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Glossar 
 
Begriffe    Definition/ Erklärung 
 
Anaplasie    Zustand von fehlender Differenzierung bei Zellen.  
     Schnell wachsende maligne Zellen  
           
Dermatansulfat   Saures Glykosaminoglykan, ein Bestandteil, das u.a. in 
     Blutgefässen, Haut und Sehnen vorkommt  
 
Dextranpoylmer   Dextran ist ein bakterielles Reservepolysaccharid,  
     welches sich im Polymer aus gleichartigen   
     Makromolekülen zusammensetzt  
 
Fibronektin    Universelles Adhäsionsmolekül (Glykoprotein) bindet 
     Zellen an Kollagen  
      
Fusion     Verschmelzung  
 
HIER     Heat induced Enzym retrival, auf Deutsch:   
     Wärmeinduzierte Enzym Retribution. Zur Enttarnung 
     der Epitope  
 
Helikal     Spiralförmig auch Helixstruktur  
      
In-situ-Hybridisierung   Methode weist DNA und RNA am Schnittpräparat (in 
     situ) nach  
 
Melanozyt    Pigmentbildende Zellen  
 
Nävuszellnävus (NZN)  Braun bis schwarze Pigmente (Nävi) der Haut, die aus 
     Nävuszellen gebildet werden  
 
Polypeptid-Kette   Aminosäuren, die als Bausteine immer auf dieselbe 
     Weise verbunden sind  
 
Ratio     Verhältnis, Quotient  
 
Zyklisch (Alkohol)   Molekül mit kreisförmig angeordneten Atomen 
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Zusammenfassung 
 
Das verbreitete Intermedium Xylol wird in vielen Laboratorien bei der Dehydrierung und im 
Färbeprozess als Standard verwendet. Im Institut Kempf und Pfaltz gehört Xylol seit kurzem 
der Vergangenheit an. Das Institut legt Wert auf eine umweltfreundliche Arbeitsumgebung 
ohne schädigende Dämpfe. Folglich ist man im gesamten Arbeitsprozess von Xylol auf 
Isopropanol umgestiegen. Ein Intermedium mit erträglicherem Geruch. Wie die 
untenstehenden Bilder zeigen, bewirkte dies in der IHC eine schlechtere Darstellung des 
Kollagens. 
 
Um das Kollagen morphologisch zu optimieren wurde der Arbeitsprozess adaptiert. Zur 
Verfügung standen 10 archivierte Hautproben. Die Proben wurden eigenständig  
zugeschnitten, dehydriert und ausgegossen. Für die Durchführung der Immunfärbungen 
wurden zwei der häufigsten IHC Färbungen, bei Kempf und Pfaltz gewählt. Nämlich Melan A 
und CD30. Die Darstellung des Kollagens ist bei diesen zwei Färbungen am schlechtesten. 
Zudem erschwert das aufgebrochene Kollagen das Scannen der Schnitte. Auf die Färbungen 
wird nicht vertieft eingegangen. Sie fungieren in dieser Arbeit nur als Instrument für eine 
bessere Vergleichbarkeit. 
 
Der praktische Teil umfasst den Streckvorgang der Schnitte auf dem Warmwasserbad, mit 
und ohne anschliessendem Strecken auf der Streckplatte. Die Trocknungszeit der Schnitte 
im Ofen und die Schnittdicke. Der Färbeprozess im Gerät Leica Bond III bei Melan A und 
CD30 wurde angepasst. Es zeigte sich, dass vor allem die Hitze bei der Vorbehandlung für 
das Aufbrechen des Kollagens verantwortlich ist. Wird die Temperatur bei CD30 reduziert, 
entsteht eine rötliche Hintergrundfärbung (Hgf). Es mussten noch weitere Versuche 
unternommen werden, da das Ergebnis noch nicht zufriedenstellend war. Anpassungen, die 
eine Verbesserung der Darstellung bewirkten, sind bei nachfolgenden Versuchen 
übernommen worden. 
 
Am Schluss des praktischen Teils wurde der Wunsch-Zustand mit dem Ist-Zustand 
mikroskopisch verglichen. Entsprechen die Resultate dieser Diplomarbeit den Erwartungen 
des Facharztes, werden sie als Standard in der Routine etabliert. Die Schnitte könnten somit 
wieder adäquat gescannt werden. 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Abbildung 1: Aufgebrochenes Kollagen bei CD30. 10fache 
Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

Abbildung 2: Aufgebrochenes Kollagen bei Melan A. 
10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 
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1 Einleitung 
 

1.1 Motivation 
Im Institut Kempf und Pfaltz wurde mir das Thema der Methodenevaluierung zur 
Verminderung des Aufbrechens von Kollagen in der Haut vorgestellt. Besonders betroffen 
sind die IHC Färbungen Melan A und CD30. Denn für die Diagnose und das Scannen der 
Schnitte ist es von grosser Dringlichkeit, die Darstellung des Kollagens zu verbessern. Die 
Schnitte können aufgrund der aufgebrochenen Struktur nicht gescannt werden. Der Scanner 
kann die Schnitte nicht richtig erfassen. Somit können die Bilder am Computer nicht 
ausgewertet werden. Mit dem Thema war ich äusserst zufrieden. Mit Freude konnte ich viele 
Versuche tätigen, die interessante Erkenntnisse hervorbrachten. Es motivierte mich auch, 
dass die Hersteller von den Ergebnissen profitieren könnten. Vorausgesetzt weitere 
Laboratorien steigen von Xylol auf Isopropanol um. Ausserdem interessiere ich mich für die 
Methoden der IHC, was das Erarbeiten der Theorie um so spannender machte. 
 

1.2 Zielsetzung 
Das Ziel dieser Diplomarbeit ist eine morphologische Verbesserung der Kollagendarstellung 
mit den erwähnten Färbungen. Wird dieses Ziel erreicht, können die Schnitte optimal 
gescannt und am Computer ausgewertet werden. Des Weiteren wird die Diagnosestellung 
vereinfacht. Die gewonnenen Anpassungen sollen am Ende im Färbeprotokoll standardisiert 
werden. 
 

1.3 Fragestellungen 
Folgende Fragen stellte ich mir vor dem praktischen Teil: 

 

 Welche Anpassungen in der Präanalytik und der Vorbehandlung der Antikörper (Ak) 

müssen vorgenommen werden?  

 Nimmt das Strecken des Schnittes nach dem Warmwasserbad auf der Streckplatte, 

Einfluss auf das Aufbrechen?  

 Hat die Schnittdicke einen Einfluss?  

 Kann das Färbeprotokoll der IHC Färbungen Melan A und CD30 durch Hitzereduktion 

optimiert werden?
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1.4 Vorgehen 

Der praktische Teil in der Disposition umfasst das selbständige Durchführen des 
Arbeitsprozesses mit 10 archivierten Hautproben. Diese werden eigenständig zugeschnitten, 
dehydriert, ausgegossen und geschnitten. Das erwartete Volumen der gesamten 
Objektträger beträgt mindestens 100 Schnitte. Gefärbt werden die Schnitte im Leica Bond III 
mit Melan A und CD30. Für die Adaption der Präanalytik und Vorbehandlung sind folgende 
Vorschläge gemacht worden:  
 

 Beim ersten Versuch wird der Streckvorgang verglichen. Dabei strecken sich alle 
Schnitte im Warmwasserbad bei 42°C. Die Hälfte davon liegt zusätzlich eine Minute 
auf der Streckplatte bei 42°C.  

 Nach dem Strecken wird mit allen Schnitten eine Trocknungszeit von 30 und 60min 
ausgetestet.   

 Die Schnitte werden mit einer Schnittdicke von 1 μm, 2 μm und 3 μm gefärbt und 
miteinander verglichen. 

 Das standardisierte Färbeprotoll von Melan A und CD30 wird angepasst. Beginnend 
mit der Hitze Reduktion während der Vorbehandlung. 

 
Reichen die zielorientierten Adaptionen, die in der Disposition beschrieben sind nicht aus, 
werden weitere Versuche unternommen. Das Färbeprotokoll wird entsprechend angepasst. 
Nach jedem Versuch werden die Schnitte eingedeckt und zusammen mit den Paraffinblöcken 
in einer Schublade gelagert. Jeder Schnitt wird kontinuierlich unter dem Mikroskop mithilfe 
einer Legende beurteilt. Am Schluss wird mit dem Facharzt der Wunsch-Zustand 
(angepasstes Färbeprotokoll) mit dem Ist-Zustand (standardisiertes Färbeprotokoll) 
mikroskopisch verglichen. Ausgehend von meinen Erkenntnissen entscheidet der Facharzt 
welche Adaptionen im Färbeprotokoll evaluiert werden. 
 

1.5 Vorschau  
In der Theorie werden wesentliche Informationen vermittelt, welche für das Verständnis und 
die Vollziehbarkeit der Arbeit essenziel sind. Beim Material wird die Auswahl der Hautproben 
begründet. Die Vorgehensweise und Durchführung der Versuche sind im methodischen 
Vorgehen genauer beschrieben.  
 
Nachfolgend werden die Ergebnisse diagrammisch dargestellt. Gewonnene Erkenntnisse, 
inklusive der Problematik von CD30 werden interpretiert. Abschliessend wird der Ist-Zustand 
mit dem Wunsch-Zustand mithilfe positiver Vergleichspatienten verglichen.  
 
Im Anhang werden die vollständigen Ergebnisse in Tabellenform, wie auch die 
mikroskopischen Bilder der Schnitte nach Versuch dargestellt. Zusätzlich sind die älteren 
standardisierten Färbeprotokolle für Melan A und CD30, sowie die angepassten  
Färbeprotokolle abgebildet. Neben dem Dehydrierungsprotokoll werden auch die Kosten 
bezüglich Verbrauch der Intermedien aufgeführt. Zum Schluss finden sich Packungsbeilagen, 
welche für die IHC Färbung wichtig sind. 
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2 Theorie 
 

2.1 Anatomie der Haut 
Kutis (Haut) setzt sich aus 
verschiedenen Schichten zusammen. 
Dazu gehören die beiden oberen 
Schichten Epidermis (Oberhaut) und 
Dermis (Lederhaut). Die Kutis und die 
darunter liegende Schicht Subkutis 
(Unterhaut) bilden zusammen die 
Hautdecke (Welsch & Kummer, 2014, S. 
539). 
  
 
2.1.1 Epidermis  
Die oberste, gefässlose Schicht Epidermis ist aus mehrschichtigem verhorntem 
Plattenepithel aufgebaut. Als Hauptfunktion schützt sie den Körper gegen äussere Einflüsse, 
wie UV-Strahlen (Melanozyten) und mechanische Belastung (Korneozyten). Die Epidermis 
stellt eine unüberwindbare Barriere für Mikroorganismen dar. Hauptbestandteil sind mit über 
90% Keratinozyten. Die Keratinozyten entstehen im Stratum basale und wandern zur 
obersten Schicht. Dort verwandeln sie sich in Hornzellen (Rudolf-Müller, 2016, Zugriff am 
20.02.2020). Circa alle 4 Wochen erneuern sie sich, bevor sie als Hornzellen (Stratum 
disjunctum) abgeschilfert werden (Antwerpes, 2005, Zugriff am 20.02.2020). Folgende 
Schichten werden unterschieden: 
 

 Stratum basale  Hauptbestandteil sind kubische bis prismatische basale 
(Epithelschicht)  Keratinozyten, die eine hohe Mitoserate aufweisen 
    (Welsch & Kummer, 2014, S. 542). 

   

 Stratum Spinosum   Kerne der Keratinozyten werden zunehmend 
(Stachelzellschicht)  pyknotisch. Vorkommen von immunkompetenten  
    Lagerhanszellen (Antwerpes, 2006a, Zugriff am  
    23.02.2020). 

 

 Stratum granulosum   Einleitung der Keratinisation (Verhornung der 
(Körnerzellschicht)  Keratinozyten in leblose Korneozyten) (Antwerpes,  
    2006b, Zugriff am 23.02.2020). 

   

 Stratum lucidum   Kommt nur in Leistenhaut (stark verhornte Hautpartien) 
(Glanzschicht)   vor. Übergangsschicht zwischen lebender (Stratum 
    granulosum) und toter Zellen (Stratum corneum) 
    (Welsch & Kummer, 2014, S. 542). 
  

 Stratum corneum   Äusserste Schicht enthält viele tote, verhornte 
(Hornschicht)   Korneozyten (Hornzellen), die weder Zellkern noch 
    Zellorganellen aufweisen (ebd., S. 544). 
 

o Stratum disjunctum Oberster Teil des Stratum corneums. Hier findet die 
   Abschilferung der Hornzellen statt (Hircin, 2006, Zugriff 
   am 23.02.2020). 

 
 
 
 
 

Abbildung 3: Aufbau der Haut (Hartmann, Datum 
unbekannt), Zugriff am 20.02.2020) 
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2.1.2 Dermis 
Das spezielle, kollagenfaserreiche Bindegewebe der Haut schützt vor Verletzungen, 
speichert Wasser und verleiht der Haut Elastizität und Festigkeit. Hauptbestandteile der 
Dermis sind Kollagen, elastische Fasern, Mikrofibrillen, Hyaluronsäure, Dermatansulfat, 
Fibronektin, Nerven und Gefässe. Vorhanden sind verschiedene Zelltypen wie Fibroblasten, 
Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen. Die Unterteilung der Dermis erfolgt in zwei 
Schichten (Welsch & Kummer, 2014, S. 548): 
 

 Stratum papillare (Zapfenschicht): Unterhalb der Epidermis. Lockere Schicht, ist mehr 
mit Kollagen Typ III als Typ I aufgebaut und enthält reichlich Blutkapillaren. Sie ist 
verantwortlich für die Ernährung der Epidermis (ebd., S. 548). 

 

 Stratum reticulare (Netzschicht): Die tiefere Epidermisschicht ist mit dichtem, 
unregelmässig angeordnetem Bindegewebe aufgebaut. Spezifisch sind 
zapfenförmige Ausstülpungen, welche die Dermis und Epidermis verzahnen. Enthält 
mehr Typ-I Kollagen und dickere elastische Fasern (ebd., S. 548). 

 
2.2 Aufbau von Kollagen 
Das u.a. von Fibroblasten sezernierte Protein Kollagen macht ca. 25% der 
Gesamtproteinmenge aus (Welsch & Kummer, 2014, S. 112). Es ist der wichtigste 
Faserbestandteil von Haut, Sehnen, Knorpel, Knochen, Zähnen und Blutgefässe. Je nach 
Gewebe sorgt es für Reissfestigkeit, Flexibilität und Druckresistenz (Nicolay, 2004, Zugriff am 
24.02.2020). Unterschieden werden 25 Isoformen je nach Aminosäuresequenz (Welsch & 
Kummer, 2014, S. 112). 
 
Die Tertiärstruktur der wasserunlöslichen Kollagenmolekülen setzt sich aus drei jeweils 

helikalen α-Polyptetid-Ketten (Prokollagen) zusammen. Der hohe Anteil an Prolin, 
Hydroxyprolin und Glycin ermöglicht die Entfaltung einer stabilen Kollagenmatrix und 

Quervernetzung der Proteine. Die  α-Ketten bilden eine Super-Triplehelix. Durch das 
umeinander winden der Moleküle entstehen Fasern, die Tropokollagene. Mit 
Aneinanderlagern mehrerer Tropokollagen-Tripelhelix wird die Quartärstruktur des Kollagens 
geschaffen, die Kollagenfibrillen (Nicolay 2004, Zugriff am 24.02.2020). 
 
Es werden zwei Kollagenarten unterschieden: 

 fibrilläre (faserbildende): V.a. Kollagentypen I, II, III, V und XI 

 nicht fibrilläre (nicht faserbildende): V.a. Kollagentypen IV, VIII und X  
 (Amboss, 2019, Zugriff am 24.02.2020) 
 
Vorkommen der wichtigen Kollagentypen: 
Typ I: Haut, Sehnen, Knochen, Dentin  
Typ II: Knorpel, Glaskörper 
Typ III: glatter Muskulatur, lymphatisches Gewebe, Knochenmark 
Typ IV: Als zweidimensionales Netzwerk in Basallamina und in der Lamina externa der 
Linsenkapsel (Lüllmann-Rauch et al., 2017, Zugriff am 24.02.2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 4: Molekularstruktur des Kollagens (Fendt, 2020), Zugriff am 24.02.2020 

 



Methodenevaluierung 
 Zur Verminderung des Aufbrechens von Kollagen in der Haut   

bei immunhistochemischen Färbungen 

4 

Steinmann Alessandra 

2.3 Dehydrierung 

Nach Entnahme wird das Gewebe in Formalin fixiert. Formalin verhindert die enzymatische 
Autolyse des Gewebes und dient dem Erhalt der Struktur durch Quervernetzung (Gudrun, 
2013, S. 55). Nach Zuschnitt und Einkapseln des fixierten Gewebes folgt die Dehydrierung 
(MVZ, 2018, Zugriff am 02.03.2020). Mittels aufsteigender Alkoholreihe wird das Formalin 
aus dem Gewebe verdrängt. Damit es in das flüssige hydrophobe Paraffin überführt werden 
kann, braucht es ein Intermedium. Das Intermedium muss sich gut mit Alkohol und Paraffin 
mischen können (Gudrun, 2013, S. 106). Das bis heute am häufigsten verwendete 
Intermedium ist Xylol. Xylol ist kostengünstig, aber umwelt- und gesundheitsschädigend. 
Nach der Dehydrierung wird an der Ausgiessstation das mit Paraffin durchtränkte Gewebe 
gegossen und gekühlt, damit ein schneidbarer Block entsteht (ebd., S. 107).  
 
Das Institut Kempf und Pfaltz legt Wert auf eine umweltfreundliche Arbeitsumgebung ohne 
schädigende Dämpfe. Deswegen wird seit kurzem in den Dehydrierungsautomaten (und 
Färbeautomaten) anstelle von Xylol, Isopropanol verwendet. Im Dehydrierungssautomat 
Peloris beginnt die Dehydrierung im Formalin, dann folgt 85% Ethanol und anschliessend ein 
Gemisch aus 85% Ethanol und Isopropanol. Nachfolgend wird das Gewebe in Isopropanol 
und am Ende in Parablast inkubiert (Steinmann, 2020).  
 

2.4 Isopropanol 
Das Intermedium Isopropanol ist ein einfach aufgebauter, nicht-zyklischer sekundärer 
Alkohol (Römer 2013, Zugriff am 02.03.2020). Der einwertige Alkohol besteht aus Propan mit 
einer Hydroxygruppe an Position zwei. Isopropanol muss als Intermedium mit Alkohol 
mischbar sein. Bei Zimmertemperatur liegt Isopropanol als farblose Flüssigkeit vor 
(PharmaWiki 2020, Zugriff am 02.03.2020). 
 
2.4.1 Vergleich Isopropanol und Xylol  
Intermedium Isopropanol verdrängt Wasser und Alkoholverunreinigung langsamer aus dem 
Gewebe als Xylol. Die Dehydrierung mit Isopropanol dauert länger, härtet aber das Gewebe 
nicht so stark (Gudrun, 2013, S. 130). Im Interview erklärte Laustela, Applikationsspezialist 
von BioSystems, (Interview vom 03.01.2020) folgendes: «Paraffin muss bei der Isopropanol 
Dehydrierung auf 81-82°C erwärmt werden, damit das Intermedium aus dem Gewebe 
verdunstet, da es sich nicht mit dem Paraffin mischt. Xylol wird direkt durch das flüssige 

Paraffin verdrängt ... ». 
 
Nachteile der Entwässerung mit Isopropanol sind längere Programmzeiten und heisse 
Kassetten beim Giessen. Der häufige Reagenzienwechsel aufgrund der Verdunstung ist 
während des Dehydrierungsprozesses ökonomisch nicht sinnvoll. Es musste ein spezielles 
Fett-Dehydrierungsprogramm für fetthaltiges Gewebe erstellt werden, weil es im 
Routineprogramm schlecht dehydriert. Die stärkere Verbrennungsgefahr macht das Giessen 
unangenehm. Ein Vorteil ergibt sich durch eine bessere Luftqualität. (Kempf und Pfaltz, 
2019a). Hinzu kommt, dass Isopropanol Dehydrierung im Vergleich zur Xylol Dehydrierung 
trotz höherem Verbrauch der einzelnen Reagenzien, kostengünstiger ausfällt (Lehmann, 
2020). 
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2.5 Immunhistochemie 
Das Prinzip der IHC beruht auf dem Nachweis von bestimmten Proteinen wie Antigene (Ag) 
und anderen Strukturen (Schöpflin, 2019, S. 3) 
 
Zum Einsatz kommen markierte Ak, welche eine hohe Affinität zum gesuchten, spezifischen 
Epitop oder Ag aufweisen. Das gesuchte Epitop oder Ag wird mit einem am Ak gekoppeltem 
Detektionssystem sichtbar gemacht. Ermöglicht durch ein Chromogen (Substrat), welches 
vom Markerenzym in ein farbiges, stabiles Endprodukt katalysiert wird. Das entstehende 
Signal gibt Auskunft, wieviel von der gesuchten Struktur im Schnitt vorhanden ist (ebd., S. 5-
30). 
 
Es gibt zahlreiche unterschiedliche Detektionsmethoden. Bei Vorhandensein von grosser 
Menge Ag wird die direkte Methode angewendet. Primär-Ak ist mit Enzym oder 
fluoreszierenden Farbstoff konjugiert. Bei der sensitiveren, indirekten Methode wird ein 
zweiter Sekundär-Ak eingesetzt. Dieser ist markiert und bindet an den Primär-Ak (ebd., S. 
26f). Auf Unterkategorien der direkten und indirekten Methoden wird nicht weiter 
eingegangen. 
 
Im Institut Kempf und Pfaltz wird hauptsächlich die indirekte Kompaktpolymer-Methode 
(Polymer Refine Red Detection) angewendet. Färbungen erfolgen mit Fast Red. Das 
entsprechende, katalysierende Enzym ist die Alkalische Phosphatase (BioSymstems, 2019). 
Weitere Informationen sind auf Seite 8, «2.6 Funktionsweise Leica Bond III» beschrieben. 
 
IHC wird zusammen mit der morphologischen Diagnostik für den Nachweis von Tumoren 
eingesetzt (Schöpflin, 2019, S. 17). Ak dienen zur Identifizierung und prognostischen 
Klassifizierung von Tumorzellen und Pathogenen (ebd., S. 18f). 
 
2.5.1 Antikörper: 
Ak sind Proteine aus der Klasse der Immunglobuline. Fünf Klassen werden unterschieden: 
IgA, IgD, IgE, IgM und IgG. Sie bestehen aus zwei identisch schweren (H) und zwei 
identischen leichten Ketten (L; Kappa oder Lambda), die über Disulfidbrücken miteinander 
verbunden sind. Schwere Ketten klassifizieren die Immunglobuline. Ag-bindende Region 
(Paratop) bindet spezifisch an das Epitop. Wie das folgende Bild am Beispiel des IgG zeigt, 
setzt sich jede Kette zusammen aus einer (Boenisch, 2003, S. 5): 
 

 variablen, Ag-bindenen Region (Fab: Fragment 
antigen binding) -> Paratop (L und H-Kette) 

 

 konstanten auch komplementbindenden Region 
(Fc: Fragment complement binding)  

 
Anstelle von ganzen Ak werden oft nur Fab- und F(ab)2- 
Fragmente eingesetzt. Die enzymatische Spaltung in 
Fragmente gelingt mit Proteasen Papain und Pepsin 
(ebd., S. 5f). 
 
Für die Produktion der Ak werden verschiedene 
(polyklonale) oder identische (monoklonale) B-Zell Klone 
verwendet (ebd., S. 11f). Am besten geeignet für 
Immunmarkierungen sind Ak der Klasse IgM und IgG 
(ebd., S. 5). 
 
 
 
 

Abbildung 5: Aufbau IgG (Schöpflin, 
2019) 
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2.5.2 Polyklonale Ak 
Polyklonale Ak: Verschiedene heterogene Ak, die von unterschiedlichen Plasmazellen 
produziert werden. Sie binden an verschiedene Epitope eines Ag. Sobald eine Plasmazelle 
in Kontakt mit Fremdproteinen, wie z.B. Pathogene kommt, werden sie physiologisch im 
Körper exprimiert (Schöpflin, 2019, S. 9).  
 
Die Gewinnung von polyklonalen Ak ist kostengünstiger und mit weniger Aufwand verbunden 
als die der monklonalen Ak. Dafür unterliegt die Gewinnung der Pools, 
Chargenschwankungen. Für die Ak-Produktion werden hauptsächlich Kaninchen eingesetzt 
(danach folgen Ziegen, Schweine, Schafe etc.). Ag wird injiziert und durch deren 
Immunsystem werden entsprechende Ak gebildet, die dann aus dem Blutserum isoliert 
werden. (Boenisch, 2003, S. 7f) 
 
2.5.3 Monoklonale Antikörper 
Monoklonale Ak sind immunchemisch identische Proteine. Sie werden von einem einzelnen 
Klon einer Plasmazelle produziert und richten sich gegen ein bestimmtes, einzelnes Epitop 
(hohe Affinität) (ebd., S.8).  
 
Für die Gewinnung monoklonaler Ak wird dem Versuchstier, 
meistens einer Maus, eine fremde Substanz (Ag) verabreicht. 
Erkennt das Immunsystem diese Substanz als körperfremd, 
werden B-Lymphozyten gebildet. Um B-Lymphozyten zu isolieren, 
wird Milz oder Lymphknoten entnommen. Die isolierten B-
Lymphozyten werden dann mit Myelomzellen fusioniert 
(Hybridisierung). Die neu entstandene Hybridomzelle besitzt 
dadurch zwei wichtige Fähigkeiten. Fähigkeit der B-Lymphozyten, 
zur Bildung spezifischer Ak und die der Myelomzellen, zu 
unbegrenztem Wachstum (in vitro) und Langlebigkeit. Danach 
wird selektiert, welcher Hybridom Zell Klon am spezifischsten an 
das gewünschte Epitop bindet. Es darf keine Kreuz Reaktivität 
entstehen. Nach der Selektion kommt es zur zeitlich unbegrenzten 
Ak-Produktion im Kulturmedium. Weitere Vorteile der 
monoklonalen Ak sind  ihre hohe Homogenität und die 
gleichbleibende Qualität, auch von Charge zu Charge (ebd., S.8).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

monoklonale Antik e  

Herstellung monoklonaler Antikö pe  

1. Immunisierung und Boostern  

einer Maus 

2. Antikörperproduktion 

3. Plasmazellgewinnung / -

Fusionierung 

4. Zellklonbildung 

5. Antikörpergewinnung 

6. Reinigung 

Antigen 
Injektion 
des Antigen 

Myeloma-
zellen 

Milzzellen 

Zellfusion 

Isolation der
Hybridzellen 

Testen der 
Antikörper 

Kultur in großen Maßstab 

Abbildung 6: Herstellung monoklonaler 
Ak (Schöpflin, 2019) 
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2.6 Funktionsweise Leica Bond III 
Das vollautomatische Gerät wird in der IHC eingesetzt um bestimmte Ag, Ak und 
Nukleinsäuren nachzuweisen. Es führt nebst den IHC-Färbungen bei Parablast- und 
Gefrierschnitten auch In-situ-Hybridisierung durch (Härri, Datum unbekannt a, S. 2f). 
 
Leica Bond III besitzt 36 Reagenzstationen, eine Kapazität von 3 x 10 Objektträger pro Rack 
und drei Flüssigkeitsroboter, welche für den Waschpuffer, HIER-Lösung etc. verantwortlich 
sind. Für die Ag-Demaskierung stehen zwei Pufferlösungen oder Enzymlösungen zur 
Verfügung. ER1, ein Citratpuffer pH 6.0 und ER2, ein EDTA-Puffer pH 8.8. Die 
Enzymlösungen sind unterschiedlich konzentriert. Die Vorbehandlungstemperatur ist frei 
wählbar von Raumtemperatur (RT) bis 100°C pro Objektträger. Leica Bond III arbeitet mit der 
patentierten Covertile- Technologie. Das sind Plastik-Deckel für den Objektträger unter 
denen die Reaktion stattfindet. Vorteile der Covertile sind unter anderem eine behutsame 
Reagenzienapplikation, gleichmässige Verteilung der Reagenzien und Schutz vor 
Austrocknung. Mittels Kapillarwirkung können teure Reagenzien gespart werden, da 150ul 
für den ganzen Objektträger ausreichen (ebd., S. 3-6). 
  
Färbungen erfolgen bei Kempf und Pfaltz hauptsächlich mit Fast Red und der 
zukunftsorientierten Kompakt Polymer Methode (Polymer Refine Red Detection). Dadurch 
ergibt sich mit dem entsprechenden Enzym, die alkalische Phosphatase, ein rotes Signal 
(BioSymstems, 2019). 
 
Vor der Färbung werden die Schnitte getrocknet im Ofen und im Gerät entparaffiniert. Dann 
folgt die Demaskierung durch Hitzevorbehandlung (HIER) und Pufferlösung (ER1/2) oder 
Enzymlösung. Demaskierung bricht Proteinvernetzungen auf und legt so Epitope frei, damit 
sie an Ak binden können (Härri, Datum unbekannt a, S. 3). 
 
2.6.1 Kompakt Polymer Refine Red Detection 
Nach der Vorbehandlung wird der Primär-Ak auf dem Schnitt 
inkubiert. Am Ende der Inkubation wird der Schnitt mit Bond 
Waschpuffer gespült, um ungebundene Ak zu entfernen. Dieser 
Waschvorgang wird nach jeder Zugabe eines Reagenzes 
wiederholt. Für die Signalverstärkung wird ein Sekundär-Ak 
eingesetzt, der an die Primär-Ak bindet. Wie im rechten Bild 
ersichtlich wird, ist der Sekundär-Ak an einer «Dextranpolymer-
Schnur» mit einer hohen Ratio an Enzymen gekoppelt. Dies 
verstärkt das Signal (Härri, Datum unbekannt b). 
 
Zum Schluss wird ein Chromogen beigegeben, das vom Markerenzym in ein farbiges stabiles 
Endprodukt umgesetzt wird. Mit Fast Red Substrat Chromogen entsteht ein rotes Signal. Die 
Gegenfärbung erfolgt mit Hämatoxylin (ebd.,). 
Die Detektionsmethode bringt folgende Vorteile mit sich: 

 Sie ist Streptavidin- und Biotinfrei, reagiert somit nicht mit endogenem Biotin. 

 Hohe Sensivität aufgrund der hohen Ratio an Enzymen.  

 Geringe räumliche Hinderung, da der Komplex eine kompakte Struktur besitzt (ebd.,). 

 Ak-Lösung und das Chromogen (Fast Red) enthalten Fungizid Levamisol (ProClin TM),   
  welches die endogene alkalische Phosphatase inaktiviert (Härri, Inteview vom 
 22.02.2020) 

 
 
 
 
 

 
 

Abbildung 7: Kompaktes Polymer 
(Härri, Datum unbekannt) 
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2.7 Färbungen Melan A und CD30 
Kempf und Pfaltz ist auf Dermapathologie spezialisiert. Melan A und CD30 kommen in der 
Diagnostik oft zum Einsatz. CD30 für Lymphome, Melan A für Melanome.  
Sie werden im Körper auch physiologisch in begrenztem Umfang produziert. Kommt es bei 
CD30 zu einer Überexpression, besteht der Verdacht auf eine neoplastische Erkrankung. 
Gleiches gilt für Melan A, wenn eine Überproduktion der Melanozyten stattfindet und folglich 
mehr Ag nachweisbar sind. Die Ag werden auch nachgewiesen, um die Linienzugehörigkeit 
von undifferenzierten Tumorzellen zu bestimmen (Benz, Interview vom 30.04.2020). 
Nachfolgend zu den jeweiligen Markern, werden Tumorarten in der Haut beschrieben. 
 
2.7.1 Melan A (MART-1) 
Melan A, ein Produkt des MART-1-Gens ist ein wichtiger Marker für epidermal und dermal 
gelegene Melanozyten (Pigmentzellen). Er spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation 
der Pigmentierung. Melanozyten findet man physiologisch in Haut und Netzhaut (Converse 
& Gross, 2001, Zugriff am 07.03.2020). Eingesetzt werden monoklonale Ak, welche die 
Diagnose von malignen Melanomen und Nebennierenrindenkarzinome ermöglichen (Agilent, 
2013, Zugriff am 07.03.2020).  
 
Maligne Melanom (MM): 
MM ist ein von Melanozyten ausgehender bösartiger Tumor. Das Risiko zur Ausbildung wird 
von der Häufigkeit starker UV-Einstrahlung bestimmt. Typisch sind ungleichmässige, 
mehrfarbige und wachsende Flecken, die meist dunkler erscheinen als ein Nävuszellnävus 
(NZN). Mit der sog. ABCDE-Regel können Pigmentveränderungen makroskopisch beurteilt 
werden. Frühzeitige Metastasierung in Organen, besonders Haut, Lungen, Leber, Gehirn, 
Nieren und Knochen, macht das MM zur gefährlichsten Form der Hautkrebse (Walensi, 2009, 
Zugriff am 07.03.2020). Der Marker Melan A ist sehr wichtig, um im Falle einer 
Metastasierung, den invasionstiefen Primärtumor zu identifizieren (Benz, Interview vom 
30.04.2020). 
 
2.7.2 CD30: (Akronym für Cluster of differentiation 30) 
TNFR-verwandtes Oberflächenprotein, auch Ki-1 Ag genannt, wird von aktiven T- und B-
Lymphozyten exprimiert. Es ist an der Regulierung der Funktion, Differenzierung und 
Proliferation von normalen lymphoiden Zellen beteiligt. Als Marker weist es Hodgkin- und 
Reed-Sternberg-Zellen, anaplastische, große Lymphomzellen und Deciduazellen 
(Endometriose) nach (Altmeyer, 2019, Zugriff am 07.03.2020). Aufgrund erhöhter Expression 
wird CD30 für die Differentialdiagnose von Hodgkin-Zell-Lymphomen und anaplastischen, 
grosszelligen T-Zell-Lymphomen (ALCL) eingesetzt (Ardit, 2020, Zugriff am 07.03.2020). 
 
Das ALCL wird grob in zwei Typen eingeteilt. In systematische Lymphome, die innere 
Organe, Haut und/oder Lymphknoten betreffen und in primäre kutane Lymphome, welche nur 
die Haut befallen (Lymphoma Info, 2020, Zugriff am 07.03.2020).  
 
Primär kutane ALCL 
Das langsam proliferierende primär kutane ALCL ist ein seltenes Non-Hodgkin Lymphom. 
Charakteristisch ist eine uniforme Expression von CD30, auf blastären Zellen, sowie Form 
und Grösse der Zellen (Benz, Interview vom 30.04.2020). Auf der Haut bilden sich einzelne 
oder Ansammlungen von rötlichen Knötchen. Das Auftreten dieser Läsionen ist überall auf 
dem Körper möglich. Sie verschwinden nicht von selbst und können jucken sowie ulzerieren. 
Durch das langsame Wachstum bleiben sie oft unentdeckt (Rabello de Oliveira et al., 2013, 
Zugriff am 07.03.2020). 
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Tabelle 1: Reagenzien von BioSystems (Steinmann, 2020) 

 

3 Material und methodisches Vorgehen 

 

3.1 Material 

Zur Herstellung aller Schnittpräparate standen 10 archivierte Hautproben zur Verfügung. 
Zusätzlich wurde ein Mikrotom, eine Streckplatte, ein Warmwasserbad und SuperFrost 
Plus™ Objektträger, welche für eine bessere Haftbarkeit der Schnitte sorgen, benötigt. Um 
die Ak-Reaktion plausibel vergleichen zu können, wurde Haut von bekannten, positiven 
Patienten und On-slide Kontrollen verwendet. Für die IHC Färbungen ist das Gerät Leica 
Bond III mit den entsprechenden Reagenzien benutzt worden. 
 

3.1.1 Patientenmaterial  

Patientenmaterial ist ein kostbares Gut. Für diese Diplomarbeit wurden Hautbiopsien 

ausgesucht, bei denen genügend Material vorhanden und die Diagnosestellung bereits 

abgeschlossen ist. Mit 10 Proben von unterschiedlichen Patienten kann eine grosse Anzahl 

von Schnitten hergestellt und verglichen werden. Das erwartete Volumen der gesamten 

Objektträger beträgt mindestens 100 Schnitte. Genügend Material ist für diese Diplomarbeit 

erforderlich, denn es wurden mehr Versuche getätigt, als in der Disposition beschrieben sind. 

Im Institut wird übrig gebliebenes Patientenmaterial in einem lichtgeschützten Schrank 

archiviert. Das Gewebe befindet sich dabei in einem mit Formalin gefüllten Gefäss. Die 

Proben wurden eigenständig zugeschnitten, mit Isopropanol dehydriert und ausgegossen. So 

sind aus den 10 archivierten Hautproben 10 Blöcke entstanden. Die Schnitte wurden 

kontinuierlich vor jedem Versuch hergestellt. Nach Abschluss der Diplomarbeit werden die 

jeweiligen Blöcke und Schnitte in der entsprechenden Routine-Ablage numerisch geordnet 

aufbewahrt. 

 
3.1.2 Positive Kontrollen: 

On-slide Kontrolle: Der CD30 Marker wird im Institut hauptsächlich bei Lymphom erkrankten 

Patienten gefärbt. Dies muss mit einer Tonsille On-slide Kontrolle überprüft werden. Da bei 

Kempf und Pfaltz selten Tonsille eingesandt wird, ist diese kostbar und knapp vorhanden. 

Zudem reicht es, die Ak-Reaktion für die Diplomarbeit nur bei einzelnen Versuchen zu 

überprüfen. Bei Versuch 2, 3, 7 und 8 wurden jeweils On-slide Kontrollen mitgeführt. 

Positiver Vergleichspatient: Da Melan A auch physiologisch in der Haut zu finden ist, wird in 

der Routine keine Kontrolle mitgeführt. Auf Seite 18, bei «4.3 Vergleich Ist-Zustand mit 

Wunsch-Zustand» wird die Darstellung des Kollagens und die Ak-Reaktion zusätzlich 

verglichen. Dafür wurden zwei Schnitte von einem positiven Vergleichspatient hergestellt und 

fotografiert. Dieser Vergleich wurde auch für CD30 angestellt, um eine Signalüberlagerung 

von Ak-Reaktion und Hgf auszuschliessen. 

 

3.1.3 Reagenzien von BioSystems: 

Für die Austestung wurden die Schnitte immunhistochemisch im Gerät Leica Bond III gefärbt. 

Folgende Reagenzien und Materialien werden benötigt:  

Reagenzien Detektionssystem 

Dewax (Entparaffinierungslösung) Bond Polymer Refine Red Detection AP/Fast Red 

Epitope Retrieval Solution 2 Tris-EDTA-Puffer Ak-Konzentrat und Diulent 

Demineralisiertes Wasser Weitere: 

Bond Waschpuffer Gegenfärbung Hämatoxylin 

Ethanol 100% Abfallcontainer 
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Tabelle 2: Standardisiertes Färbeprotokoll (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 3: Versuch 1. Vergleich Streckvorgang und Trocknungszeit bei Melan A  (Steinmann, 2020) 

 

3.2 Methodisches Vorgehen 
Bei allen Versuchen sind die Schnitte im vollautomatisierten Gerät Leica Bond III mit Melan 
A und/oder CD30 gefärbt worden. Anschliessend wurden die Schnitte über Isopropanol und 
dem Zwischenintermedium Ultra Clear dehydriert. Das Eindecken der Schnitte erfolgte mit 
dem Eindeckmedium CV-Ultra.  
 
Ausgehend vom standardisierten Färbeprotokoll sind verschiedene Versuche getätigt 
worden. Mit dem Ziel, die Darstellung des Kollagens morphologisch zu optimieren. Weitere 
Informationen zur Färbemethode und dem Gerät, sind in der Theorie, S. 8, «2.6 
Funktionsweise Leica Bond III» beschrieben. 
 
3.2.1 Standardisiertes Färbeprotokoll / Ist-Zustand  

In der Routine wird mit 3 μm geschnitten. Die Schnitte werden nur im Warmwasserbad 

gesteckt und für 30min im Ofen bei 60°C getrocknet. Im Bond folgt die Vorbehandlung mit 

Hitze, der Pufferlösung Citrat (H2) und der Vorbehandlungszeit (20min-40min). Dies ergibt 

z.B. die Abkürzung (H2/20). Antigene werden so demaskiert. Der Färbeprozess von Melan A 

und CD30 verläuft unter folgenden Bedingungen: 

Färbung Demaskierung H2 Ak 

Zeit Temperatur Inkubationszeit Verdünnung 

Melan A 20min (H2/20) 100°C 15min 1/100 

CD30 30min (H2/30) 95°C 30min 1/40 

 

 

3.2.2 Wunsch-Zustand 

Die Bedingungen sollten bei jedem Marker optimal aufeinander abgestimmt sein. Damit eine 

schöne Darstellung des Kollagens und eine intensive, plausible Ak-Reaktion erreicht wird. 

Um das Ziel dieser Diplomarbeit zu erreichen, wurden viele Versuche getätigt und 

verbessernde Erkenntnisse protokolliert. Anstrebenswert wäre eine Effizienzsteigerung, 

indem Zeit bei der Vorbehandlung und Ak- Inkubation gespart wird. Verbesserte 

Bedingungen sind in den nachfolgenden Versuchen übernommen worden. Anschliessend 

werden die Versuche genauer erläutert. 

 

3.2.3 Melan A: Vergleich des Streckvorgangs und der Trocknungszeit  Versuch (V)1 
Bedingungen: Melan A: Mit Streckplatte Ohne Streckplatte Trocknungszeit im Ofen 

 Standard + 1min  60min 30min 

Beim ersten Versuch wurde der Streckvorgang der Schnitte und die Trocknungszeit im Ofen 
verglichen. Am Mikrotom sind 40 Schnitte hergestellt worden (je vier Schnitte pro 
Patientenblock), die alle im Warmwasserbad gestreckt wurden. 20 Schnitte davon lagen 
zusätzlich eine Minute auf der Streckplatte bei 42°C. Von den 40 Schnitten kamen 10 
Schnitte, die eine Minute auf der Streckplatte lagen und 10 Schnitte, die sich nur im 
Warmwasserbad streckten, für 30 Minuten in den Ofen bei 60°C. Der gleiche Vorgang wurde 
wiederholt, mit einer Trocknungszeit von 60 Minuten. Dann wurden alle Schnitte mit Melan A 
gefärbt. Für diesen Versuch reicht Melan A, da das Färbeprotokoll nicht verändert werden 
muss.  

Erkenntnis: Eine leicht positive Verbesserung der Kollagendarstellung wurde bei einer 
Trocknungszeit von 60min ohne Streckplatte entdeckt. Diese Anpassungen werden für 
die nachfolgenden Versuche als Standard übernommen. Bei diesem Versuch geht es 
nur um die Darstellung des Kollagens. Die Ak-Reaktion wurde nicht beurteilt. 
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Tabelle 4: Versuch 2. Austestung Schnittdicke bei Melan A und CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 5: Versuch 3. Hitzereduktion bei Melan A und CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 6: Versuch 4. Unterschiedliche Vorbehandlungszeit bei Melan A und CD30 (Steinmann, 2020) 

 

3.2.4 Beide: Austestung der Schnittdicke       V2 
Bedingungen: Melan A CD30 Schnittdicke 

+Kontrolle bei 
CD30 

Standard 1 μm 2 μm 3 μm 

Nach evaluierter Trocknungszeit und Streckung sind 60 Schnitte für den zweiten Versuch 
hergestellt worden. Jeder Block wurde mit einer Dicke von 1 μm , 2 μm  und 3 μm  im Doppel 
geschnitten. Das ergibt sechs Schnitte von jeder Hautprobe. Die eine Hälfte der 60 Schnitte 
sind mit Melan A, die andere mit CD30 gefärbt worden. Mit der Fragestellung, ob die Ak-
Reaktion bei dünneren Schnitten noch ausreichend stattfindet. 

 

 
3.2.5 Beide: Hitzereduktion        V3 

Bedingungen Melan A CD30 Vorbehandlung Temperatur 

Melan A CD30 

+ Kontrolle 
bei CD30 

H2/20 H2/30 95°C 90°C 85°C 90°C 85°C 80°C 

Aufgrund der Vermutung, dass die Hitze der Vorbehandlung grossen Einfluss auf das 
Aufbrechen des Kollagens hat, wurde die Temperatur reduziert. Zum Einsatz kamen je 30 
Schnitte, die mit den Markern Melan A und CD30 gefärbt wurden. Ausgehend vom 
Standardprotokoll wurde die Temperatur bei der Vorbehandlung schrittweise um 5°C, bis auf 
80°C reduziert. Zusätzlich bei CD30 ist eine Kontrolle auf den Objektträger aufgezogen 
worden. 

 
 
3.2.6 Beide: Unterschiedliche Vorbehandlungszeit    V4 

Bedingungen: Melan A + CD30 
 

Vorbehandlung Zeit 

Melan A + CD30 

 85°C H2/20 H2/30 H2/40 

In der Hoffnung, Ak könnten stärker und spezifischer an die gesuchten Epitope binden, wurde 
die Vorbehandlungszeit bei Melan A verlängert. Um die Hgf von CD30 zu reduzieren, ist  
diese ergänzend um 10min verkürzt worden. Von den insgesamt 60 Schnitten sind für Melan 
A und CD30 je 10 Schnitte mit H2/20, H2/30 und H2/40 inkubiert worden.  

 
 
Die folgenden Anpassungen auf der nächsten Seite konzentrieren sich darauf, die Hgf von 
CD30 zu vermindern. Gleichzeitig muss eine optimale Ak-Reaktion bewahrt werden. 
 
 

Erkenntnis: Die Darstellung des Kollagens verbessert sich, je dünner die Schnitte sind. 
Dünne Schnitte ergeben eine schwache Ak-Reaktion, weil weniger Ag anzutreffen 

sind. Bei CD30, mit einer Schnittdicke von 3 𝛍𝐦, ist nur eine unbedeutend leichte 
Intensität der Hgf zu beobachten. Demgemäss wurde sie nicht mitbeurteilt. Der 
Indikator für eine optimale Reaktion ist eine Schnittdicke von 3 𝛍𝐦. 

Erkenntnis: Eine schönere Darstellung des Kollagens zeigt sich bei einer Temperatursenkung. 
Parallel nimmt die Ak-Reaktion bei Melan A ab. Bei CD30 nimmt dafür die Intensität der 
Hgf zu. Die Kontrolle von CD30 zeigt eine optimale Ak-Reaktion bei 85°C. Bei 80°C ist 
die Ak-Reaktion sehr schwach vorhanden. Infolgedessen erübrigt sich auch die 
Austestung auf 80°C bei Melan A. Es wird mit 85 °C weiter getestet.  

Erkenntnis: Zeitverlängerung bei der Vorbehandlung erzielt bei beiden Färbungen eine 
Verschlechterung der Kollagendarstellung. Dafür wird die Ak-Reaktion bei Melan A 
stärker. Ausserdem nimmt die Intensität der Hgf von CD30 zu. Die Kollagendarstellung 
bei CD30 ist mit einer verkürzten Vorbehandlung (H2/20) am besten und wird 
nachfolgend übernommen. Weil das Kollagen bei Melan A (H2/30) genügend gut 
dargestellt wird, werden im Versuch 9 die Vorbehandlungszeiten H2/20 und H2/30 
nochmals verglichen. 
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Tabelle 7: Versuch 5. Testdurchlauf ohne Ak bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 8: Versuch 6. Unterschiedliche Ak-Inkubationszeit mit H2/20 bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 9: Versuch 7. Ak-Verdünnung: 1/20, 1/30 & 1/40 bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 10: Versuch 8. Vergleich der Vorbehandlungszeit von H2/20 und H2/30, mit unterschiedlicher Ak-
Inkubationszeit bei Melan A (Steinmann, 2020) 

  

3.2.7 CD30: Testdurchlauf ohne Ak      V5 
Bedingungen: CD30 Vorbehandlung Temperatur 

Ohne AK H2/20 100°C 85°C RT 

Dieser Versuch dient dazu herauszufinden, welche Reagenzien Auslöser für die Hgf sind. 
Dafür in Frage käme zum Beispiel die Primär Ak-Lösung oder andere Reagenzien von 
BioSystems. Es wurden 30 Schnitte hergestellt, je drei Schnitte von einem Block. Je 10 
Schnitte wurden bei 100°C, 85°C und RT demaskiert. Die Ak- Zugabe fiel weg. 

 
 
3.2.8 CD30: Unterschiedliche Ak-Inkubationszeit mit H2/20   V6 

Bedingungen: CD30 Ak-Inkubationszeit 

 H2/20 15min 30min 

Für diesen Versuch wurden 20 Schnitte hergestellt. 10 Schnitte sind bei 15, die restlichen bei 
30min, mit dem Ak inkubiert worden. Die Vorbehandlungszeit wurde um 10min verkürzt, 
damit die Hgf minimiert wird. 

 
 
3.2.9 CD30: Ak-Verdünnung: 1/20, 1/30 & 1/40     V7 

Bedingungen: CD30 Ak-Verdünnung Ak-Inkubationszeit 

+ Kontrolle H2 /20 1/20 1/30 1/40 15min 

Bei diesem Versuch wird zusätzlich mit der CD30 Kontrolle die Ak-Reaktion geprüft.   
Es wurden insgesamt 30 Schnitte auf On-slide Kontrollen aufgezogen. Von denen je 10 
Schnitte mit einer Ak-Verdünnung von 1/20, 1/30 und 1/40 für 15min inkubiert wurden.  

 
 
3.2.10 Melan A: Vergleich der Vorbehandlungszeit von H2/20 und H2/30,  V8 
 mit unterschiedlicher Ak-Inkubationszeit   

Bedingungen: Melan A Vorbehandlung Zeit Ak-Inkubationszeit 

 H2 H2/20 H2/30 15min 30min 

Um die Intensität der Ak-Reaktion und den Verlauf der Kollagendarstellung noch besser 
beurteilen zu können, wurden 40 Schnitte hergestellt. Bei einer Vorbehandlungszeit von 
H2/20 sind je 10 Schnitte für 15 und 30min mit den Ak inkubiert worden. Den Vorgang 
wiederholte ich mit H2/30.  

 
 
 
 
 

Erkenntnis: Es bestätigte sich, dass eine Reduzierung der Temperatur bessere Folgen auf das 
Kollagen hat. Bei RT ist die Darstellung am schönsten. Auf dem Gewebe ist die Hgf 
verschwunden. Unter den angepassten Bedingungen sind somit die Primär-Ak für die 
unspezifischen Reaktionen verantwortlich. 

Erkenntnis: Eine Verkürzung der Inkubationszeit von 30 auf 15min vermindert die Hgf. Die verkürzte 
Vorbehandlungszeit verbessert die Darstellung des Kollagens leicht. Beim nächsten 
Versuch wird die Inkubationszeit von 15min übernommen und die 
Vorbehandlungstemperatur von 85°C beibehalten. 

Erkenntnis: Eine Reduktion der Hgf, sowie eine Verbesserung der Kollagendarstellung konnte bei 
einer Ak-Verdünnung von 1/30 beobachtet werden. Die Reaktionsstärke der Ak ist bei 
allen drei Verdünnungen gut. Die Ak-Verdünnung von 1/30 wird standardisiert. 

Erkenntnis: Die Kollagendarstellung ist bei H2/20 schöner, dafür ist die Ak-Reaktion schwächer. 
Umgekehrt verhält es sich mit H2/30. Bezogen auf die Ak-Inkubationszeit von 15 und 
30min zeigt die Ak-Reaktion keinen grossen Unterschied. Die Vorbehandlungszeit von 
H2/20 und die Ak-Inkubationszeit wird beibehalten. 
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Versuch

Diagramm 1: Verlaufsübersicht Kollagendarstellung nach Versuch (Steinmann, 2020) 

 

Diagramm 2: Verlaufsübersicht Ak-Reaktion nach Versuch  
(Steinmann, 2020) 

 

Diagramm 3: Verlaufsübersicht Hgf nach Versuch  
(Steinmann, 2020) 

 

4 Ergebnisse 

 

4.1 Verlaufsübersicht nach Versuch 
Die folgenden Diagramme enthalten den Mittelwert der besten Ergebnisse und  ermöglichen 
so den Verlauf der Versuche darzustellen. Als Interpretationshilfe wird eine verkürzte 
Legende dargestellt. Beim ersten und zweiten Versuch von Melan A, sowie auch beim ersten 
Versuch von CD30, wurde das Standardfärbeprotokoll (Istzustand) ausgeführt. Die 
Anpassungen beim siebten und achten Versuch bringen die besten Ergebnisse 
(Wunschzustand) hervor.  Der fünfte Versuch von CD30 gibt Hinweise über die Ursache der 
Hgf, ist aber für den Verlauf der Versuche nicht relevant. Somit wird er nicht aufgeführt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Morphologische Interpretation des Kollagens 

1.1 bis 2 Kein Aufbrechen/ Optimale Darstellung 

0.1 bis 1 Sehr leichtes Aufbrechen/ Gute Darstellung 

-0.1 bis -1 Leichtes Aufbrechen  

-1.1 bis -2 Mittelschweres Aufbrechen  

-2.1 bis -3 Schweres Aufbrechen, z.T. sogar mit Loch 

Intensität der Ak-Reaktion 

1.1 bis 2 Optimal 

0.1 bis 1 Genügend 

-0.1 bis -1 Schwach 

Intensität der Hgf 

1.1 bis 2 Stark 

0.1 bis 1 Vorhanden 

-0.1 bis -1 Nicht vorhanden 

L
e

g
e

n
d

e
 

Kollagendarstellung 
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Diagramm 4: Versuch 3. Hitzereduktion  
bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Diagramm 5: Versuch 3. Hitzereduktion  
bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

4.2 Interpretation der Ergebnisse  
Wie auf der vorherigen Seite als Diagramme aufgeführt, wurde das Hauptziel dieser 
Diplomarbeit erreicht. Das Aufbrechen des Kollagens konnte durch entsprechende 
Anpassungen und dem Vergleich semiquantitativer Ergebnisse weitgehend vermindert 
werden. Somit ist das Scannen wieder möglich. Auch konnten die Plausibilität und Stärke der 
Ak-Reaktion bewahrt werden. Leider ist es bei CD30 nicht gelungen, die Hgf genügend zu 
reduzieren.  
 
4.2.1 Fragestellungen der Disposition 
Angrenzend, werden Fragestellungen von der Disposition beantwortet und entsprechende 
Erkenntnisse erläutert.  
 
Fragestellung: 
Nimmt das Strecken des Schnittes nach dem Warmwasserbad, auf der Streckplatte, Einfluss 
auf das Aufbrechen?  
 
V1 Ja, es zeigt sich, dass die Struktur des Kollagens stärker aufbricht, wenn die 
 Schnitte zusätzlich eine Minute auf der Streckplatte lagen. Eine verlängerte 
 Trocknungszeit von 60min schont das Kollagen.  
 
Fragestellung: 
Hat die Schnittdicke einen Einfluss?  
 
V2 Die Schnittdicke hat Einfluss. Je dünner die Schnitte, desto weniger bricht das 
 Kollagen auf. Leider verhält es sich mit der Stärke der Ak- Reaktion genau 
 umgekehrt. Da auf den dünneren Schnitten  weniger Ag anzutreffen sind, fällt die 
 Ak-Reaktion, viel schwächer aus. Bevorzugt wird daher eine Schnittdicke von 3 μm
 mit optimaler Ak-Reaktion. 
 
Fragestellung: 
Kann das Färbeprotokoll der IHC Färbungen Melan A und CD30 durch Hitzereduktion 
optimiert werden? 
 
V3 Wie die jeweiligen Diagramme zeigen, kann es das. Sobald die Hitze reduziert wird, 
 verschönert sich die Darstellung des Kollagens bei beiden Färbungen. Dadurch 
 entstand die Vermutung, dass Hitze eine zentrale Rolle beim Aufbrechen des 
 Kollagens einnimmt. Während bei Melan A parallel dazu, die Stärke der Ak-Reaktion 
 abnimmt, entsteht bei CD30 eine rosige Hgf. Die Ak-Reaktion bei CD30 nimmt auch 
 ab, ist bei 85°C aber dennoch sehr gut vorhanden. Bei 80°C fällt die Ak-Reaktion viel 
 zu schwach aus. Daher wird eine Vorbehandlungstemperatur von 85°C bevorzugt. 
 Die bevorzugte Anpassung ist im Diagramm mit einem grünen Pfeil markiert. 
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Diagramm 6: Versuch 8. Unterschiedliche Vorbehandlungs- und Ak-
Inkubationszeit bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Weitere Fragen, die sich während des methodischen Vorgehens stellten und das 
Färbeprotokoll betreffen, werden nachfolgend beantwortet. Beginnend mit der IHC Färbung 
Melan A. 
 
4.2.2 Fragestellungen bei Melan A  
 
Fragestellung: 
Kann die Ak-Reaktion, infolge einer Zeitverlängerung der Vorbehandlung verstärkt werden, 
ohne dass sich die Morphologie des Kollagens verschlechtert?  
 
V4 Leider nicht. Die Ak-Reaktion wird stärker, jedoch leidet die Kollagendarstellung 
V9  darunter. Bei einer Zeitverlängerung von 10min (H2/30) kann trotzdem eine  
 genügend bis gute Darstellung des Kollagens erreicht werden.  
 
Fragestellung: 
Wie wirkt sich eine zusätzliche Verkürzung der Ak-Inkubationszeit auf den Schnitt aus? 
 
V8 Eine Ak-Inkubationszeit von 15min (H2/20) wirkt sich optimal auf  das Kollagen aus. 
 Während eine verlängerte Vorbehandlungszeit die Ak-Reaktion verstärkt. Zeigt eine  
 Ak-Inkubationszeit von 15 und 30min keinen grossen Unterschied. Anbei werden 
 die Ergebnisse von Versuch 8 im Diagramm dargestellt. Hiermit enden die  
 Fragestellungen zu Melan A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3 Fragestellungen bei CD30 
 
Fragestellung: 
Kann die Hgf durch Verändern der Vorbehandlungszeit reduziert werden? Dabei darf die 
verbesserte Kollagendarstellung nicht darunter leiden. 
 
V4 Ja kann es. Eine Vorbehandlungszeit von H2/20 reduziert nicht nur die Hgf, auch die 
 Kollagendarstellung verbessert sich. 
 
Fragestellung: 
Kann eine Verkürzung der Ak-Inkubationszeit die Hgf reduzieren? 
 
V6 Eine Ak-Inkubation von 15min bewirkt eine morphologische Verbesserung des  
 Kollagens und reduziert gleichzeitig die Hgf.  
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Fragestellung: 
Wird die Hgf vermindert, wenn die Ak- Verdünnung, hinsichtlich der Konzentration angepasst 
wird? 
 
V7 Eine Steigerung der Ak-Konzentration von 1/40 auf 1/30 vermag die Hgf, sowohl bei 
 den 10 Patienten, als auch bei den Kontrollen, zu vermindern. Gleichzeitig verbessert 
 sich bei einer Verdünnung von 1/30, die Kollagendarstellung und die Ak-Reaktion. 
 Bei einer Verdünnung von 1/20 wird ähnliches beobachtet. Zusätzlich bricht das 
 Kollagen stärker auf und die Intensität der Hgf bei den Kontrollen nimmt zu.  
 
4.2.4 Problematik von CD30  
Wie bereits erwähnt, konnte die Hgf bei den 10 Patientenproben nicht genügend vermindert 
werden. Die Plausibilität der Ak-Reaktion der 10 Patienten wurde zusätzlich mit einem 
positiven Vergleichspatient bestätigt. Damit eine Signalüberlagerung von Ak-Reaktion und 
Hgf ausgeschlossen werden kann. Der Nachweis ist fotographisch auf der nächsten Seite zu 
finden. 
 
Fragestellung: 
Woher entsteht die Hgf bei CD30?  
 
Diese Frage konnte trotz mehrfachem fachlichen Austausches mit einem Mitarbeiter von 
BioSystems nicht gänzlich geklärt werden. Anbei werden meine Vermutungen und Gedanken 
geäussert. 
 
Als Ursache konnte die endogene alkalische Phosphatase, welche mit dem Chromogen Fast 
Red ein Signal erzeugt, ausgeschlossen werden. Dafür gibt es mehrere Gründe. Zum einen, 
da bei Melan A trotz Verwendung des gleichen Färbekitts und Ak-Verdünnungs Diulents, 
keine Hgf entsteht. Zum anderen enthalten Chromogen- und Ak-Lösungen das Fungizid 
Levamisol (ProClin TM). Levamisol blockiert die endogene alkalische Phosphatase, was die 
Spezifität der Detektionsmethode verbessert.  
 
Fast Red ist ein disperser Farbstoff. Deshalb wurde versucht, die Hgf durch eine verlängerte 
Dehydrierung heraus zu differenzieren. Der Erfolg blieb leider aus. Daher wurde der 
Zusammenhang zwischen Hgf und der Dispersität des Farbstoffs nicht weiterverfolgt.  
 
Weiter Überlegungen zu der Hgf sind in der Diskussion beschrieben. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Im Diagramm wird ersichtlich, wie stark Hitze die Kollagendarstellung beeinflusst. Die 
morphologisch beste Darstellung kann mit einer Vorbehandlung, bei RT erreicht werden. 
Somit bestätigt der fünfte Versuch die Erkenntnis vom dritten Versuch.  

 

100°C 85°C RT

Kollagen -2.9 1.2 2

Hgf -1 -1 -1
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Diagramm 7: Versuch 5. Testdurchlauf ohne Ak bei CD30 
(Steinmann, 2020) 
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Abbildung 8: Ist-Zustand Melan A. 10fache Vergrösserung 
(Steinmann, 2020) 

 

Abbildung 9: Wunsch-Zustand Melan A. 10fache Vergrösserung 
(Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 11: Vergleich Färbeprotokoll Melan A, Ist-Zustand mit Wunsch-Zustand (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 12: Vergleich Färbeprotokoll CD30, Ist-Zustand mit Wunsch-Zustand (Steinmann, 2020) 

 

Abbildung 10: Ist-Zustand CD30. 10fache Vergrösserung  
(Steinmann, 2020) 

 

Abbildung 11: Wunsch-Zustand CD30. 10fache Vergrösserung 
(Steinmann, 2020) 

 

4.3 Vergleich Ist-Zustand mit Wunsch-Zustand 
Am Schluss ist mit dem Facharzt der Wunsch-Zustand (angepasstes Färbeprotokoll) mit dem 
Ist-Zustand (standardisiertes Färbeprotoll) mikroskopisch verglichen worden. Für eine 
bessere Vergleichbarkeit wurden Schnitte von positiven Patienten verwendet. Ausgehend 
von meinen Erkenntnissen entschied der Facharzt, welche Adaptionen im Färbeprotokoll 
evaluiert werden. Diese sind hiernach beschrieben. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Intensität der Ak-Reaktion bei einer Vorbehandlungszeit von H2/20 und einer Ak-
Inkubation von 15min ist laut dem Facharzt für die Diagnosestellung ausreichend. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
Mit dem positiven Patienten (Wunsch-Zustand) konnte eine 
Signalüberlagerung von Hgf und Ak-Reaktion ausgeschlossen werden.  

Melan A 

Ist-Zustand Wunsch-Zustand 
Vorbehandlung Ak Vorbehandlung Ak 

Zeit Temperatur Inkubationszeit Konzentrat Zeit Temperatur Inkubationszeit Konzentrat 
H2/20 100°C 15min 1/100 H2/20 85°C 15min 1/100 

CD30 

Ist-Zustand Wunsch-Zustand 
Vorbehandlung Ak Vorbehandlung Ak 

Zeit Temperatur Inkubationszeit Konzentrat Zeit Temperatur Inkubationszeit Konzentrat 
H2/30 95°C 30min 1/40 H2/20 85°C 15min 1/30 

Auswertung 

 Brauchbar 

 Nicht brauchbar 
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4. 4 Diskussion/ Schlussfolgerung 

Die wichtigste Erkenntnis dieser Diplomarbeit betrifft die Vorbehandlungstemperatur im Bond 
III. Wird die Temperatur auf 85°C gesenkt, verschönert sich die morphologische Darstellung 
des Kollagens bei beiden Färbungen erheblich. Unterstützt wird die gute Darstellung des 
Kollagens von der verlängerten Trocknungszeit im Ofen bei 60°C. Dies wirkt sich aber 
nachteilig auf die Effizienz des Arbeitsprozesses aus. Dem Entgegen wirkt die verkürzte Ak-
Inkubationszeit von 15min bei CD30. 
 
Um die Erkenntnisse zu bestätigen und Ideen für weiterführende Versuche zu erlangen, 
wurde mit Schlüsselbegriffen in verschiedenen Datenbanken recherchiert. 
Leider sind keine hilfreichen Studien gefunden worden. Keine, die im Zusammenhang mit 
dieser Diplomarbeit von Nutzen wären. So wurden eigene Vermutungen angestellt. Wie die 
Hgf entsteht und in welchem Bereich  weiter ausgetestet werden könnte. 
 
Hitze ermöglicht die Demaskierung der Ag. Durch Senkung der Vorbehandlungstemperatur 
im Bond III auf 85°C ist die spezifische Markierung der gesuchten Ag vermutlich nicht mehr 
ausreichend. Abgeleitet von der Theorie würde erwartet werden, dass es zu einer 
Abschwächung der Ak-Reaktion kommt. Dieser Effekt bestätigt sich bei Melan A (V3) sowie 
bei den On-slide Kontrollen von CD30 (V3). Das einzige Reagenz, welches die beiden IHC 
Färbungen unterscheidet, ist die Ak-Verdünnungslösung (des Ak-Konzentrates).  Deshalb 
wurde beim fünften Versuch ein CD30 Testdurchlauf, ohne Ak durchgeführt. Das zugehörige 
Diagramm ist auf Seite 17 zu finden. Mikroskopisch konnte beim fünften Versuch keine Hgf 
mehr festgestellt werden. Dadurch etablierte sich folgende Vermutung: 
 
Durch die Temperatursenkung auf 85°C wird die Fähigkeit der monoklonalen primären Ak 
von CD30, spezifisch an die Ag zu binden, eingeschränkt. Das Risiko für Kreuz Reaktivität 
mit unbekannten Proteinen steigt. Auch eine verlängerte Vorbehandlungszeit kann dem nicht 
entgegenwirken. Die Ursache könnte in der Methode zur monoklonalen Gewinnung oder in 
den vorgefertigten Ak-Lösungen zu finden sein. Denn die Ak-Lösungen enthalten noch 
andere Proteine. Die genauen Zusammensetzungen sind im Anhang bei «7 Packungsbeilage 
beschrieben». 
 
Beim wiederholten Mikroskopieren der eingedeckten Schnitte, die einen Monat zuvor gefärbt 
wurden, machte ich eine schockierende Entdeckung. Die Signalstärke der beiden IHC 
Färbungen ist  schwächer geworden. Durch weitere sorgfältige Überprüfung konnte dieser 
Effekt bei allen anderen Färbungen (ausser HE) beobachtet werden. Dies stellt ein 
schwerwiegendes Problem für die Ärzte dar. Da bereits hergestellte Schnitte in Zukunft nicht 
mehr zur Unterstützung einer aktuellen Diagnose hinzugezogen werden können. Die 
Ursache für das Ausbleichen konnte innerhalb des zur Verfügung stehenden Zeitrahmens 
nicht festgestellt werden. In Verdacht steht das Isopropanol selbst, das Zwischenintermedium 
Ultra Clear oder das dazu gehörende Eindeckmedium CV Ultra. 
 

4.5 Fazit 
Das Hauptziel der vorliegenden Diplomarbeit wurde erreicht. Trotzdem möchte das Institut 
die geschilderte Problematik, welche mit der Verwendung von Isopropanol einhergehen, in 
Zukunft nicht mehr hinnehmen. Es wird daher der Umstieg auf ein anderes Intermedium 
diskutiert. In Frage dafür käme das Intermedium Ottix plus, ein Gemisch von aliphatischem 
Kohlenwasserstoff. Die Zeit bis der Umstieg erfolgt, wird mit dem angepassten 
Standardfärbeprotokoll überbrückt.  
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5 Reflexion  
 
Es überraschte mich, wie umfangreich und verworren das Erarbeiten eines Themas sein 
kann. Ich bin dankbar für diese Erfahrung, auch dass ich in zukünftige Arbeiten davon 
profitieren kann. Das in der Disposition vorgeschlagene Vorgehen mit den entsprechenden 
Fragestellungen war ein guter Ansatz, reichte aber bei weitem nicht aus, um das Ziel zu 
erreichen. Ich bin dem Institut sehr dankbar, wie grosszügig sie mir die Zeit für den gesamten 
Prozess zur Verfügung stellten. Die motivierende und fachliche Unterstützung meines 
Diplomarbeitsbetreuers und meiner Mitarbeiter haben mir während dieser Zeit sehr geholfen, 
der Arbeit gerecht zu werden und dran zu bleiben.  
 
Die akribische Auseinandersetzung mit der Theorie war für mich sehr lehrreich und 
vermochte meinen Wissensdurst zu aktivieren. Schwieriger gestaltete sich die Erarbeitung 
der Theorie von Melan A und CD30. Da ich keine zufriedenstellende Literatur im Institut oder 
Zuhause zur Verfügung hatte, musste ich mich allein mit der Internetrecherche begnügen. 
Glücklicherweise bekam ich dabei Hilfe von einem Facharzt, der sich mit den Markern 
bestens auskennt.  
 
Die Durchführung der Versuche generierte bei Misserfolgen nicht nur Enttäuschungen, sie 
motivierten auch, mich noch intensiver mit der Problematik und den gewonnenen 
Erkenntnissen auseinanderzusetzen.  
 
Enttäuschend fand ich, dass ich nicht von diversen Datenbanken profitieren konnte. So fiel 
der Zugriff auf Studien weg, die meine Erkenntnisse bestätigen oder mir neue Denkanstösse 
hätten liefern können. Vor allem in Bezug zur Hgf wären externe Erkenntnisse sehr hilfreich 
gewesen. Dadurch sah ich mich verpflichtet, selbst Hypothesen aufzustellen indem ich 
Theorie und Praxis vereine.  
 
Herausfordernd stellte sich das Erstellen der Fotos dar. Ein direkter Vergleich aller 
hergestellten Schnitte war aufgrund der Qualität nicht möglich. Deshalb versuchte ich, 
innerhalb eines Versuches, immer die gleiche Stelle beim selben Patienten zu fotografieren. 
Dies gestaltete sich schwierig. Zum einen, da ich einige Schnitte wiederholen musste und 
sich daher die Schichten auf den Fotos unterscheiden. Auch Lufteinschlüsse und Schmutz 
auf den Objektträgern erschwerten die Auswahl. Ein weiteres Problem ergab sich durch die 
zeitliche Abschwächung des Signals bei den Färbungen. Da ich dies erst gegen Ende des 
Erarbeitens der Diplomarbeit bemerkte, konnte ich die Schnitte nicht wiederholen. Daher 
wählte ich Schnitte, bei denen das Signal noch genügend stark vorhanden war.  
 
Im Nachhinein wären mir viel Zeit und Nerven erspart geblieben, hätte ich vor dieser 
Diplomarbeit einen Excel-Kurs absolviert. Erst recht konnte ich durch das langwierige 
Erstellen der Linien und Säulendiagramme viel lernen. 
 
In Anbetracht des geleisteten Aufwandes bin ich dennoch sehr zufrieden, die Chance 
bekommen zu haben, eine solch forschende Arbeit schreiben zu dürfen.  
 
Ungeachtet des geplanten Umstiegs auf Ottix plus hoffe ich, dass auch weitere Firmen oder 
Laboratorien in Zukunft von meinen Ergebnissen profitieren können. 
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Anhang 1 Ergebnisse der Versuche 

 
1.1 Ergebnisse 
Nachfolgend werden die semiquantitativen Ergebnisse jedes Versuchs tabellarisch 
aufgeführt. Um den Verlauf der Versuche übersichtlicher vergleichen und interpretieren zu 
können, wird zuerst nur der Mittelwert der Ergebnisse «1.1.3» dargestellt. Zusätzlich 
werden für die Bedingungen und Anpassungen, Abkürzungen verwendet. Mittelwerte 
lassen sich mit der Legende «1.1.2» beurteilen. Abkürzungen werden anschliessend im 
Verzeichnis «1.1.1» erklärt. Die vollständigen Tabellen mit Ergebnissen (Rohdaten) finden 
sich bei «1.2».  
  
1.1.1  Abkürzungsverzeichnis    
Bond       Anpassungen und Ergebnisse 

 
 Markierungen: 

 
     

 
 
1.1.2 Legende Mittelwert der Ergebnisse 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

Vorbehandlung  Antikörper 

Z Zeit I Inkubationszeit 

T Temperatur °C V Verdünnung 

 Darstellung von 

K Kollagen Hgf Hintergrundfärbung 

Ak Ak-Reaktion V. Versuch 

Ergebnisse 

 Mittelwert (10 Patientenproben, 
Kontrollen und Vergleichspatienten) Optimalste Ergebnisse 

(Anpassungen werden nachfolgend 
übernommen)  

Morphologische Interpretation des Kollagens                          

1.1 bis 2 Optimale Darstellung: Kein Aufbrechen des Kollagens 

 0.1bis 1 Genügende Darstellung: Sehr leichtes Aufbrechen des 
Kollagens 

-0.1 bis -1 Ungenügende Darstellung: Leichtes Aufbrechen  

-1.1 bis -2 Ungenügende Darstellung: Mittelschweres Aufbrechen  

-2.1 bis -3 Ungenügende Darstellung: Schweres Aufbrechen, z.T. sogar 
mit Loch 

 Intensität der Ak-Reaktion 

1.1 bis 2 Optimale Reaktion 

0.1 bis 1  Genügende Reaktion 

-0.1 bis -1 Schwache Reaktion: z.T. 
nicht vorhanden 

-1.1 bis -2 Sehr schwache Reaktion bis 
gar nicht vorhanden 

Intensität Hgf-Färbung 

1.1-2 starke Hgf 

0.1 bis 1 Hgf 

-0.1 bis -1 schwach bis gar nicht vorhanden 
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Tabelle 13: Mittelwert der Ergebnisse bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 14: Mittelwert der Ergebnisse bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

1.1.3 Mittelwert der Ergebnisse 
 

 

 

 
 
 
 
 

 CD30 
Bond III 

Anpassungen (x) 

/Ergebnisse () 

V. Vorbehandlung Antikörper 

 

2 
 Z T  I V Schnittdicke 1 μm Kontrolle 2 μm Kontrolle 3 μm Kontrolle 

H2/30 95°C 30min 1/40 Darstellung  K Ak K Ak K Ak 

Standard Patient   -0.2 -1.2 -1.7 0.9 -2.5 1.8 

 
3 

H2/30 x 30min 1/40 T 90°C Kontrolle 85°C Kontrolle 80°C Kontrolle 

 Darstellung  K Hgf Ak Hgf K Hgf Ak Hgf K Hgf Ak Hgf 

Patient   -2 
 

-0.6 1.8 -0.8 0.6 1.5 1.2 0.6 1.8 -0.6 -2 -1 

 

4 
x 85°C 30min 1/40 Z 20min 30min 40min 

 Darstellung  K Hgf K Hgf K Hgf 

Patient  1.0 1.4 0.5 1.8 -1.6 1.6 

 
5 

H2/20 x  ohne Ak T 100°C 85°C RT 

 Darstellung  K  Hgf K Hgf K Hgf 

Patient  -2.9 -1 1.2 -1 2.0 -1 

 
6 

H2/20 85°C x 1/40 I 15min 30min 

 Darstellung  K Hgf K Hgf 

Patient  1.4 1.2 1.6 1.6 

 

7 
H2/20 85°C x x I 10min 

   V 1/20 Kontrolle 1/30 Kontrolle 1/40 Kontrolle 

Darstellung K Hgf Ak Hgf K Hgf Ak Hgf K Hgf Ak Hgf 

Patient  0.8 1.2 1.8 2 1.6 1.3 1.6 0.8 
 

1.1 1.6 1.5 2.0 

Melan A 
Bond III 

Anpassungen (x) 

/Ergebnisse () 
V. Vorbehandlung Antikörper: 

 

1 
Z T I V Streckplatte  + 1min ohne 

H2/20 100°C 15min 1/100 Trocknen im Ofen 
60°C 

30min 60min 30min 60min 

 Standard Darstellung von K 

Patient  -2.6 -2.4 -2.4 -2 

 
2 

H2/20 100°C 15min 1/100 Schnittdicke 1 μm 2 μm 3 μm 

Standard Darstellung von K Ak K Ak K Ak 

Patient  -0.7 -1.1 -1.7 0.4 -2.1 1.8 

 
3 

H2/20 x 15min 1/100 T 95°c 90°C 85°C 

 Darstellung von K Ak K Ak K Ak 

Patient  -1.8 1.8 -0.8 1 1.3 0.2 

 
4 

x 85°C 15min 1/100 Z 20min 30min 40min 

 Darstellung von K  Ak K Ak K Ak 

Patient  1.5 0.4 0.5 1.2 -1 1.8 

 
8 

x 85°C x 1/100 Z 20min 30min 

 I 15min 30min 15min 30min 

Darstellung von K Ak K Ak K  Ak K Ak 

Patient  1.7 0.8 1.4 0.6 1 1.2 0.8 1.3 
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1.2  Vollständige Ergebnisse der Versuche 
 
 
1.2.1 Legende 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Auswertung 

 Brauchbar 

 Nicht brauchbar 

  Morphologische Interpretation des Kollagens 

 ++ Optimale Darstellung: Kein Aufbrechen des Kollagens 

  + Genügende Darstellung: Sehr leichtes Aufbrechen des Kollagens 

  - Ungenügende Darstellung: Leichtes Aufbrechen  

 - - Ungenügende Darstellung: Mittelschweres Aufbrechen  

- - - Ungenügende Darstellung: Schweres Aufbrechen, z.T. sogar mit 
Loch 

Intensität der Antikörper-Reaktion 

++ Optimale Reaktion 

 + Genügende Reaktion 

 - Schwache Reaktion: z.T. nicht 
vorhanden 

- - Sehr schwache Reaktion bis gar 
nicht vorhanden 

Intensität Hgf-Färbung 

+ + starke Hgf 

 + Hgf 

 - schwach bis gar nicht vorhanden 
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Tabelle 15: Versuch 1. Ergebnisse: Vergleich Streckvorgang und Trocknungszeit bei Melan A 
(Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 16: Versuch 2. Ergebnisse: Austestung Schnittdicke bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 17: Versuch 2. Ergebnisse: Austestung Schnittdicke bei CD30 (Steinmann, 2020) 
 

1.2.2 Tabellen Ergebnisse 
 
Versuch 1  Vergleich des Streckvorgangs und der Trocknungszeit 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Versuch 2 Austestung der Schnittdicke  

 
 

 

   Melan A 
H2/30       100°C 

+ 1min Streckplatte Mit  ohne 

Trocknungszeit im Ofen 30min 60min 30min  60min 

Darstellung von Kollagen Kollagen 

1 - - - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - - - 

4 - - - - - - - 

5 - - - - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - - 

7 - - - - - - - - - - - 

8 - - - - - - - 

9 - - - - - - - - - - - 

10 - - - - - - - - - - - 

Auswertung: -26 -24 -24 -20 

IHC Färbung 
Vorbehandlung  

Melan A 
H2/20        100°C 

Schnittdicke 1 μm 2 μm 3 μm 

Darstellung von: Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

1 -  -  - - - - - - - + + 

2 - -  - - - - -  + + 

3 + - - - + - - + + 

4 - - - - + - - + + 

5 +  - - + - - + + 

6 + -  - + -  + + 

7 - - - - - - -  + 

8 - - - + - - + + 

9 - -  - - + - -  + 

10 - - - - + - - - + + 

Auswertung: - 7 - 11 - 17 + 4 - 21 + 18 

IHC Färbung: 
Vorbehandlung 

CD30 
H2/30        95°C 

 Schnittdicke 1 μm 1 μm 
Kontrolle 

2 μm 2 μm 
Kontrolle 

3 μm 
 

3 μm 
Kontrolle 

Darstellung von: Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

2 - - - - + - - + + 

3 + - - - + + - - + + 

4 + - - + - - + + 

5 - - - - - + - - - + + 

6 + - - - + - - + + 

7 - - - - + - - - + + 

8 - - - + - - + + 

9 + - - - + - - - + 

10 - - - - - - - - + + 

Auswertung: - 2 - 12 - 17 + 9 - 25 + 18 
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Tabelle 19: Versuch 3a. Ergebnisse: Hitzereduktion bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 18: Versuch 3. Ergebnisse: Hitzereduktion bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 20: Versuch 3b. Ergebnisse: Hitzereduktion bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

 
Versuch 3 Hitzereduktion 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

IHC Färbung: 
Vorbehandlung 

Melan A 
H2/20 

Temperatur  95°C 90°C 85°C 

Darstellung von: Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

1 - - - + + - - + +  + 

2 - - - + + - + + + - 

3 - - + + - - + + + 

4 - - + + - + + + - 

5 - + - + +  + 

6 - - + + - + + + +  

7 - - - + - - + + -  

8 - - + + - + +  - 

9 - - - + + - - + + + 

10 - - + + - + + + + 

Auswertung: - 23 + 18 - 14 + 10 + 13 + 2 

 CD30 
H2/30 

Ak-Verdünnung 90°C 90°C 
Kontrolle 

85°C 85°C 
Kontrolle 

Darstellung von Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf 

1 - - - - + + - +  + +  + 

2 - -  - + + - - + + +  +  

3 - - - + + - +  + + + + + 

4 - - - + + - + + + - 

5 - + + - + +  + + + 

6 - - - + + - + + + + + 

7 - - - - + + - + + + + +  

8 - - - +  - - + + - 

9 - -  + + + + + + + +  + 

10 - - + + - + + + + 

Auswertung - 20 - 6 1.8 - 8 + 6 + 15 + 12 + 6 

IHC Färbung: 
Vorbehandlung 

CD30 
H2/30 

Ak-Verdünnung 80°C 80°C 
Kontrolle 

Darstellung von Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf 

1 + + - +  - 

2 + + - + + - 

3 + + - + + - 

4 + + - + - 

5 + + + + - 

6 + + - + + - 

7 + + + + + - 

8 + - + + - 

9 + + - + + - 

10 + + - + - 

Auswertung + 18 - 6 - 20 - 10 
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Tabelle 21: Versuch 4. Ergebnisse: Unterschiedliche Vorbehandlungszeit bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 22: Versuch 4. Ergebnisse: Unterschiedliche Vorbehandlungszeit bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 23: Versuch 5. Ergebnisse: Testdurchlauf ohne Ak bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Versuch 4 Unterschiedliche Vorbehandlungszeit 

 
 

 
 
 
Versuch 5 Testdurchlauf ohne Ak 

 

IHC Färbung: 
Temperatur Vorbehandlung 

Melan A 
85°C 

Zeit Vorbehandlung 20min 
 

30min 40min 

Darstellung von: Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

1 + + + + + + + + 

2 + + + + + - + + 

3 + -  + + - + + 

4 + + +  + + + - + 

5 + + + - + + - - + + 

6 + + - + - + + 

7 + - + + - + 

8 +  + + + + -  + + 

9 + + - + - - + + 

10 + + -  + + - + + 

Auswertung: + 15 + 4 + 5 + 12 - 10 + 18 

IHC Färbung: 
Temperatur Vorbehandlung 

CD30 
85°C 

Zeit Vorbehandlung 20min 30min 40min 

Darstellung von: Kollagen Hgf Kollagen Hgf Kollagen Hgf 

1 + + + + + + + - + 

2 + + + + + + + - - + + 

3 + + + - + - - + 

4 +  + + + + + - + + 

5 +  +  + + + - - + + 

6 + + + + + - + 

7 - + - + + - - + + 

8 +  + + + + - + + 

9 + + + + - - + 

10 + + + - + + - - + + 

Auswertung: + 10 + 14 + 5 + 18 - 16 + 16 

IHC Färbung: CD30 
 H2/20 

Temperatur Vorbehandlung 100°C 85°C RT 

Darstellung von: Kollagen Hgf Kollagen Hgf Kollagen Hgf 

1 - - - - + - + + - 

2 - - - - + - + + - 

3 - - - - + + - + + - 

4 - - - - + - + + - 

5 - - - - + - + + - 

6 - - - - + - + + - 

7 - - - - + - + + - 

8 - - - + + - + + - 

9 - - - - + - + + - 

10 - - - - + - + + - 

Auswertung: - 29 - 10 + 12 - 10 + 20 - 10 
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Tabelle 24: Versuch 6. Ergebnisse: Unterschiedliche Ak-Inkubationszeit mit H2/20 bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 25: Versuch 7a. Ergebnisse: Ak-Verdünnung: 1/20, 1/30 & 1/40 bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Versuch 6 Unterschiedliche Ak-Inkubationszeit mit H2/20 
 
 
  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Versuch 7 Ak-Verdünnung: 1/20, 1/30 & 1/40 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

IHC Färbung 
 

CD30 
H2/20       85°C 

  

Ak-Inkubationszeit 15min 30min 

Darstellung von Kollagen Hgf Kollagen Hgf 

1 + + + + + +  

2 + + + + + + 

3 + + + + + + + 

4 + + + + + 

5 + + + + + 

6 + + + + +  

7 + + + + + + + 

8 + + + + + + + 

9 + + + + + + 

10 + + + + 

Auswertung: + 14 + 12 + 16 + 16 

IHC Färbung: 
 

CD30 
H2/20       85°C 

Ak-Verdünnung 1/20 1/20 
Kontrolle 

1/30 1/30 
Kontrolle 

Darstellung von Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf 

1 + +  + + + + + + +  + + + 

2 + +  + + + + + + +  + + 

3 + +  + + + + + +  + + + 

4 + + + + + + + + + + + +  

5 + + + + + + + + + + - 

6 + +  + + + + +  + + + + + + 

7 + + + + + + + + + + +  

8 + + + + + + + + + + 

9 + + + + + + + +  + + + - 

10 - + + + + + + + + + + + + + 

Auswertung + 8 + 12 + 18 + 20 + 16 + 13 + 16 + 8 
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Tabelle 26: Versuch 7b. Ergebnisse: Ak-Verdünnung: 1/20, 1/30 & 1/40 bei CD30 (Steinmann, 2020) 

 

Tabelle 27: Versuch 8. Ergebnisse: Vergleich der Vorbehandlungszeit von 20min und 30min, mit unterschiedlicher Ak 
Inkubationszeit bei Melan A (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Versuch 8 Vergleich der Vorbehandlungszeit von 20min und 30min, mit   
  unterschiedlicher Ak Inkubationszeit  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

CD30 
H2/20       85°C 

Ak-Verdünnung 1/40 1/40 
Kontrolle 

Darstellung von Kollagen Hgf Ak-
Reaktion 

Hgf 

1 + + + + + + + 

2 + +  + + + + 

3 + + + + + + + + 

4 + + + + + + 

5 + + +  + + + + 

6 + + + + + 

7 + + + + + + 

8 - + + + + + 

9 + + + + + + + 

10 + + + + + + 

Auswertung + 11 + 16 + 15 + 20 

IHC Färbung 
Temperatur 

Melan A 
85°C 

Zeit Vorbehandlung 20min 30min 

Ak-Inkubationszeit 15min 30min 15min 30min 

Darstellung von: Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

Kollagen Ak-
Reaktion 

1 + + + + + + +  + + + 

2 + + + + + + + + + + 

3 + + + - + + + + 

4 + + + + + + + + + + + + 

5 + + + + + +  + + + +  + + 

6 + + + + + + + + 

7 + + + - + + + + 

8 + + - +  + - + - - + + 

9 + + + + + + + + + +  + 

10 + + + + + + + + + + + 

Auswertung + 17 + 8 + 16 + 6 + 10 + 11 + 8 + 13 
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Anhang 2 Mikroskopischer Vergleich Melan A 
 
 
Nachfolgend werden mikroskopische Bilder von Patienten dargestellt. Es wurde versucht 
innerhalb eines Versuches immer die gleiche Stelle beim selben Patienten zu fotografieren. 
Dadurch das einzelne Schnitte wiederholt werden mussten, ist dies nicht immer erkennbar. 
Aufgrund der zeitlichen Abschwächung des Signals wurden Schnitte gewählt, bei denen die 
Ak-Reaktion noch genügend sichtbar war. 
 
 
 
2.1 Legende 
 

  Auswertung 

 Brauchbar 

 Nicht brauchbar 
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Tabelle 28: Versuch 1a. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Versuch 1a Vergleich des Streckvorgangs und der Trocknungszeit 

Kollagen Ak-Reaktion 

+ 1min Streckplatte  

Trocknungszeit im Ofen 30min 

  
 
 
 

 
Bei diesem Versuch geht es nur um die Darstellung 

des Kollagens. 

Trocknungszeit im Ofen 60min 

 
 

 
 
 
 

 
Bei diesem Versuch geht es nur um die Darstellung 

des Kollagens. 
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Tabelle 29: Versuch 1b. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Versuch 1b Vergleich des Streckvorgangs und der Trocknungszeit 

Kollagen Ak-Reaktion 

Ohne Streckplatte  

Trocknungszeit im Ofen 30min 

  
 
 
 

 
Bei diesem Versuch geht es nur um die Darstellung 

des  
Kollagens. 

 
 
 
 
 
 
 

Trocknungszeit im Ofen 60min 

  
 
 
 

 
Bei diesem Versuch geht es nur um die Darstellung 

des Kollagens. 
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Tabelle 30: Versuch 2. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 

Versuch 2 Unterschiedliche Schnittdicke 

Kollagen Ak-Reaktion 

1μm 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  2μm 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3μm 
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Tabelle 31: Versuch 3. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 
 
 

Versuch 3 Hitzereduktion  

Kollagen Ak-Reaktion 

95°C 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  90°C 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

85°C 
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Tabelle 32: Versuch 4. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 

Versuch 4 Unterschiedliche Vorbehandlungszeit 

Kollagen Ak-Reaktion 

20min 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  30min 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

40min 
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Tabelle 33: Versuch 8a. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Versuch 8a Vergleich der Vorbehandlungszeit von H2/20 und H2/30, 
mit unterschiedlicher Ak- Inkubationszeit 

Kollagen Ak-Reaktion 

Vorbehandlungszeit H2/20 

Ak-Inkubationszeit 15min 

  
 
 
 

 
 

Ak-Inkubationszeit 30min 
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Tabelle 34: Versuch 8b. Mikroskopischer Vergleich bei Melan A. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Versuch 8b Vergleich der Vorbehandlungszeit von H2/20 und H2/30, 
mit unterschiedlicher Ak- Inkubationszeit 

Kollagen Ak-Reaktion 

Vorbehandlungszeit H2/30 

Ak-Inkubationszeit 15min 

  
 
 
 

 
 

Ak-Inkubationszeit 30min 
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Anhang 3 Mikroskopischer Vergleich CD30 
 
 
 
Nachfolgend werden mikroskopische Bilder von Patienten dargestellt. Es wurde versucht 
innerhalb eines Versuches immer die gleiche Stelle beim selben Patienten zu fotografieren. 
Dadurch das einzelne Schnitte wiederholt werden mussten, ist dies nicht immer erkennbar. 
Aufgrund der zeitlichen Abschwächung des Signals wurden Schnitte gewählt, bei denen die 
Ak-Reaktion noch genügend sichtbar war. 
 
 
 
3.1 Legende 
 

  Auswertung 

 Brauchbar 

 Nicht brauchbar 
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Tabelle 35: Versuch 2. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 
 
 

Versuch 2 Unterschiedliche Schnittdicke 

Kollagen Ak-Reaktion 

 1μm 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

  2μm 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3μm 
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Tabelle 36: Versuch 3. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache & (r.) 20fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 

Versuch 3 Hitzereduktion 

Kollagen & Hgf Ak-Reaktion 

90°C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

  85°C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

80°C 
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Tabelle 37: Versuch 4. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 
 

Versuch 4 Zeitverlängerung 

Kollagen & Hgf Ak-Reaktion 

20min 

  
 
 
 
 

 
Dieser Versuch wurde ohne Kontrolle  

durchgeführt 
 
 
 
 

  30min 

  
 
 
 
 
 
 

Dieser Versuch wurde ohne Kontrolle  
durchgeführt 

 
 
 
 
 
 
 

 

40min 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

Dieser Versuch wurde ohne Kontrolle  
durchgeführt 
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Tabelle 38: Versuch 5. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 
 

Versuch 5 Testdurchlauf ohne Ak 

Kollagen & Hgf Ak-Reaktion 

100°C 

  
 
 
 

 
 

Dieser Versuch wurde ohne Ak durchgeführt 
 
 
 
 
 
 
 

  85°C 

  
 
 
 
 
 
 

Dieser Versuch wurde ohne Ak durchgeführt 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

RT 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Dieser Versuch wurde ohne Ak durchgeführt 
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Tabelle 39: Versuch 6. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 

 
 
 
 
  

Versuch 6 Unterschiedliche Ak-Inkubationszeit 

Kollagen & Hgf Ak-Reaktion 

15min 

  
 
 
 

 
 

Dieser Versuch wurde ohne Kontrolle 
durchgeführt 

 
 
 
 
 
 
 

  30min 

  
 
 
 
 
 

Dieser Versuch wurde ohne Kontrolle 
durchgeführt 
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Tabelle 40: Versuch 7. Mikroskopischer Vergleich bei CD30. (L.) 10fache Vergrösserung (Steinmann, 2020) 

 
 

 

Versuch 7 Testdurchlauf ohne Ak 

Kollagen & Hgf Ak-Reaktion 

1/20 

   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  1/30 

 

 

1/40 
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Anhang 4 Färbeprotokolle 
 
4.1 Altes Färbeprotokoll Melan A 
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4.2 Altes Färbeprotokoll CD30 
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4.3 Neues Färbeprotokoll Melan A 
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4.4 Neues Färbeprotokoll CD30 
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Anhang 5 Dehydrierungsprotokoll Peloris 
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Fixierlösung Dehydrierung/Rehydrierung 

Intermedium 
 

Wachs Eindeckmedium 

Dehydrierung mit Intermedium Eindeckmedium 

Rehydrierung 

 

 
Zwischenintermediu

m 

Eindeckmedium Zwischenintermedium

 

Tabelle 41: Preisvergleich Xylol und Isopropanol (Lehmann, 2020) 

 

Anhang 6 Preisvergleich Xylol und Isopropanol 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 Formalin 100% Alk. 95% Alk. 70% Alk. 

Einheit 5l 

Preis/ Einheit CHF 12.80 21.99 21.19 20.40 

Einheiten 
Verbrauch  

8.67 138.67 1.33 23.00 

Kosten pro Monat 
CHF 

110.93 3‘049.28 28.25 469.20 

 Xylol Parablast Eukitt Entsorgung 

Einheit 5l 1kg 500ml  

Preis/ Einheit CHF 19.20 6.40 63.20  

Einheiten 
Verbrauch  

68.00 375.67 3.33  

Kosten pro Monat 
CHF 

1‘305.60 2‘404.27 210.67 2‘212.35 

 Formalin 85% Alk 85% + 
IPA 

Isopropanol 
(IPA) 

Parablast 

Einheit 5l 1kg 

Preis/ Einheit 
CHF 

12.80 38.00 42.00 28.00 6.40 

Verbrauch pro 
Einheit  

5.30 24.00 15.00 16.00 234.00 

Kosten pro 
Monat CHF 

67.84 912.00 630.00 448.00 1‘497.60 

 100% 
Alk 

94% Alk 70% Alk Ultra Clear CV Ultra Entsorgung 

Einheit 5l 250ml  

Preis/ Einheit 
CHF 

21.99 21.19 20.40 58.00 95.20  

Einheiten 
Verbrauch  

40.60 1.50 7.00 28.00 5.00  

Kosten pro 
Monat CHF 

892.79 31.79 142.80 1624.00 476.00 2‘123.30 

Xylol Entwässerung 
 

Isopropanol Entwässerung 
 

 

Durchschnitt Kostenverbrauch von 3 Monaten = CHF  
9‘790.55 

𝑃𝑟𝑒𝑖𝑠 𝑝𝑟𝑜 𝐸𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡 ×  𝑉𝑒𝑟𝑏𝑟𝑎𝑢𝑐ℎ 𝑝𝑟𝑜 𝐸𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡 
=  𝐾𝑜𝑠𝑡𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑀𝑜𝑛𝑎𝑡 

Durchschnitt Kostenverbrauch von 3 Monaten = CHF  
9‘790.55 
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Anhang 7 Packungsbeilagen 
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