o michel sche lésung 0 NaCl 0,9 % DI} '?V\
aufarbeitung: 0 schnittrandkontrolle/mikrographisgh oniri;l ierte chirurgie (MGC)

I ; e
klinische angaben/dm,:s'eniia!diagnoﬁ lokalisation:

\
‘ : )

0 photo als beilage/per e-rpail \

i i

bitte senden sie uns e i l,‘

einsendegefisse: o klein (5ml) o mittel (40ml) 0 gkess (250ml) O extra gross

O einsendeformulare O einsendetiiten O michel'sche |8sung thlinebestellung: www.kem;
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S23.114

kempf und pfaltz

histologische diagnostik

$23.114

affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

o 13.5¢

adresse einsender/in

FMH Dermatologie und Venerologie
Unterer Graben 25
8400 Winterthur

%
kopie an:

entnahmedatum: 2,_4[ 102 2 b rechnung an 0 patient 0 arzt 0 kk 0 spital

L {totalexzision o probeexzision
O shaveexzision O curettage O punch -
O formalin o michel sche Ib’sung)(NaCl 0,9 % (DIF)
aufarbeitung: o schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)
klinische angaben/differentialdiagnose: lokalisation: * 7 |

eraXo nate .
Mow £ " _ . Tadeamarkie~ A2 Uhp
| 092 -A2%184: NodWare. und szirrkae
Rethe. dex vorbhesdncemenNen
?ﬁaa\zd\ka\‘z\hom -

0 photo als beilage/per e-mail Qﬂhere histologie (institut, jahr, nr.):
2 it S o L et

O totalexzision 0 probeexzision

o shaveexzision O curettage ?UW
o formalin 0 michel'sche 18sung C % 0 %

aufarbeitung: 0 schnittrandkontrolle/mikrographn

klinische angaben/differentialdiagnose:

Bx11ffbr b

" ‘

o photo als beilage/per e-mail

bitte senden sie uns
einsendegefasse: o klein (5ml) O mittel (40ml) 0 gross (250ml) O extra gross (750mi)

O einsendeformulare O einsendetiiten 0 michel’sche l6sung onlinebestelluggsemesdewal piakzsoso zirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
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S23.115

‘623415

o B . | i
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Oberlandstrasse 100 a0 W [
8610 :
7 a Christoph Schmidii, 8520 Wetzikon ZH, 7601C &
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S23.116

kempf und pfaltz

kempf und pfaltz

histologische diagnostik

histalogische diagnostik

ch, B0O50 ziirich
, fax 044 233 33 78

adresse einsender/in

FMH Plastische und-Aestheti

Seefeldstrasse 4
8008 Zirich

{ w

; [

th? Chlrurgig, A
S

I patientenanaaben

"/-‘ i‘ MU { ‘-‘ 23—
WV J i £
. [ gl s
— = -
7 ' 7 et Lirle) 7 Pond
kopie an: » i )¢ A [ » &y 4l W
opie an: Nl L Al L rﬂi H'(_ i ¢ L LA !{") i — y 15, <
entnahmedatum: 7_ B L o rechnun p 1 kK \)_,Spitéii
totalexzision probeexzision . & i
B i ; !

//j(:ﬁi‘ /
g 7 o
Hevoe (-
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?

7 P

/ i \'_7: (./‘\._ / =

7

¢ {
T

Iokalisaf:‘ff/\ £
SI — )

friihere histologie (institut, jahr, nr.):

-e,j/

7, S T
32 K[2 SP Fr
f r e (MG
y / (s [ )
LRl v AP 7 gy,
= / " Uil 1«( 15}
< Lt
ClAC S sefery FAECetf

s AT T,
: C ,:3(_/**{ o CAT A
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bitte senden sie uns

! affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
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S23.119

$23.119 -

Proben: 1
22.02.2023

affolternstrasse 56, postfach, 8050 zirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

adresse einsender/in

Schaffhauserstrasse 355
8050 Zurich

patientenangaben

rtsdati
kopie an: . ” S | AST
ertnahmedatum: 72 7 2. 23 rechnung an patient 0 arzt ’kk 0 spital
. [ 1)

) e s /
#/totalexzision 1 probeexzision vI/ -

i 0 ¢t ur 2 1 X Lf 5/7 f"W]

forme | chi | ( DI

klinische a

' 5 “hug L
J 1
e 1 e
i
7 r 7
¢ i 7 A€
|
ere h

lokalisation:

y 7 4 T . £
! S } 2 r & 7

totalexzision | probeexzision

it i tt
u ] ]

klinische angaben/differentia

it

bitte senden sie uns
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S23.120

§23.120 -
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S23.121

Oberlandstrasse 100
8610

Uster

28.02.2023 12:10

Stirn mittig

®

X i
i)
oA

-

—r—

$23.121-

Proben: 1
28.02.2023

72808

©

8. 64 //75

s szirrhoses Basalze l1karzinom (Tumordicke: 0,8 h o
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S23.125

kempf und pfaltz

histologische diagnostik

$23.125 -

Proben: 1
28.02.2023

aff- . ernstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
.~iefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78

adresse einsender/in

FMH Plastische Chirurgie
Klinik Tiefenbrunnen
Dammstrasse 29

8702 Zollikon

Tel. 044 397 17 17

Fax 044 397 17 18

Garant

kopie an: Dr. mas A
entnahmedatum: 2%.072.2%2 rechnung an X patient

oarzt o kk o spital

apl / abn
1 LS

K totalexzision 0 probeexzision

0 shaveexzision O curettage 0 punch

g formalin . 0O michel'sche I6sung 0 NaCl 0,9 % (DIF)

aufarbeitung: M schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)

klinische angaben/differentialdiagnose: lokalisation:
Basalzellkarzinow Glabellor  recints

Agx & SeEM Frimaviy MY

0 photo als beilage/per e-mail frithere histologie (institut, jahr, nr.):

o totalexzision 0 probeexzision

1 shaveexzision O curettage n punch ) 7 A“
0 formalin o michel’sche 16sung 0 NaCl 0,9 % (DIF) / \
aufarbeitung: o schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgfe (MGC) B
]xnii;cf;;angaben/d.ifﬂflérentiaidiagnose: lokalisation: 7/ ' \ e

S- 13

0 photo als beilage/per e-mail frithere histologie (institut, jahr, nr: \ /
&

bitte senden sie uns d’
einsendegefisse: 1 klein (5ml) 0 mittel (40ml) o gross (250ml) 0 extra gross (750ml)
0 einsendeformulare O einsendetiiten O

michel'sche 16sung nn\inebes!ellunq: www.kempf-pfaltz.ch
affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 33 78, www.kempf-pfaltz.ch
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S23.161

histologische diagnostik

hamof ynd nfeltz

$23.161 -

Proben: 1
16.03.2023
affoitd y 0050 ziirich

telefon 044 233 33 77, fax 044 233 32 78

adresse einsender/in

FMH Plastische Chirurgie
Klinik Tiefenbrunnen Code

Dammstrasse 29 b

8702 Zollikon (7] 150 AN

\ Garant l
kopie an: Famaﬂzﬁmfﬂ’;
entnahmedatum: /{ Vi Z‘f rechnung an coxpatient 0 arzt © kk © spital
1 B o

¢ totalexzision | probeexzision

0 shaveexzision 1 curettage I punch

1 michel sche lésung o NaCl 0,9 % (DIF)
X schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)
lokalisation:

o formalin
aufarbeitung:
klinische angaben/differentialdiagnose:

FH fens  gniner LW
Bl SINEssE RS Sk

photo als beilage/per e-mail frithere histologie (institut, jahr, nr.)

r totalexzision probeexzision
0 shaveexzision 0 curettage o punch
o1 formalin 1 michel sche l8sung 0 NaCl 0,9 % (DIF)
aufarbeitung: schnittrandkontrolle/mikrographisch kontrollierte chirurgie (MGC)
klinische angaben/differentialdiagnose: lokalisation:

] photo als beilage/per e-mail frithere histologie (institut, jahr, nr.):

bitte senden sie uns

einsendegefasse: klein (5ml) mittel (40ml) gross (250ml) extra gross (750ml)

einsendetiiten 1 michel'sche l6sung onlinebestellung: www.kempf-pfaltz.ch
zjjeyd pun jdwey

einsendeformulare
yiysoubep ayasibojoisiy
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S23.162

Kempl une glasiz

histologische diagnostik

$23.162 -
$23.163

Proben: 2 [#%k

16.03.2023 E)f
Tolternstrasse 56, postfach, 8050 zlirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 233 23 78

adresse einsender/in

Seefeldstrasse 4

MH Plastische und Aesthetische Chlrurgle

[ patientenangaben

9

8008 Zarich Y 2

Tel. 043 244 8244 G N

Fax 043 24482 45 yt r’//ﬂu ﬁ J
kopie an: gt

rel
entnahmedatum: _// J 8 _? rechnung an patient arzt kk ™ spital
, 7
totalexzision probeexzision ; (( ”‘
')h.l-‘""'.ﬁl n curettage [ I r

formalin nichel sckt

aufarbeitung

klinische angabenldif!erentiatdiagnose:

@ A] C 4 ( H G / m(‘_'CA--fr% ._—_) /E’C./_é 5 _/,@éo‘-,; _,/’L:r‘?/""//“\jlf.%
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A d d £ * > »
_/j = S : //(—/ /( el ~ 22 (T /

4 55 3 g ‘ )
= ¥ Clecs [ s Eh #
friihere histologie (institut, jahr, nr.): s Wisindin L
bl

bitte senden sie uns
insendegefasse
11 einsendeformulare
Niysoubeip ayssibojolsiy

1 klein (S5ml) nittel (40ml

einsendetiten michel’sche losung

750ml)
-pfaltz.ch
zyesd pun jdwey

gro ):‘Jf extra gr
of ,mﬂ\h" MW“)’MI
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S23.166

kempf ped sfalty

histologische diagnostik

$23.166 -

$23.167
2

Proben: 2
20.03 2023
affolternstrasse 56, postfach, 8050 ziirich
telefon 044 233 33 77, fax 044 23333 78

M.SS 0|

Hardturmstrasse 161
8005 Ziirich

Tel:
Fax:

patientenangaben ]

kopie an:

entnahmedatum: 2(: 3 2,3

rechnung an patient arzt )(kk spital

1
&talexzision probeexzision
] shaveexzision irettage

farbeitung chnittrandk

klinische angaben/differentialdiagnose:

formalin nichel sche 16sung R NaCl 0,

gl

CL )

e pm— 7t§
el

chirurgie (MG

T
\
lokalisatiomr————

I e Le f? )

[/zif ‘q, & 0 .,47/,7 —D /LZ"(J’L/:{ .
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4 b, ) | 4 ~
T IR L e e B
2 ¥ totalexzision probeexzision

shaveexzision curettage

formalin michel sche l6st
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autraroeitung

klinische angaben/differentialdiagnose:

ung * NaCl 0.9

( DiF)
ntrollierte chirurgie (MGC)

lokalisation:
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1 EJ- ge/f € 1 | 18l
bitte senden sie uns
eins de rasse. klein (5ml) " )
iter el he l6sung lung ch

zyjejd pun jdwey
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S23.169

$23.169 -

Proben: 1 ¥
aff '!ll‘ 21.03.2023 E#

adresse einsender/in

!MH !‘astische Chirurgie

Klinik Tiefenbrunnen
Dammstrasse 29
8702 Zollikon -

_ ol %ram !

kopie an: HautiWerk by

entnahmedatum:

i : e —— e ey
M tota mxza-’;aon probeexzision
alin lichel sche 16suna laCl O =
5( chnittrand} 1Fe - v Y
klinische angaben/differentialdiagnose: iokalisation:
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, = S T
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nhi 1 |
r ! ,
bitte senden sie uns
ml i 0 v affaltemstrasse 56, postfach, 8050 ziirich

teiefon Qaa 233 33 77, fax 044 233 33 7a www kempi pfaltz.ch
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S23.170

histologische diagnostik

§$23.170 -
$23.171

Proben: 2 E
22.03.2023

alfolternstrasse 56, postfach, 8060 ziirich
teiafon 044 233 33 77, lax 044 233 33 78

¢ 00 6P5
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adresse einsender/in I patientenangaben

cl sthetische Chirurgie
Seefeldstrasse 4 ? i '
. 14 {.
{ Lo oWl
b S O L1
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J
kopie an: 4/ ./, ,_ @ Jtcrl “r (/7%
entnahmedatum: / s rechinung an patient arzt o Kk Naspitaly/ .- 2,
et —
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1 - y .f" 2 N &
lokalisation: ¢ 4 e C
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friihere histologie (institut, jahr, nr.): to [ g L/) 1 D
/ p - y 1= '-._,.R 7'
bitte senden sie uns S, i,
neendeaefisse: o klein (B mittel (40m! 1 aross (25 1 affoitemstragse 56, (Fi5tiagh; 8050 ziirich
. = ! FA Al &S lelcfon q44 2?3 33 77 fax Oda 233 33 78, WWW. kempf-pfaltz.ch
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S23.172

89.82

(TR LA it

ﬂ_ 26 Uhy i $23.472-
B Jen

ermatologie und Venerologie

Labor Eingang: 01.03.2023 (vkr)
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Farbeprotokoll

A5-46



Anhang 6

Packungsbeilagen

Tissue Primer
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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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