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1. Vorwort

Die vorliegende Diplomarbeit entstand im Rahmen meines letzten Praktikums der Histologie
und befasst sich mit der Optimierung der Alcianblau (AB) und Alcianblau-Perjod-Schiff (AB-
PAS)-Farbung, da die derzeitigen Farbetechniken bei Kempf und Pfaltz nicht die
gewulnschte Qualitat bieten und daher verbessert werden mussen. Der Wunsch des
Institutsleiters, diese Optimierung voranzutreiben, bildete den Anstol fir diese Arbeit. Ziel
war es, die Farbetechniken sowohl methodisch als auch technisch zu verbessern, um die
diagnostische Qualitat zu steigern und die digitale Analyse zu optimieren.

Die Wahl dieses Themas war fiir mich besonders spannend, da mich die histologische
Diagnostik sehr begeistert und ich die Moglichkeit sehe, einen kleinen Beitrag zur
Verbesserung von Effizienz und Prazision in diesem Fachbereich zu leisten. Die
zunehmende Nutzung digitaler Scans in der medizinischen Diagnostik betrachte ich zudem
als eine zukunftsweisende Entwicklung, an der ich aktiv mitwirken méchte. Diese
Diplomarbeit bot mir die Gelegenheit, Theorie und Praxis sinnvoll zu verbinden und dabei
an einer konkreten Optimierung mit klinischem Nutzen mitzuwirken.
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2. Abstract/Zusammenfassung

Diese Diplomarbeit befasst sich mit der Optimierung der Alcianblau (AB)- und Alcianblau-
Perjod-Schiff (AB-PAS)-Farbung in der histologischen Diagnostik, insbesondere im Bereich
der Dermatopathologie. Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass die bisher im Labor
Kempf & Pfaltz eingesetzten Farbemethoden in der praktischen Anwendung nicht die
gewunschte Farbequalitat bieten. Problematisch war insbesondere die geringe
Differenzierbarkeit von sauren Muzinen sowie die unzureichende Darstellung von
Pilzhyphen in digitalen Scans.

Ziel dieser Arbeit war es, die Farbetechniken sowohl in technischer als auch in digitaler
Hinsicht zu verbessern. Dabei wurden mehrere Parameter systematisch getestet: die
Schnittdicke der Gewebeproben, verschiedene Alcianblau-Lésungen (u. a. Morphisto und
Diapath), die Dauer der Gegenfarbung mit Kernechtrot sowie die Kombination mit der PAS-
Farbung. Ebenso wurde untersucht, wie sich unterschiedliche Scanmodi (5-Fokus- vs. 9-
Fokus-Punkte) auf die digitale Erkennbarkeit von Strukturen auswirken.

Als Grundlage dienten funf dermatologische Krankheitsbilder, die sowohl Muzine als auch
Pilze histologisch zeigen: Granuloma annulare, Lupus erythematodes, Tinea corporis,
Trichophytie und Pityrosporum folliculitis. Ziel war es, eine Farbemethode zu entwickeln, die
sowohl saure und neutrale Muzine zuverlassig darstellt als auch Pilzstrukturen in
digitalisierten Praparaten erkennbar macht.

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich, dass die kombinierte AB-PAS-Farbung fir die Darstellung
beider Komponenten nicht zuverlassig genug ist. Insbesondere unter Scanbedingungen war
die Darstellung der Pilze nicht ausreichend und die Muzine waren hdufig schwer
abgrenzbar. Daher wurde entschieden, fur die Diagnostik auf getrennte Farbungen
zurtckzugreifen. Die optimierte Alcianblau-Farbung fuhrte zu einer klareren Darstellung
saurer Muzine. Die PAS-Farbung wurde separat digital ausgewertet und verbessert.

Diese Optimierungen tragen dazu bei, die diagnostische Qualitat und Reproduzierbarkeit
der Farbungen zu erhdhen, insbesondere im Rahmen der digitalen Pathologie und bei
Homeoffice-Anwendungen.
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3. Einleitung

Die histologische Farbung ist ein zentrales Instrument in der medizinischen Diagnostik, da
sie die gezielte Darstellung zellularer und extrazellularer Strukturen in Gewebeproben
ermdglicht. Besonders in der Dermatopathologie leisten etablierte Farbemethoden wie die
AB- und die kombinierte AB-PAS-Farbung einen wichtigen Beitrag zur Erkennung und
Differenzierung spezifischer Bestandteile wie Muzinen und Pilzen.

In der Praxis zeigte sich jedoch, dass die bestehende Farbemethode im Labor bei Kempf &
Pfaltz nicht in allen Fallen den gewlinschten diagnostischen Ansprichen entspricht. Zurzeit
farben sich das Kollagen und das restliche Bindegewebe ebenfalls hellblau, was den
Kontrast zum ebenfalls hellblau erscheinenden Muzin erheblich einschrankt und die
Differenzierung unter dem Mikroskop erschwert. Die unzureichende Darstellung von
Muzinen sowie die erschwerte Erkennbarkeit von Pilzen in digitalen Scans fiihrten daher
dazu, dass der Institutsleiter eine gezielte Uberarbeitung und Verbesserung dieser
Methoden angeregt hat.

Zusatzlich gewinnt die digitale Mikroskopie, insbesondere im Rahmen der Homeoffice-
Arbeit, zunehmend an Bedeutung, was neue Anforderungen an die Farbequalitat und
Bildverarbeitung stellt. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde daher ein praktisches
Optimierungsprojekt durchgeflihrt, das sich auf konkrete Farbeparameter und digitale
Verarbeitungsaspekte konzentriert. Zur Uberpriifung und Entwicklung moglicher
Verbesserungen wurden Versuche mit verschiedenen Schnittdicken, unterschiedlichen
Alcianblau-Lésungen und Farbekombinationen durchgefihrt.

Die Untersuchungen erfolgten anhand von Gewebeproben flinfer dermatologischer
Krankheitsbilder: Granuloma anulare, Lupus erythematodes, Tinea corporis, Trichophytie
und Pityrosporum folliculitis.

Die Arbeit gliedert sich in einen theoretischen Teil, in dem die histologischen Grundlagen,
die Funktionsweise der verwendeten Farbemethoden sowie die Charakteristika der
ausgewahlten Krankheitsbilder erlautert werden.

Fir die Beschreibung der dermatologischen Krankheitsbilder wurde hauptsachlich auf ein
Fachbuch zurickgegriffen, das von unserem Institutsleiter verfasst wurde und die
relevanten pathologischen Grundlagen fundiert darstellt. Ergdnzend dazu fanden
Herstellerinformationen der verwendeten Farbeldésungen sowie technische
Dokumentationen der eingesetzten Gerate in Form von Handbuchern und Datenblattern
Verwendung, um die methodischen und technischen Details prazise darzustellen. Zur
Sicherstellung aktueller und fachspezifisch validierter Informationen wurden zudem
renommierte medizinische Fachquellen herangezogen, darunter standardisierte
Nachschlagewerke und spezialisierte dermatologische Online-Ressourcen.

Im praktischen Teil werden die einzelnen Schritte des methodischen Vorgehens dargestellt,

die Ergebnisse ausgewertet und mdgliche Optimierungen fiir die kiinftige Anwendung
abgeleitet.

Seite | 1
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3.1 Zielsetzung

Ziel dieser Diplomarbeit ist die umfassende Optimierung der AB- und AB-PAS-Farbung bei
Kempf und Pfaltz.Dabei wird die Methode sowohl technisch als auch methodisch
untersucht, um eine verbesserte Anfarbbarkeit der Muzine, eine hohere Effizienz sowie eine
verbesserte Diagnostik und Analyse zu gewahrleisten.

Die Ergebnisse sollen zu einer standardisierten, praxistauglichen und qualitativ
hochwertigen AB- und AB-PAS-Farbemethode flihren, die sowohl die Aussagekraft der
Darstellung von Muzinen und Pilzen in der Haut verbessert als auch flir den digitalen
Einsatz optimiert ist. Dabei wird untersucht, ob Muzine starker dargestellt werden kénnen,
ob und in welchem Umfang die AB-PAS-Kombination eine gleichzeitige Darstellung von
Muzinen und Pilzhyphen ermdéglicht und inwiefern die PAS-Farbung in digitalen Scans
verbessert werden muss, um Pilze zuverlassiger erkennbar zu machen.

Durch die Optimierung der Farbung und des digitalen Workflows soll die diagnostische
Aussagekraft erhdht und die Arbeit im Homeoffice erleichtert werden.

3.2 Fragestellung

- Wie lasst sich die Alcianblau-Farbung entwickeln, dass sich die Muzine bei
Hauterkrankungen gut darstellen lassen?

- Welche Schritte sind nétig, um die Alcianblau- und Pas-Farbung in der
Hautdiagnostik in einer AB-Pas Farbung zu kombinieren?

- Welche Mallnahmen kdnnen die Qualitat des digitalen Scannens verbessern,
um die Pilze in den AB-PAS-gefarbten Schnitten auch im Homeoffice optimal
analysieren darzustellen?

Seite | 2
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4. Theorieteil
4.1 Aufbau der Haut

Die menschliche Haut ist in drei Hauptschichten (Abbildung 1) unterteilt:

die Epidermis (Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subcutis (Unterhaut). Jede dieser
Schichten hat spezifische Aufgaben und tragt zur gesamten Funktion der Haut bei. Des
Weiteren wird die Haut in zwei Typen unterteilt: Leistenhaut und Felderhaut. Die
Leistenhaut kommt vor allem an den Handflachen und Fu3sohlen vor und enthalt
ausschlie3lich Schweil3drusen, wahrend die Felderhaut zusatzlich Haare, Talg- und
Schweilldrisen enthalt (Janqueira et al., 2002, S.312).

4.2 Oberhaut (Epidermis)

Die Epidermis (Abbildung 2) ist die au3ere Schicht der Haut und besteht aus

einem mehrschichtigen verhornten Plattenepithel. Sie enthalt keine Blutgefalie, da sie ihre
Nahrstoffe durch Diffusion aus der darunterliegenden Dermis bezieht. Der Hauptbestandteil
der Epidermis sind Keratinozyten, die in einem kontinuierlichen Prozess von der
Basalschicht bis zur Hornschicht wandern, dabei verhornen und sich schlie3lich

zu Korneozyten umwandeln, die Keratin produzieren. Dieses Keratin bildet eine schitzende
Barriere, die der Haut Festigkeit verleiht und sie vor dufReren Einflissen schitzt (Janqueira
etal., 2002, S.312, 313).

Die Epidermis umfass mehrere Schichten:

Basalzellschicht (Stratum basale): Diese Schicht besteht aus einer einzigen Reihe von
Zellen, die sich standig teilen und neue Zellen bilden. Diese neuen Zellen wandern nach
oben und differenzieren sich zu Zellen der dartiber liegenden Schichten. Hier befinden sich
auch Melanozyten, die Melanin produzieren und die Haut vor schadlicher UV-Strahlung
schutzen (Janqueira et al., 2002, S.313, 314)

Stachelzellschicht (Stratum spinosum): Diese Schicht enthalt Zellen, die durch ihre
stachelige Form miteinander verbunden sind und ein stabiles Gerust fur die Epidermis
bilden. In dieser Schicht finden sich ebenfalls dendritische Zellen, die flir die Immunabwehr
zustandig sind (Janqueira et al., 2002, S.314).

Kornerschicht (Stratum granulosum): Diese Schicht besteht aus 3-5 Reihen flacher
Zellen, die Keratohyalin produzieren, eine Substanz, die fur die Bildung des Hornes
(Keratin) notwendig ist. Die Zellen beginnen hier, ihre Zellkerne aufzugeben und sich in
Hornzellen zu verwandeln (Janqueira et al., 2002, S.314, 315).

Glanzschicht (Stratum lucidum): Diese Schicht ist nur an besonders stark beanspruchten
Hautstellen wie der Handflache und FuRRsohle vorhanden. Sie enthalt flache, transparente
Zellen, die eine Schutzbarriere gegen mechanische Belastung bilden (Janqueira et al.,
2002, S.315).

Hornschicht (Stratum corneum): Die dul3erste Schicht der Epidermis besteht aus 25-30
Schichten flacher Zellen, die vollstandig mit Keratin gefiillt sind. Diese Zellen sind
abgestorben und bieten einen effektiven Schutz gegen Austrocknung und schéadliche
Umwelteinfliisse (Janqueira et al., 2002, S.315).

Seite| 3
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4.3 Lederhaut (Dermis)

Die Dermis, auch Lederhaut genannt, liegt direkt unter der Epidermis und ist die mittlere
Hautschicht. Sie ist deutlich dicker als die Epidermis und besteht aus Bindegewebe, das
hauptséachlich aus Kollagenfasern und Elastin besteht. Diese Fasern verleihen der Haut ihre
Festigkeit und Elastizitat und ermdéglichen ihr, sich nach Dehnung wieder in ihre
urspriingliche Form zurtickzuziehen (Janqueira et al., 2002, S.318).

In der Dermis befindet sich zudem eine Vielzahl von Blutgefassen, Nervenendigunen und
Hautanhangsgebilden, die fir verschiedene Funktionen der Haut zustandig sind, wie

die Nahrstoffversorgung, die Warmeregulation, die Haarproduktion und die Sensibilitat.
(Janqueira et al., 2002, S.318, 319, 323, 324)

Die Dermis lasst sich in zwei Hauptschichten unterteilen:

Papillarschicht (Stratum papillare):

Diese Schicht liegt direkt unter der Epidermis und besteht aus

lockeren Bindegewebefasern, die in Papillen(Fortsatze) verlaufen und die Verbindung
zwischen Epidermis und Dermis verstarken. Die Papillen sind in der Regel reich an
Kapillaren, die fir die Nahrstoffversorgung der Epidermis sorgen, da die Epidermis selbst
keine Blutgefale besitzt. In der Papillarschicht befinden sich auch Meissner-
Tastkorperchen, die flr den Tastsinnzustandig sind (Janqueira et al., 2002, S.318).

Retikularschicht (Stratum reticulare):

Diese Schicht besteht aus dichtem, kollagenreichem Bindegewebe, das der Haut ihre
Festigkeit und Elastizitat verleiht. Sie enthalt die gréReren Blutgefale und Nervenfasern,
die fur die Reizweiterleitung und die Warmeregulation verantwortlich sind. Hier befinden
sich auch die Haarfollikel, Schweil3drisen und Talgdrusen, die Hautanhangsgebilde, die fur
die Haarproduktion, die Schweil3sekretion und die Sebumproduktion zustandig sind. Diese
Drisen haben wichtige Funktionen bei der Hautpflege, der Schweifdregulation und

dem Schutz der Haut vor Austrocknung (Janqueira et al., 2002, S.318, 319).

4.4 Unterhaut (Subcutis)

Die Subcutis, auch als Unterhautgewebe bekannt, bildet die tiefste Schicht der Haut und
verbindet die Haut mit den darunter liegenden Muskeln und Knochen. Sie besteht
hauptsachlich aus Fettgewebe, das als Polsterung dient und die Haut

vor Stol3belastungen schiutzt. Darliber hinaus spielt die Subcutis eine wichtige Rolle bei
der Warmeregulierung und als Energiespeicher (Janqueira et al., 2002, S.319).

Die Unterhaut ist unterteilt in:

Fettgewebe:

Die Subcutis besteht aus adipozytaren Zellen, die Fett speichern. Dieses Fettgewebe dient
nicht nur als Energiespeicher, sondern auch als Dammmaterial, das den Korper vor Kalte
schutzt, indem es als Isolator wirkt. Fettgewebe in der Subcutis kann als Energiereserve bei
Bedarf mobilisiert werden, um den Energiebedarf des Kdrpers zu decken (Janquiera et al.,
,2002, S.319).

Bindegewebe:

In der Subcutis sind auch dicke Bindegewebsstrange zu finden, die die Haut mit tiefen
liegenden Geweben verbinden. Diese Bindegewebsstrukturen helfen, die Haut in ihrer
Position zu stabilisieren und sichern eine gewisse Elastizitadt und Beweglichkeit der Haut
(Janqueira et al., 2002, S.319).
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BlutgefaRe und Nerven:

Die Subcutis enthalt grofiere Blutgefalie, die fir die Versorgung der Dermis mit Nahr-
stoffen und den Abtransport von Abfallprodukten verantwortlich sind. Ebenso verlaufen
dort Nervenfasern, die fur die Schmerz- und Temperaturempfindung zustandig sind
(Janqueira et al., 2002, S.323).

Aufbau der Epidermis

Hornschicht (Stratum comeum)

Kornerzelischicht
(Stratum granulosum

Langerhanszelle

& == Stachelzellschicht

(Stratum spinosum

{ T T » Pigmentzelle imetanoryy
LR V) P =—=—=— Basalschicht (suatumbasal

S =— Basalmembran
Lederhaut permis)

Abbildung 1: Aufbau der Haut

(Quelle: https://www.sanubiom.com/haut-wissen/, Zugriff am 06.06.2025)

Haar

/ / Pore
Sebum
—— Epidermis
Talgdriise \

—— Dermis

Haarfollikel %
—— Subcutis

Abbildung 2: Aufbau der Epidermis

(Quelle: https://smetics.com/aufbau-und-funktionen-deiner-haut-das-musst-du-wissen/, Zugriff am 06.06.2025)

4.5 Bedeutung histologischer Farbungen

Die histologische Farbung spielt eine zentrale Rolle in der Diagnostik, da sie spezifische
Gewebebestandteile sichtbar macht und eine differenzierte Beurteilung ermdéglicht. Durch
gezielte Anfarbungen werden nicht nur strukturelle sowie funktionelle Besonderheiten
verschiedener Gewebetypen hervorgehoben, sondern auch pathologische Veranderungen
wie Mikroorganismen (z. B. Pilze oder Bakterien), Ablagerungen (z. B. Glykogen, Lipofuszin
oder Eisen) sowie degenerative oder entziindliche Prozesse zuverlassig nachgewiesen.
Dies macht histologische Farbungen zu einem unverzichtbaren Werkzeug in der
pathologischen Routinediagnostik.

Zwei etablierte Spezialfarbungen, die in der Routinehistologie haufig eingesetzt werden,
sind die Alcianblau- (AB-) und die PAS-Farbung (Periodic Acid-Schiff). Beide Verfahren
ermdglichen den gezielten Nachweis unterschiedlicher Kohlenhydratstrukturen jedoch mit
unterschiedlicher Zielstruktur im Gewebe und leisten somit einen wesentlichen Beitrag zur
prazisen Diagnostik pathologischer Veranderungen (Leica Biosystems, 0.J.).
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4.6 Alcianblau-Farbung

Die Alcianblau-Farbung ist eine histologische Spezialfarbung, die gezielt saure
Mukopolysaccharide und Glykosaminoglykane in Geweben sichtbar macht. Sie wird in
spezialisierten Laboren wie Kempf & Pfaltz, die auf Hautdiagnostik spezialisiert sind,
routinemafig angewendet. Dort erméglicht sie die prazise Beurteilung von mukoiden
Veranderungen, wie sie bei Erkrankungen wie Lupus erythematodes, Granuloma annulare
oder kutanen Muzin-produzierenden Tumoren auftreten. Darliber hinaus ist die Alcianblau-
Farbung in der allgemeinen Histologie von Bedeutung, um saure Schleimsubstanzen in
verschiedenen Geweben wie dem Magen-Darm-Trakt oder den Atemwegen differenziert
darzustellen (Leica Biosystems, 0.J.b)

4.6.1 Prinzip der Farbung

Die Alcianblau-Farbung basiert auf der elektrostatischen Bindung des kationischen
Farbstoffs Alcianblau an die negativ geladenen funktionellen Gruppen saurer
Mukosubstanzen, insbesondere Carboxyl- und Sulfatgruppen binden wie auf der Abbildung
3 zusehen ist. Der Farbstoff enthalt positiv geladene Isothiouroniumgruppen, die mit den
sauren Seitenketten der Zielmolekule reagieren (Leica Biosystems, 0.J.b).

Ein zentraler Aspekt der Methode ist die pH-abhangige Selektivitat der Farbung, die eine
differenzierte Analyse der Schleimtypen ermdglicht:

e pH 2,5: Es werden sowohl sulfatierte als auch carboxylierte saure
Mukopolysaccharide gefarbt.

o pH 1,0: Es erfolgt eine selektive Farbung hauptsachlich sulfathaltiger Strukturen.
(Leica Biosystems, 0.J. b)

Die AB-Farbung (Tabelle 1) bei Labor Kempf und Pfaltz wird maschinell durchgefuhrt:

Schritte Reaktion
1 | Entparaffinieren bis Aqua Paraffin entfernen
demin.
2 | Essigsaure Beize fir Alcianblau
3 | Alcianblau Farbt saure Mukosubstanzen
4 | Wasserbad Entfarbt Uberschissige Farblésung
5 | Kernechtrot Kernfarbstoff
6 | Wasserbad Entfernt Uberschiissige Farbldsung
7 | Ottix Shaper entwassern
8 | Ottix Shaper entwassern
9 | Ottix Plus Intermedium
10 | Diamount Eindeckmittel (Schutz)

Tabelle 1: Alcianblau Farbetechnik bei Kempf und Pfaltz maschinell (Quelle: Kempf und Pfaltz, 2023)

Resultat:
saure Mukosubstanzen: blau
Kerne: rot

(Abbildung 3) (Kempf und Pfaltz, 2023)
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Abbildung 3: Alcianblau-Farbung, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zurich)

4.6.2 Muzine

Muzine gehoéren zur umfassenden Gruppe der Kohlenhydrate, die sich strukturell in
Einfachzucker (Monosaccharide), Vielfachzucker (Polysaccharide) und Mukopolysaccharide
unterteilen lassen. Bei Muzinen handelt es sich um spezielle Glykoproteine, bei denen der
Proteinanteil stark mit langen Ketten aus Zuckerbausteinen (Oligo- und Polysacchariden)
modifiziert ist. Aufgrund dieser Zusammensetzung zahlen sie funktionell zu den
Mukopolysacchariden (Leica Biosystems, 0.J.b).

Diese Molekiile sind in zahlreichen Geweben des Koérpers anzutreffen und Gbernehmen
vielfaltige Aufgaben. Sie tragen zur Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat von Haut,
Knorpel, elastischem Bindegewebe, Knochen und biologischen Membranen bei. Dartber
hinaus spielen sie eine essenzielle Rolle in der Regulation des Nahrstofftransports
zwischen Kapillaren und Zellen, was insbesondere fur Zellwachstum und Zelliberleben von
Bedeutung ist (Leica Biosystems, 0.J.b).

Man unterscheidet grundsatzlich zwischen:

Sekretorischen Muzinen: Sekretorische Muzine sind Hauptbestandteil von Schleim und
kommen z. B. in Bronchien, Darm und Genitaltrakt vor. Sie sind reich an verzweigten
Kohlenhydraten, was ihnen ihre schleimige Konsistenz verleiht. Die Zucker sind O-
glykosidisch an Serin oder Threonin gebunden. Sie enthalten Sialinsdure und

und Sulfatgruppen was zu Alcianblau-positiv wird. Durch ihren hohen Zuckeranteil sind sie
auch PAS-positiv (Lang, 2013, S.26).

Membrangebundenen Muzinen: Diese Muzine sind in die Zellmembran eingebaut. Sie
besitzen ahnliche Zuckerstrukturen wie die sekretorischen Formen (O-glykosidisch
gebunden, basophil), sind aber nicht im Schleim gelést, sondern Gbernehmen
zusatzlich Schutz-, Signal- und Transportfunktionen an der Zelloberflache. Sie enthalten
sowohl Sulfat- als auch Carboxylgruppen. (Lang, 2013, S.26).

4.6.3 Saure Mukosubstanzen

Saure Mukosubstanzen bilden eine zentrale Zielstruktur der Alcianblau-Farbung. lhre
Unterscheidung basiert auf der Art der negativ geladenen funktionellen Gruppen in ihren
Zuckerketten. Histochemisch lassen sich zwei Haupttypen differenzieren: schwach

saure und stark saure Mukosubstanzen, was insbesondere durch die Anpassung des pH-
Werts bei der Farbung sichtbar gemacht werden kann (Leica Biosystems, 0.J.b).

Schwach saure Mukosubstanzen

Diese besitzen Carboxylgruppen (—COOH) als Ladungstrager. Diese ermoglichen eine
Anfarbung mit Alcianblau bei einem pH-Wert von 2,5, jedoch nicht bei einem pH-Wert von
1,0. Sie sind typisch flr das kutan-dermatologische Gewebe und finden sich beispielsweise
im Rahmen von Erkrankungen wie Lupus erythematodes oder Granuloma annulare. Ein
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typisches Beispiel fur diese Gruppe ist die Hyaluronsaure, ein Bestandteil der
extrazellularen Matrix in der Dermis (Leicabiosystems o.J.a) (Morphisto, 2019a).

Stark saure Mukosubstanzen

Hingegen diese tragen Sulfatgruppen (-SOzH), die eine starkere negative Ladung
bewirken. Diese Strukturen lassen sich mit Alcianblau sowohl bei pH 2,5 als auch bei pH
1,0 anfarben. Stark saure Mukosubstanzen kommen Utberwiegend in Atemwegsepithelien,
im Magen-Darm-Trakt sowie in muzinproduzierenden Tumoren vor. (Leica Biosystems o.J.
a) (Morphisto, 2019a).

Die pH-abhangige Differenzierung der Farbung ist ein entscheidendes diagnostisches
Werkzeug zur Unterscheidung verschiedener Schleimarten, insbesondere bei
entzindlichen und neoplastischen Veranderungen der Haut und anderer Organe (Leica
Biosystems 0.J.a) (Morphisto, 0.J.b).

2.7 Perjodic Acid-Schiff-Farbung

Die Periodic Acid-Schiff (PAS)-Farbung ist eine etablierte histologische Spezialfarbung, die
zur Darstellung kohlenhydrathaltiger Gewebekomponenten dient. Sie ermdéglicht den
Nachweis von Strukturen wie Glykogen, neutralen Mukopolysacchariden, Glykoproteinen
sowie der Basalmembran, einer dinnen, extrazellularen Grenzstruktur zwischen Epithelien
und Bindegewebe. Auch Pilze lassen sich mit dieser Methode zuverlassig darstellen, da
ihre Zellwande aus polysaccharidreichen Komponenten bestehen, die PAS-positiv
reagieren (Leica Biosystems, 0.J.b).

Durch ihre breite Anwendbarkeit hat sich die PAS-Farbung als unverzichtbares diagnost-
isches Werkzeug in der Routinediagnostik etabliert.

Neben ihrer Relevanz in der Hautdiagnostik findet die PAS-Farbung auch in anderen
medizinischen Fachbereichen Anwendung, etwa in der Nephropathologie, Gastro-
enterologie oder Mykologie, insbesondere zum Nachweis von Pilzen in Geweben oder
Organen. (Leica Biosystems, 0.J.b).

4.7.1 Prinzip der Farbung

Die PAS-Farbung beruht auf der Oxidation von 1,2-glykosidisch gebundenen Zuckern
(insbesondere von Glykogen) durch periodische Saure, die den Zucker oxidiert und
aldehydische Gruppen freisetzt. Diese aldehydischen Gruppen reagieren mit der Schiff-
Reagenz, das eine rote bis magentafarbene Farbung erzeugt (Morphisto, 2022c).

Der Ablauf der PAS-Farbung umfasst mehrere Schritte: Zunachst wird das Gewebe mit
periodischer Saure behandelt, die den Zuckermolekilen aldehydische Gruppen verleiht. Im
nachsten Schritt reagiert das Schiff-Reagenz mit diesen aldehydischen Gruppen und farbt
die betroffenen Strukturen. Die Spezifitadt der Farbung hangt von der Anwesenheit von
freien Aldehydgruppen in den Zuckermolekilen ab, was den Nachweis von Glykogen,
Schleimstoffen und einigen Glykoproteinen ermdglicht (Morphisto, 2022c)
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Die PAS-Farbung (Tabelle 2) erfolgt im Labor Kempf und Pfaltz maschinell:

Schritte Reaktion
1 | Entparaffinieren bis Aqua Uberschissiges Paraffin entfernen
demin.
2 | Perjodsaure 0.5% oxidiert Gewebestruktur zu Aldehyden, werden
freigesetzt
3 | Aqua demin Uberschissige Perjodsaure wird abgesplult, stoppt
Oxidation
4 | Schiff's Reagenz lagert sich an die Aldehyd Gruppen an
5 | Natrium disulfit 0.52% entfernt Uberschissiges Schiff's, verhindert falsch
positive Ergebnisse
6 | Wasserbad entfernt Uberschissiges Natrium disulfit
7 | Hadmalaun nach Mayer Kernfarbstoff
8 | Wasserbad entfernt Uberschissiges Hamalaun, blauen, pH -
Umschlag
9 | Wasserbad entfernt Uberschissige Differenzierungsldosung
10 | Ottix Shaper entwassern
11 | Ottix Shaper entwassern
12 | Ottix Plus Intermedium
13 | Diamount Eindeckmittel (Schutz)
Tabelle 2: Perjodic-Acid-Schiff Farbetechnik bei Kempf und Pfaltz maschinell (Quelle: Kempf und Pfaltz, 2023)
Resultat:
Kerne: blau

Pas Positive Substanzen: purpur

(Pilze, Basalmembran, neutrale Mukosubstanzen, Glykogen, neutrale Glykolipide und
Glykoproteine)

(Abbildung 4) (Kempf und Pfaltz, 2023)
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Abbildung 41 Perjodic-Acid-Schiff-Farbung, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zurich)

4.7.2 neutrale Mukosubstanzen

Die neutralen Muzine hingegen besitzen keine ionisierbaren funktionellen Gruppen und sind
daher ungeladen. Sie kommen vor allem in der Magenschleimhaut, den Brunner-Driisen
des Duodenums sowie im Prostataepithel vor. Dort schiitzen sie die Schleimhaute vor
aggressiven Substanzen wie Magensaure, schaffen ein glinstiges pH-Milieu fur
enzymatische Aktivitaten im Dinndarm und fungieren als Gleitmittel in verschiedenen
Geweben, etwa im Darmtrakt und in der Prostata (Leica Biosystems, 0.J.b).
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4.7.3 Glykogen

Glukose stellt die primare Energiequelle der meisten Zellen dar. Uberschiissige Glukose,
die nicht unmittelbar zur Energiegewinnung benétigt wird, wird in Form

von Glykogen gespeichert, hauptsachlich in Leber- und Muskelzellen. Dieses
verzweigtkettige Polysaccharid dient als rasch mobilisierbarer Energiespeicher, der bei
Bedarf durch Glykogenolyse wieder in Glukose umgewandelt wird, insbesondere in Phasen
des Fastens oder gesteigerten Energiebedarfs (Leica Biosystems, 0.J.b).

4.7.4 Kollagen

Kollagen ist das haufigste Strukturprotein im menschlichen Kdrper und spielt eine zentrale
Rolle im Bindegewebe. Es verleiht Geweben wie Haut, Sehnen, Bandern, Knorpel und
Knochen ihre mechanische Festigkeit, Zugbelastbarkeit und strukturelle Integritat.
Kollagen ist ein faserbildendes Glykoprotein, das aus drei polypeptidischen a-Ketten
besteht, die zu einer stabilen, tripelhelikalen Struktur verwunden sind, der sogenannten
Kollagenhelix. Diese Tripelhelix ist dufRerst zugfest und kaum dehnbar (Lang, 2013, S.26).

Kollagen Typ IV in der Basalmembran

Die Basalmembran enthalt unter anderem Kollagen Typ IV, ein nicht-fibrillares Kollagen,
das keine klassischen Fasern bildet, sondern ein Netzwerk innerhalb der Basallamina.
Dieses Kollagen ist PAS-positiv, da es stark glykosyliert ist und somit auf die Reaktion mit
dem Schiff-Reagenz anspricht (Lang, 2013, S.32).
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4.8 AB-PAS

Die Alcianblau-PAS-Farbung ist eine kombinierte histochemische Farbemethode, mit der
verschiedene Kohlenhydratkomponenten im Gewebe abhangig vom pH-Wert und der
Elektrolytkonzentration differenziert dargestellt werden kénnen (Morphisto, 2022b).

Durch die Kombination beider Verfahren lassen sich unterschiedliche Schleimtypen
kontrastreich und prazise im gleichen Praparat differenzieren.

Diese Farbetechnik ist vor allem in der Diagnostik von Lungentumoren, Lungenmetastasen
und Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts von besonderer Bedeutung. Sie wird jedoch
auch bei weiteren Karzinomen und schleimproduzierenden Krankheitsbildern routinemafig
eingesetzt (Morphisto, 2022b).

Im Labor Kempf und Pfaltz wird die AB-PAS-Farbung (Tabelle 3) maschinell durchgefihrt:

Schritte Reaktion
1 Entparaffinieren bis Aqua Paraffin entfernen
demin.

2 Essigsaure 3% Beize fiir Alcianblau

3 Alcianblau Farbt saure Mukosubstanzen

4 Essigsaure 3% Entfernt Uberschiissige Farbléung und senkt den
pH-Wert > verstarkt die Anfarbung der sauren
Mukosubstanzen

5 Wasserbad Entfernt Uberschiissige Farblésung

6 Perjodsaure 0.5% oxidiert Gewebestruktur zu Aldehyden, werden
freigesetzt

7 Wasserbad Entfernt iberschlissige Saure

8 Schiff's Reagenz Lagert sich an Aldehydgruppen an - bewirken
eine pink-violette Farbe

9 Natriumdisulfit 0.52% entfernt Gberschissiges Schiff's, verhindert falsch
positive Ergebnisse

10 | Wasserbad entfernt Uberschiissiges Natrium disulfit

11 | Hdmalaun Kernfarbstoff

12 | H20 fliessend Uberschiissiges Hdmalaun wegwaschen

13 | Ottix Shaper entwassern

14 | Ottix Shaper entwassern

15 | Ottix Plus Intermedium

16 | Diamount Eindeckmittel

Tabelle 3: AB-PAS Farbetechnik bei Kempf und Pfaltz (Quelle: Kempf und Pfaltz, 2023)

Resulat:

PAS-positive Substanzen: pupur

Saure Mukosubstanzen: blau

Kerne: blau

(Abbildung 5 und 6) (Kempf und Pfaltz, 2023)

Abbildung 5: AB-PA‘S-Férbu’ng 1, 10x»Vergr<'jsserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zurich)
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Abbild'L'mg 6' AB-PAS I;'a"irbuné' 2 1'0x \7ergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zdrich)

4.9 Krankheitsbilder

4.9.1 Granuloma annulare (GA) — Granulamatése Entziindung

Ursache:
Es ist nicht infektids. Die genaue Ursache ist unbekannt, jedoch wird vermutet, dass es sich
um eine Reaktion des Immunsystems handelt (MSD Manuel, 2024).

Betroffene Personen:
Kinder und junge Erwachsene (Kempf et al., 2011, S. 76).

Klinisches Bild:

Das Granuloma annulare ist eine gutartige, entziindliche Hauterkrankung, die sich klinisch
durch ringférmig angeordnete, hautfarbene bis rétliche Papeln (Abbildung 7) und Plaques
(Abbildung 8) manifestiert. Diese Lasionen treten haufig an den Extremitaten auf. Die
Erkrankung ist meist asymptomatisch (Kempf et al., 2011, S. 76).

Abbildung 7: Papeln

Quelle: https://online-hautarzt.net/granuloma-anulare/ Zugriff am 06.06.2025

Abbildung 8: Plaque

Quelle: https://advancedskinlaser.com/granuloma-annulare/ Zugriff am 06.06.2025
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Was ist der Unterschied zwischen Papeln und Plaques?

Papeln auch Knoten genannt sind kleine, gut abgrenzbare, erhabene Hautveranderungen,
welche einen Durchmesser von 1mm bis 10 cm sein kdnnen. Sie entstehen durch eine
lokale Zellvermehrung oder -infiltration in der Epidermis oder oberen Dermis (MSD Manual,
2024).

Plagues hingegen sind flache oder leicht erhabene Hautlasionen, die gréfier als 10 mm im
Durchmesser sind. Sie entstehen oft durch die Konfluenz mehrerer benachbarter Papeln,
die sich zu einem grofieren, zusammenhangenden Areal vereinigen. (MSD Manual, 2024).

Beide Hautveranderungen sind eher rétlich kdnnen jedoch auch von der Farbe variieren
(MSD Manual).

Histopathologie:

Histologisch zeigt das Granuloma annulare charakteristische palisadierende Granulome.
Diese bestehen aus Histiozyten, die sich ringférmig um zentral gelegene nekrobiotische
Kollagenfasern anordnen. Zusatzlich finden sich haufig mehrkernige Riesenzellen vom
Langhans-Typ sowie ein perivaskulares lymphozytares Infiltrat in der oberen und mittleren
Dermis. Ein weiteres typisches Merkmal sind Muzinablagerungen (Abbildung 9) in der
Dermis.. Die Epidermis bleibt in der Regel intakt (Kempf et al., 2011, S. 76).

Saure Muzine

Abbildung 9: Granuloma anulare Mikroskopisch, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)

Zusatzuntersuchungen:

Im Frihstadium kénnen Granuloma anulare und Necrobiosis lipoidica ahnliche
histologische Merkmale zeigen. Da eine friihe Borreliose sich ebenfalls wie ein Granuloma
anulare prasentieren kann, sollten bei klinischem Verdacht und dem Nachweis von
Plasmazellen zusatzliche serologische Tests und molekularbiologische Untersuchungen
(PCR aus Gewebe) durchgefuhrt werden (Kempf et al., 2011, S. 76).

Behandlung/Therapie:
Grundséatzlich ist keine Behandlung nétig, weil es auch zu den spontanen Ruckbildungen
gehort, kann aber Jahre dauern (MSD Manual, 2024).

Bei lokal begrenzten Lasionen kommen hochwirksame lokale oder intralasionale
Kortikosteroide, lokales Tacrolimus, Kryotherapie sowie verschiedene Formen der
Phototherapie zum Einsatz. Bei ausgedehnten Lasionen kdnnen systemische Therapien
wie Antimalariamittel, Retinoid, Immunsuppressiva und vieles mehr erfolgreich angewendet
werden (MSD Manual, 2024).

Differenzialdiagnose:

Wichtige Differenzialdiagnosen umfassen die Nekrobiosis lipoidica, das rheumatoide
Granulom, Mykobakteriose, Interstitielle granulomatdse Dermatitis und die kutane
Sarkoidose. Die Unterscheidung erfolgt histologisch durch die spezifische Anordnung der
Histiozyten und das Vorhandensein von nekrobiotischem Kollagen (Kempf et al., 2011, S.
76).
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4.9.2 Lupus erythematodes (LE) — Interface Verdnderung

Ursache:

Des handelt sich eine Autoimmunerkrankung bei dem Autoantikdrper gegen kérpereigene
Zellstrukturen gerichtet sind. Es handelt sich um eine multifaktorielle Erkrankung,
beeinflusst durch genetische Pradisposition, hormonelle Einflisse oder Umweltfaktoren
(z. B. UV-Licht) (MSD Manual, 2025).

Betroffene Personen:
Frauen (im gebarfahigen Alter) mehr betroffen als Manner (MSD Manual, 2025).

Klinisches Bild:

Lupus erythematodes (LE) ist eine chronisch-entztindliche Autoimmunerkrankung mit
vielseitigen kutanen Manifestationen und wird klinisch in unterschiedliche Subtypen
eingeteilt (Kempf et al., 2011, S.60)

Die chronisch-diskoide Form (CDLE) zeigt sich meist in Form erythematoser, schuppender
Plagues mit zentraler Atrophie (Abbildung 10). Diese Veranderungen treten bevorzugt im
Gesicht sowie am Kappilitium auf. Die subakut-kutane Variante (SCLE) hingegen
manifestiert sich haufig mit annularen oder papulosquamodsen Lasionen, die vor allem
sonnenexponierte Areale betreffen (Abbildung 11). Beide Formen sind durch eine
entzindlich bedingte Gewebeveranderung gepragt, wobei bei CDLE haufig Narbenbildung
im Zentrum der Lasionen beobachtet wird (Kempf et al., 2011, S. 60).

Abbildung 10: chronisch-diskoide Lupus erythematodes

Quelle: https://www.huidziekten.nl/zakboek/dermatosen/ctxt/CDLE-chronische-discoide-LE.htm, Zugriff am

06.06.2025

Abbildung 11: subakut-kutane Lupus erythematodes

Quelle: https://openi.nim.nih.gov/detailedresult?img=PMC3937495 IDOJ-5-7-g005&query=&req=4, Zugriff am
06.06.2025

Die Lupuspannikulitis (auch Lupus profundus) ist eine seltene Manifestation des kutanen
Lupus erythematodes und betrifft vorwiegend das subkutane Fettgewebe. Klinisch zeigt
sich die Erkrankung durch livid-gerotete Plagues sowie ulzerierende Knoten (Abbildung 12),
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die bevorzugt und an den proximalen Abschnitten der Extremitaten etwa an Oberarmen
oder Oberschenkeln auftreten. Charakteristisch sind schmerzhafte Ulzerationen, die im
Verlauf oft mit einer ausgepragten Narbenbildung abheilen (Kempf et al., 2011, S.128)

fe Whatu Ora

Health New Zealand

Abbildung 12: Lupuspannikulitis

Quelle: https://dermnetnz.org/imagedetail/5120-lupus-panniculitis, Zugriff am 06.06.2025

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) kann sich ebenfalls mit Hautverdnderungen
prasentieren. Besonders typisch ist das sogenannte Schmetterlingserythem, eine
symmetrische, erythematése Veranderung tUber Nasenricken (Abbildung 13), beide
Wangen und Stirn. Diese kutanen Erscheinungsbilder sind haufig erstes sichtbares Zeichen
einer systemischen Beteiligung. Multiorganbeteiligung ist auch bekannt

(Medizinische Immunologie Skript, 2023, S.11) (USZ, 2025).

Abbildung 13: systemische Lupus erythematodes

Quelle: https://dr-dragonas.gr/de/sustematikos-eruthematodes-lukos.html, Zugriff am 06.06.2025

Ein weiterer kutaner Subtyp ist der LE tumidus, der sich durch das Fehlen signifikanter
epidermaler Veranderungen auszeichnet. Klinisch prasentiert er sich mit unspezifischen,
haufig schmerzlosen erythematdsen Plaques, meist ohne Schuppung (Abbildung 14). Die
Hautveranderungen treten bevorzugt im Gesicht und an anderen sonnenexponierten
Arealen auf (DermNet NZ, 2024).

Abildung 14: Lupus erythematodes tumidis

Quelle: https://actasdermo.org/en-lupus-erythematosus-tumidus-a-clinical-articulo-S1578219011001053, Zugriff
am 06.06.2025
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Histopathologie:

Chronisch-diskoider und subakut-kutaner LE (CDLE & SCLE)

Histologisch zeigt sich eine deutliche Hyperparakeratose mit betonten Follikelostien
(»follicular plugs®) sowie eine epidermale Atrophie. In der Basalschicht finden sich
apoptotische Keratinozyten. Typisch ist eine Interface-Dermatitis mit Vakuolen in der
Junktionszone und verbreiterter Basalmembran. Lymphozytéare Infiltrate um Gefalle und
Hautanhangsgebilde sind manschettenartig angeordnet. Muzinablagerungen zwischen den
kollagenen Fasern sowie Teleangiektasien im oberen Korium runden das Bild ab. (Kempf et
al., 2011, S.60).

LE tumidus

Beim LE tumidus fehlen typische epidermale Veranderungen fast vollstéandig. Die Epidermis
zeigt keine oder nur minimale Schadigung. Auffallig sind hingegen dichte, tiefreichende
perivaskulare und periadnexielle lymphozytéare Infiltrate in der Dermis. Ein zentrales
Merkmal ist die interstitielle Muzinablagerung zwischen den kollagenen Fasern, die ohne
begleitende Epidermisveranderung diagnostisch bedeutsam ist (Kempf et al., 2011, S.60).

Lupuspannikulitis

Histopathologisch findet sich ein dichtes, lobulares Infiltrat, das sich aus kleinen
Lymphozyten zusammensetzt. Diese sind typischerweise perischnurartig um die
Adipozyten gruppiert. Haufig sind auch Plasmazellen beigemischt. In den paraseptalen
Anteilen des Fettgewebes kdnnen reaktive Lymphfollikel beobachtet werden. Zudem zeigen
sich Kerntrimmer von Lymphozyten (sog. ,nuclear dust‘) — jedoch ohne Hinweise auf eine
Vaskulitis. Neutrophile Granulozyten fehlen in der Regel. Typisch ist aulRerdem eine hyaline
Degeneration im Bereich der lymphozytaren Infiltrate. Im Spatstadium dominieren dichte
histiozytare Infiltrate das Bild. (Kempf et al., 2011, S.128).

Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Histologisch liegt eine Interface-Dermatitis mit Vakuolisierung vor. Zusatzlich findet man
eine leukozytoklastische Vaskulitis mit neutrophilen Granulozyten im oberen Korium, ein
Hinweis auf systemische Krankheitsaktivitat. (Kempf et al., 2011, S.60)

Allgemeines mikrokospisches Bild zu LE (Abbildung 15):

> Saure Muzine

Abbildung 15: Lupus erythematodeé Mikroskopisch (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zdurich)

Zusatzuntersuchung:
o PAS-Farbung: Verbreiterung der Basalmembran
o DIF: Bandférmige Ablagerungen von Immunglobulinen und C3 in lasionaler Haut bei
CDLE, auch in nichtbefallener und lichtexponierter Haut beim SLE (,Lupusband®)
¢ Immunhistochemie: Lymphozytare Infilirate bestehen Giberwiegend aus CD4+-T-
Zellen, erganzt durch CD20+-B-Zellen und CD123+ plasmacytoide dendritische
Zellen
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e Zur klinischen Abklarung und Diagnosestellung des SLE werden die ARA-Kriterien
herangezogen
e Lupuspanikulitis: Infiltrate aus CD79a positiven B-Zellen und Plasmazellen. Im
Spatstadium Infiltrate CD68 positiven Hostozyten.
(Kempf et al., 2011, S.60, 128)

Behandlung/Therapie:
Es gibt keine Heilung der Krankheit aber die Symptome kénnen gelindert werden (MSD
Manual, 2025).

Obwohl sich die therapeutischen Grundprinzipien, insbesondere die Anwendung von
Antimalariamitteln und konsequenter Lichtschutz in allen Verlaufsformen wiederfinden,
variiert das Behandlungskonzept je nach klinischer Auspragung erheblich. Wahrend bei
kutanen Formen wie CDLE oder SCLE topische Maflinahmen im Vordergrund stehen,
erfordern systemische Verlaufsformen wie der SLE oder die Lupuspannikulitis eine
intensivere systemische Immunsuppression (MSD Manual, 2025).

Differenzialdiagnose:

Zu den Differenzialdiagnosen zahlen verschiedene Interface-Dermatitiden wie

die Dermatomyositis sowie die akute Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD). Insbesondere
beim LE tumidus sollten auch die lymphozytéare Infiltration nach Jessner-Kanof, das REM-
Syndrom (retikulare erythematdse Muzinose), Erythema nodosum, Eryythema induratum
Bazin und nodése Vaskulitis sowie artifizielle Pannikulitis berlicksichtigt werden,. (Kempf et
al., 2011, S.60, 128).

4.9.3 Tinea corporis (TC) - Mykose

Ursache:
Die Erkrankung wird typischerweise durch Dermatophyten wie T. rubrum, T. menta-
grophytes oder Microsporum canis hervorgerufen (MSD Manual, 2023).

Betroffene Personen:
Alle Altersgruppen kénnen betroffen sein (MSD Manual, 2023).

Klinisches Bild:

Anulare, erythemattse Lasionen mit oft randstandiger Schuppung. Bei Kindern kann es
pustulése Stellen geben. Haufig zeigt sich Rétung und Mazeration, besonders in
intertrigindsen Hautbereichen (Abbildung 16) (Kempf et al., 2011, S. 24).

e

Abbildung 16: Tinea coporis

Quelle: https://www.healthline.com/health/tinea-corporis, Zugriff am 06.06.2025

Histopathologie:

Die Epidermis zeigt eine leichte Verdickung (Akanthose) sowie vereinzelte Spongiose und
Parakeratose. Neutrophile Granulozyten wandern in die Epidermis ein und sammeln sich
teils im Stratum corneum. Dort sind auch Pilzhyphen (Abbildung 17) an den
Ubergangsstellen zwischen ortho- und parakeratotischer Schicht sichtbar. Im oberen
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Dermisbereich findet sich ein entzlindliches Infiltrat aus Lymphozyten sowie neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten. (Kempf et al., 2011, S. 24).

/ Pilzhyphen

Abbildﬂng 17: Tinea‘cofporis Mil{roskopisch, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)

Zusatzuntersuchungen:
Grocott-Farbung (Kempf et al., 2011, S.24).

Therapie/Behandlung:
Lokale oder orale Antimykotika.
Braucht ca. 2-3 Wochen, bis es verheilt ist (MSD Manual, 2023).

Differenzialdiagnose:

Differenzialdiagnostisch mussen Psoriasis, akutes und subakutes Ekzem, Impetigo
contagiosa und Follikulitis ausgeschlossen werde. Die histologische Untersuchung und der
Nachweis von Pilzhyphen sind entscheidend fur die Diagnose (Kempf et al., 2011, S.24).

4.9.4 Trichophytie (TR) - Mykose

Ursache:
Versursacht durch Trichophyten spp. (Kempf et al., 2011, S. 24).

Betroffene Personen:
Alle Altergruppen kénnen betroffen sein. Personen mit Vorerkrankungen sind eher anfalliger
(Kempf und Pfaltz).

Klinisches Bild:

Pustulés-follikulitische Lasionen, haufig durch Befall der Haarfollikel gekennzeichnet.
Typisch sind entzlindliche, pustelbildende Hauterscheinungen (Abbildung 18) (Kempf et al.,
2011, S. 24).
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i

Abbildung 18: Trichochphytie

Quelle: https://www.doccheck.com/de/detail/photos/600-trichophvytie, Zugriff am 06.06.2025

Histopathologie:

Die Haarfollikel sind durch ein entziindliches Infiltrat durchsetzt und teilweise zerstért. Das
Follikelepithel zeigt eine akanthotische (verdickung) Veranderung. Rund um die Follikel
findet sich ein dichtes, gemischtzelliges Infiltrat aus Lymphozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten sowie Plasmazellen. Zudem sind Abszessherde vorhanden.
Pilzhyphen (Abbildung 19) lassen sich in den Haarschaften und gelegentlich auch im
Stratum corneum der benachbarten Epidermis nachweisen (Kempf et al., 2011, S. 24).

Haarfollikel

Pilzhyphen

Abbildung 19: Trichophytie Mikroskopisch, 10x Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)

Zusatzuntersuchungen:
Gleich wie bei Tinea corporis.

Behandlung/Therapie:
Gleich wie bei Tinea corporis

Differenzialdiagnose:
Gleich wie bei Tinea corporis

4.9.5 Pityrosporum folliculitis (PF) - Follikulitis

Ursache:
Verursacht durch eine Uberwucherung von lipophilen Hefepilzen der Gattung Malassezia,
insbesondere M. globosa, M. sympodialis und M. restricta (DermNet NZ, 2020).

Betroffene Personen:
Haufig immunsupprimierten Patienten (DermNet NZ, 2020).

Klinisches Bild

Die Pityrosporum-Follikulitis auch bekannt unter Malassezia-Follikulitis zahlt zu den
entzindlichen Erkrankungen des Haarfollikels, die durch verschiedene Erreger verursacht
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werden. Klinisch zeigt sie sich in follikular gebundenen, geréteten Papeln (Abbildung 20)
und Pusteln (Kempf et al. 2011, S.116).

Abbildung 20: Pityrosporum folliculitis

Quelle: https://www.healthline.com/health/pityrosporum-folliculitis, Zugriff am 06.06.2025

Histopathologie:

Typisch sind gemischtzellige Infiltrate in und um die Haarfollikel, mit zahlreichen
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie Plasmazellen. In fortgeschrittenen
Fallen kdnnen auch Abszesse auftreten. Zusatzlich kommt es zur spongiotischen
Auflockerung oder Zerstérung des Follikelepithels. In ausgepragten Fallen lassen sich
Pilzsporen (Abbildung 21) oder Demodex-Milben auch innerhalb der entztindlichen Infiltrate
nachweisen (Kempf et al. 2011, S.116).

b
BVt

(e 2 »‘:~. < ~'u\i:‘-" 2N
Abbildung 21:Pityrosporum folliculits Mikroskopisch, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)

Zusatzuntersuchungen:

Gram-Farbung von Bakterien in der Histologie

Bei Bedarf fur atiologische Zuordnung von Follikulitiden: mikrobiologisch-kultureller
Untersuchung (Kempf et al., 2011, S.116)

Behandlung/Therapie:
Die Dauer hangt von der Art und schweregrad der Infektion ab.
Lokale und orale Antimykotika (DermNet NZ, 2020).

Differenzialdiagnose:

Zur Abgrenzung der Pityrosporum-Follikulitis dienen vor allem die eosinophile Follikulitis
Ofuji (mit vielen eosinophilen Granulozyten), Rosazea (lymphozytare und granulomatdse
Infiltrate, Odem, Teleangiektasien) sowie die Trichophytie (perifollikulares Infiltrat,
Hyphennachweis in Haarschaften) (Kempf et al., 2011 S.116).
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5. Empirischer Teil / Praxisteil
5.1 Material

Gerite
¢ Mikrotom HM 355S Automated Microtom epredia histocom AG
o Farbeautomat Medite TST 44 Multifarber
o Eindeckautomat G2 Sysmex
e Scanner NanoZoomer S360 Hamamatsu Photonics

Losungen

e Essigsaure >99% Ph.Eur. Artechemis
Alcianblau 1% in Essigsaure 3% Artechemis
Alcianblau 1% (pH 2.5% in Essigsaure) Morphisto
Alcianblau pH 2.5 acc. Mowry
Kernechtrot-Almuniumsulfat Waldeck
Perjodsaure 0.5% Artechemis
Schiffs Reagenz Artechemis
Natrium disulfit 0.52% Artechemis
Hamalaun nach Meyer verstarkt Artechemis
Ottix Plus Diapath
Ottix Shaper Diapath
Ethanol absolut Biosystems
Diamount Diapath

Verbrauchsmaterial
o Standard Objekttrager Pink und Blau
o Deckglaser

Verwendete Krankheitsbilder zur Austestung:
Granula anulare

Lupus erythematodes

Tinea corporis

Trichophytie

Pityrosporum folliculitis
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5.2 verwendete Gerate

5.2.1 Medite TST 44 Multifarber

Der programmierbare Multifarber TST 44 (Abbildung 22), zeichnet sich durch hohe
Flexibilitat und effiziente Arbeitsweise aus. Er ist sowohl fir die histologische
Routinediagnostik als auch flir Spezialfarbungen geeignet. Die Mdglichkeit, bis zu zwolf
Farbeprotokolle parallel abzuwickeln, erhéht die Bearbeitungskapazitat erheblich und
reduziert Standzeiten im Labor (Medite, 0.J., S. 2).

Das Gerat verfugt Gber 44 Stationen, darunter 30 Farbestationen, Wasserbader sowie
jeweils vier Be- und Entladestationen. Dadurch ist ein kontinuierlicher Betrieb mit grofden
Objekttragermengen mdglich. Pro Arbeitsgang kdnnen bis zu zwolf Kérbe mit je 30
Objekttragern gleichzeitig verarbeitet werden (Medite, 0.J. S. 2).

Die vollautomatische Durchfiihrung unterschiedlicher Farbeprotokolle erfolgt ohne
Zwischenschritte auRerhalb des Gerats, wie Reagenzienwechsel oder Entparaffinierung.
Dies beschleunigt den Arbeitsablauf und minimiert Fehlerquellen. Zur Sicherstellung des
Prozessablaufs bei Stromausfall ist eine integrierte Notstromversorgung vorhanden. Sie
schitzt das Probenmaterial und gewahrleistet einen ununterbrochenen Arbeitsfluss (Medite,
0J.S.2).

Das System erlaubt die Speicherung von bis zu 20 Farbeprotokollen mit jeweils bis zu 40
Einzelschritten. Fur zusatzliche Flexibilitat sind Varianten mit integrierter Trockenstation
erhaltlich, die eine temperaturgeregelte Trocknung der Objekttrager ermdglichen (Medite,
0.J.S.4).

Der Farbeprozess beginnt mit der Entparaffinierung der Gewebeschnitte in Xylol oder
Ersatzstoffen, gefolgt von einer stufenweisen Rehydration tGber Alkoholgradienten bis hin zu
Wasser. Die Farbung erfolgt durch sequenzielle Eintauchvorgange in Reagenzlésungen mit
definierter Einwirkzeit. Eine integrierte Agitation unterstitzt die gleichmaRige Verteilung der
Farbstoffe. Zwischen den einzelnen Schritten finden automatisierte Spilungen in
Wasserbadern statt, um Uberschissige Reagenzien zu entfernen. Abhangig vom gewahlten
Protokoll kdnnen Differenzierungs- und Gegenfarbeschritte integriert werden.

Nach Abschluss der Farbung durchlaufen die Praparate eine automatisierte stufenweise
Dehydrierung und Klarung (Medite, o0.J. S. 2).

— |
Abbildung 22: Medite TST 44 Multifarber (Quelle: Murugadas, 2025: Medite TST 44 Multifarber, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)
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5.2.2 Scanner - NanoZoomer S360

Der NanoZoomer S360 (Abbildung 23) der Firma Hamamatsu Photonics ist ein
automatisierter digitaler Objekttragerscanner, der auf die hochdurchsatzfahige
Digitalisierung grolter Mengen mikroskopischer Proben ausgelegt ist. Das System kann bis
zu 360 Standardobjekttrager pro Scanvorgang verarbeiten und eignet sich damit far
Anwendungen in klinischen Laboren, der diagnostischen Pathologie sowie der
biomedizinischen Forschung (Hamamatsu, o.J. S. 2).

Die Digitalisierung erfolgt auf Basis der Durchlicht-Hellfeldmikroskopie mit einem linearen
CCD-Zeilensensor. Zur Auswahl stehen optische VergréRRerungen von 20X und 40X, wobei
eine maximale Bildauflosung von 0,23 um/Pixel erreicht wird. Die durchschnittliche Dauer
eines vollstandigen Scans pro Objekttrager liegt bei rund 30 Sekunden, wodurch ein
effizienter Probendurchsatz gewahrleistet ist (Hamamatsu, o.J. S. 4).

Zur Optimierung des Fokussierungsprozesses wird eine sogenannte Pre-Focus-Map-
Technologie verwendet. Vor dem eigentlichen Scan erstellt das System eine digitale
Fokusebenenkarte, die auf einer Analyse definierter Messpunkte Uber die gesamte
Tragerflache basiert. Dadurch kann auf eine Echtzeit-Autofokussierung verzichtet werden,
was die Scan-Zeit verkirzt und gleichzeitig eine konstante Bildscharfe sicherstellt
(Hamamatsu, o0.J. S. 2, 4).

Das methodische Vorgehen umfasst zunachst das Einlegen der Objekttrager in bis zu zwdlf
Scankassetten, jeweils mit einer Kapazitat von 30 Tragern. Nach der automatischen Er-
kennung der Objekttrager und ihrer Barcodes erfolgt ein Ubersichtsscan zur Lokalisierung
relevanter Geweberegionen. Anschlieend beginnt der zeilenweise Hochaufldsungs-Scan
im gewahlten VergréRerungsmodus. Die erzeugten Bilddaten werden im
herstellerspezifischen NDPI-Dateiformat abgespeichert (Hamamatsu, 0.J. S. 2, 4).

Optional kann eine Z-Stack-Funktion aktiviert werden, bei der mehrere Fokusebenen pro
Scanregion erfasst werden. Diese Funktion dient der besseren Darstellung von
Gewebestrukturen mit variabler Dicke oder unregelmafiiger Schneidequalitat. Es erfolgt
dabei keine 3D-Rekonstruktion, jedoch wird eine Analyse in mehreren Scharfeebenen
ermdglicht (Hamamatsu, 0.J. S. 3).

Die Betrachtung und Analyse der digitalisierten Praparate erfolgt Giber spezialisierte
Softwarelésungen wie NDP.view2. Eine Einbindung in bestehende Laborinformations- oder
Archivsysteme ist vorgesehen und unterstiitzt standardisierte digitale Arbeitsablaufe in der
histopathologischen Diagnostik (Hamamatsu, o.J. S. 8, 9).

Abbildung 23: Scanner-NanoZoomer S360 (Quelle: Murugadas, 2025: Scanner- NanoZoomer, S360,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich)
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5.3 Vorbereitung

Die vorliegende praktische Arbeit bezieht sich ausschlie3lich auf histologische
Untersuchungen von Hautproben, da das Institut Kempf & Pfaltz auf Dermatopathologie
spezialisiert ist und dementsprechend fast ausschlieRlich dermatologische Proben
bearbeitet.

Fir die Vorbereitung der praktischen Arbeiten wurden spezifische Krankheitsbilder
ausgewahlt, bei denen eine Darstellung von Muzinen oder Pilz Strukturen im Gewebe
histologisch relevant ist. Die Auswahl umfasste folgende Diagnosen:

= Granuloma anulare
= Lupus erythematodes
= Pilzinfektionen der Haut, mit Schwerpunkt auf Tinea corporis

Da die Anzahl der archivierten Falle mit Tinea corporis begrenzt war, wurden erganzend
zwei weitere Diagnosen aus dem Bereich der Dermatophytosen und Hefepilzinfektionen
aufgenommen: Trichophytie (TR) und Pityrosporum folliculitis (PF). Diese Pilzerkrankungen
zeigen ebenfalls charakteristische histologische Merkmale, die sich durch PAS- oder
kombinierte Farbemethoden gut darstellen lassen.

Die Auswahl geeigneter Falle erfolgte durch eine umfassende Recherche im digitalen
Archivsystem des Instituts. Es wurden Patientenakten mit entsprechenden Diagnosen
gesichtet und das vorhandene Paraffinblock-Material Uberprift. Dabei war es notwendig,
zahlreiche Patientendossiers zu lesen und die entsprechenden Proben im Paraffinblock-
Archiv zu organisieren. In dieser Phase wurde ich tatkraftig durch mein Team unterstutzt.
Beim Paraffinblock war es wichtig das genigend Material vorhanden war fir die
Diplomarbeit sowie auch fir allfallige zuklinftige Nachverordnungen.

Ein entscheidender Vorteil bestand darin, dass das erforderliche Gewebematerial bereits in
Paraffin eingebettet vorlag. Dadurch konnten zeitaufwandige vorbereitende Arbeitsschritte
wie Fixierung, Entwasserung und Einbettung Ubersprungen werden. Die Arbeitszeit konnte
somit verstarkt fir das Einlesen in die Patientenakten und die genaue Planung der
Farbungen genutzt werden.

Nach Sichtung und Auswahl der Blocke erfolgte die Herstellung der Schnittpraparate. Diese
wurden mithilfe eines Mikrotoms geschnitten, im Wasserbad auf Objekttrager (OT)
aufgezogen, auf einer Heizplatte gestreckt und anschlieend im Ofen bei 63°C fiir 30
Minuten getrocknet.

Begleitend zur Probenaufbereitung wurden verschiedene histologische Labore
hauptsachlich Dermapathologienen kontaktiert, um Farbeprotokolle flr Alcianblau und AB-
PAS zu erhalten und mit dem hausinternen Protokoll zu vergleichen. Da die Unterschiede
zwischen den Protokollen gering waren und das interne Protokoll bereits praxiserprobt war,
wurde dieses als Grundlage beibehalten und gezielt angepasst.

Daruber hinaus wurden zwei alternative Alcianblau-Lésungen von den Herstellern
Morphisto und Diapath bestellt. Ziel war es, den Einfluss unterschiedlicher Hersteller-
I6sungen auf Farbeergebnis und Qualitat der Muzindarstellung in einem praktischen
Vergleich (vgl.) zu untersuchen.

Insgesamt wurden 100 Objekttrager angefertigt, mehr als urspriinglich geplant, da
zusatzliche Tests und Optimierungsreihen vorgesehen waren.

Seite | 24



Harini Murugadas Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

5.4 Bestimmung der optimalen Schnittdicke

Zur Ermittlung der optimalen Schnittdicke fur die Alcianblau-Farbung wurden insgesamt
zehn Objekttrager (Abbildung 24) im sogenannten On-Slide-Verfahren vorbereitet. Dieses
Verfahren erlaubt einen direkten Vergleich unterschiedlicher Schnittdicken auf demselben
Objekttrager, was die Beurteilung der Farbequalitat erheblich erleichtert.

Jeder Objekttrager wurde mit zwei Hautschnitten versehen, einem Schnitt mit einer Dicke
von 3 ym und einem mit 5 ym. Auf diese Weise konnten beide Dicken unter identischen
Farbebedingungen direkt miteinander verglichen werden.

Es wurden insgesamt funf Objektrager mit Lupus erythematodes Gewebe und funf
Objekttrager mit Granuloma anulare-Gewebe verwendet. Fir die Farbung kam die derzeit
im Institut verwendete Alcianblau-Ldsung (L1) zum Einsatz, die nach dem Standardprotokoll
von Kempf und Pfaltz angewendet wurde (siehe Anhang S. 53).

Die Farbung erfolgte an dem Farbeautomat Medite TST 44 und an einem Tag wo die
Farbelosungen frisch ausgewechselt wurde. Anschliessend wurden die Schnitte im Ofen
getrocknet und eingedeckt.

A-Sdiche

Sum

um

Abbildung 24: Schnittdicke-On-Slide Objekttrager (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zdurich)

Ziel dieser MalRnahme war es, diejenige Schnittdicke zu identifizieren, die eine optimale
Balance zwischen Farbeintensitat, Strukturklarheit und Differenzierbarkeit feiner
histologischer Details bietet.

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch und die gewonnen Erkenntnisse dienten als
wichtige Grundlage fir Nachfolgende Austestungen.

5.5 Vergleich verschiedener Alcianblau-Losungen - Version 1

Zur Evaluierung der Effizienz verschiedener Alcianblau-Praparate wurden drei kommerziell
erhaltliche Losungen getestet. Ziel war es, mdgliche Unterschiede in Farbequalitat,
Intensitat und Hintergrundkontrast zu ermitteln, um die bestmdgliche Darstellung saurer
Muzine zu gewahrleisten.

Fir jede der drei getesteten Losungen wurden jeweils zehn On-Slide Objekttrager
(Abbildung 25) angefertigt:

e Losung 1 (L1): Aktuell im Labor verwendete Losung der Firma Artechemis
e Losung 2 (L2): Firma Morphisto
e Losung 3 (L3): Firma Diapath

Jeder Objekttrager enthielt gezielt zwei verschiedene Krankheitsbilder, Granuloma anulare
(GA) und Lupus erythematodes (LE). Diese Kombination wurde bewusst gewahlt, um ein
moglichst breites diagnostisches Spektrum abzudecken und die Aussagekraft der
Ergebnisse zu erhdhen. Beide Krankheitsbilder sind durch ein vermehrtes Vorkommen
saurer Muzine gekennzeichnet und eignen sich daher hervorragend zur Beurteilung der
Farbeintensitat und -qualitat bei Alcianblau.
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AB

GA

LE

Abbildung 25: Alcianblau-Farbung On-Slide Objektrager (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zurich)

Die Farbung erfolgte nach dem aktuellen Standardprotokoll von Kempf & Pfaltz an einem
Tag, an dem die Farbeldsungen frisch angesetzt wurden (siehe Anhang S. 53).

Um den Ist-Zustand zu dokumentieren und eine zuverlassige Vergleichsbasis zu schaffen,
wurde die momentan verwendete Lésung (L1) bewusst erneut getestet. In einer gezielten
Modifikation wurden dieser Losung zusatzlich drei Tropfen Essigsaure zugesetzt, um die
Farbintensitat weiter zu steigern und die Differenzierung zu optimieren.

Die eigentliche Farbung erfolgte automatisiert mit dem Farbeautomaten Medite.
Anschliel3end wurden die Schnitte erneut fiir einige Minuten im Ofen getrocknet, bevor sie
schlieBlich eingedeckt wurden.

Untersuchungsparameter:

= Farbeintensitat der Muzine: Wie stark und deutlich die sauren Muzine im Gewebe
sichtbar gemacht wurden

= Hintergrundfarbung: Beurteilung der Kontrastverhaltnisse und ob stérende
Hintergrundverfarbungen auftraten

Ws wurde mikroskopisch ausgewertet. Die Ergebnisse dieser vergleichenden Farbereihe
lieferten wichtige Hinweise fiir die spatere Optimierung des Farbeprotokolls und bildeten die
Grundlage fir die darauffolgenden Anpassungsschritte in der Optimierungsphase. (siehe
Anhang S. 62).

Diese Austestung galt als Version 1.

5.6 Optimierung von Alcianblau-Farbung

Basierend auf den Ergebnissen des Vergleichs dreier verschiedener Alcianblau-Lésungen
wurde in einem nachsten Schritt die Farbemethode gezielt weiterentwickelt. Ziel dieser
Optimierungsphase war es, die Farbeintensitat saurer Muzine zu erhéhen, die
Hintergrundfarbung zu reduzieren und die Gesamtqualitat der histologischen Darstellung zu
verbessern. Dazu wurden drei unterschiedliche Optimierungsversionen systematisch
getestet. Alle Farbungen wurden an einem Tag durchgefiihrt, an dem der Farbeautomat
frisch gewechselt und vollstandig gereinigt worden war, um gleichbleibende Bedingungen
sicherzustellen.

Da die Diapathe-L6sung (L3) im vorangegangenen Vergleich eine deutlich zu schwache
Farbung zeigte, wurde sie fur die weiteren Optimierungsschritte nicht mehr bertcksichtigt.
Die Entscheidung fiel zugunsten der Morphisto-Losung (L2), welche im direkten Vergleich
durch intensivere Farbung und geringere Hintergrundanlagerung Uberzeugte. Diese Losung
diente als Basis fiir die nachfolgenden Testreihen.
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5.6.1 Version 2 — Anpassung mit Morphisto-Losung

Aufbauend auf den Erkenntnissen aus dem initialen Lésungsvergleich wurde die Morphisto-
Lésung (L2) modifiziert, um die Darstellung der sauren Muzine weiter zu verbessern. In
dieser Version wurde die Zugabe von Essigsaure bewusst weggelassen, da angenommen
wurde, dass deren Entfernung die Anfarbung verstarken konnte. Zusatzlich wurde vor der
Alcianblau-Farbung ein kurzes Wasserbad eingefiihrt, um die Gewebereaktion mit dem
Farbstoff gleichmaRiger zu gestalten.

Flr diese Testreihe wurden erneut zehn On-Slide-Objekttrager mit jeweils den
Krankheitsbildern Granuloma anulare (GA) und Lupus erythematodes (LE) vorbereitet. Die
Schnitte wurden vor der Farbung 30 Minuten im Ofen getrocknet und anschlieRend mit der
modifizierten Losung gefarbt (siehe Anhang S. 62).

Nach der Farbung erfolgte erneut eine kurze Ofentrocknung, bevor die Schnitte eingedeckt
wurden.

Troubleshooting — Zweiter Farbelauf erforderlich

Beim ersten Durchlauf der Farbung wurde versehentlich die Alcianblau-Lésung (L1) aus
dem urspringlichen Protokoll verwendet, anstatt die neue Morphisto-Lésung (L2)
einzusetzen. Da dies die Aussagekraft des Tests erheblich beeintrachtigte, musste ein
zweiter Lauf mit der korrekten Losung durchgefiihrt werden. Fir diesen
Wiederholungsversuch wurden erneut zehn On-Slide-Objekttrager mit identischen
Krankheitsbildern (GA und LE) prapariert.

Die Beurteilung erfolgte erneut mikroskopisch, wobei besonderes Augenmerk auf die
Farbeintensitat der Muzine sowie die Hintergrundfarbung gelegt wurde. Die Ergebnisse aus
dem zweiten Lauf mit der korrekten Losung konnten anschlie®end in die Optimierungs-
strategie einflieRen und dienten als valide Grundlage fiir den weiteren Verlauf der Arbeit
(siehe Anhang S. 65).

5.6.2 Version 3 — Verkiirzung der Kernechtrot-Farbung

Im nachsten Optimierungsschritt wurde die Dauer der Gegenfarbung mit Kernechtrot
reduziert:

= Verkiirzte Farbedauer: Die Einwirkzeit des Kernechtrots wurde von urspringlich
vier auf zwei Minuten gesenkt. Diese Anderung zielte darauf ab, den Kontrast
zugunsten der Muzine zu verschieben und stérende Hintergrundfarbungen zu
verringern.

Die Verklrzung sollte insbesondere bei schwacher angefarbten Praparaten zu einer
besseren Differenzierung fuhren.

Auch hier wurden zehn Objekttrager (jeweils GA und LE kombiniert) im On-Slide-Verfahren
verwendet und gefarbt mit der angepassten Version (siehe Anhang S. 63).

Nach der Farbung wurden die Objekttrager fir einpaar Minuten im Ofen getrocknet und
Eingedeckt.

Ebenfalls wurde hier unter dem Mikroskop ausgewertet
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5.6.3 Version 4 — Feinabstimmung der Kernechtrot-Dauer
Auf Empfehlung des Institutsleiters wurde eine weitere Variante getestet:

= Verldngerung auf drei Minuten: Im Gegensatz zur vorherigen Verklirzung wurde
diesmal die Einwirkzeit des Kernechtrots leicht verlangert auf drei Minuten. Ziel war
es, einen moglichen optimalen Mittelweg zu finden, der sowohl einen klaren
Hintergrund als auch eine ausreichende Sichtbarkeit der Muzine bietet.

Auch bei dieser modifizierten Variante wurden zehn Objekttrager mit GA- und LE-Gewebe
parallel angefertigt. Die Schnitte wurden ebenfalls 30 Minuten im Ofen getrocknet,
anschlieRend mit dem abgeanderten Protokoll gefarbt (siehe Anhang S. 63)

Danach erneut fir einige Minuten im Ofen getrocknet und abschlieRend eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch.

5.7 Weiterentwicklung zur kombinierten AB-PAS-Farbung

Auf Grundlage der Ergebnisse aus den vorhergehenden Einzelfarbungen wurde die
kombinierte Alcianblau-PAS-Farbung (AB-PAS) in einem weiteren Schritt in die praktische
Arbeit integriert. Ziel war es, die Vorteile beider Farbemethoden zu vereinen und somit eine
differenzierte Darstellung sowohl saurer als auch neutraler Muzine sowie pilztypischer
Strukturen im Gewebe zu ermdglichen.

Zur Unterstitzung dieser Erweiterung wurden zehn PAS-Referenzschnitte (Abbildung 26)
nach dem On-Slide-Verfahren angefertigt, jeweils mit zwei Schnitten der gleichen Krankheit
(Tinea corporis, Trichophytie oder Pityrosporum folliculitis). Diese dienten gezielt der
Darstellung neutraler Mukopolysaccharide sowie pilztypischer Zellwande.

Die Referenzschnitte bildeten eine wichtige Grundlage zur mikroskopischen Gegen-
Uberstellung und halfen, die Aussagekraft der kombinierten Farbemethode besser
beurteilen zu kénnen. Die Farbungen erfolgten an einem Tag, an dem die Farbel6sungen
im Farbeautomaten Medite TST 44 frisch ausgewechselt wurden (siehe Anhang S. 64).

| PAS |
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Abbildung 26: Perjodic-Acid-Schiff-Farbung On-Slide Objekttrager (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)

Die Schnitte wurden gefarbt und anschlieRend kurz im Ofen getrocknet und danach
eingedeckt.

Die aktuell in der Routine bei Kempf und Pfaltz eingesetzte PAS-Farbung wurde dabei
unverandert GUbernommen. Diese Methode hat sich in der taglichen Praxis als aul3erst
zuverlassig und qualitativ hochwertig erwiesen. Aufgrund der konstant guten
Farbeergebnisse sowie der klaren Darstellung diagnostisch relevanter Strukturen bestand
keinerlei Anlass, das bestehende Protokoll anzupassen oder zu modifizieren.

Vor der kombinierten Alcianblau-PAS-Farbung wurden die Schnitte mikroskopisch kurz

angeschaut, um sicherzustellen, dass die Farbung wie ublich reibungslos funktioniert hatte.
Anschliefend wurden die Schnitte fur die AB-PAS-Farbung aufbewahrt.
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5.8 Umsetzung der kombinierten AB-PAS Farbung

In diesem Arbeitsschritt wurde die zuvor optimierte Alcianblau-Farbung Version 4 mit dem
bewahrten Standardprotokoll der PAS-Farbung kombiniert (siehe Anhang S. 65).

Das Ziel war es, durch diese Kombination eine méglichst differenzierte Darstellung saurer
und neutraler Muzine sowie pilztypischer Zellstrukturen innerhalb eines einzigen Schnittes
zu ermdglichen. So sollte die diagnostische Aussagekraft erhoht und die visuelle
Trennscharfe zwischen unterschiedlichen Gewebekomponenten verbessert werden.

Hierfur wurden 10 AB-PAS-Kombinationsschnitte (Abbildung 27), bei denen auf jedem
Objekttrager drei unterschiedliche Gewebeschnitte gleichzeitig aufgezogen wurden: je einer
mit Granuloma anulare, Lupus erythematodes und einem Pilznachweis (Tinea corporis,
Trichophytie oder Pityrosporum folliculitis).

AB-AS

GA

LE

Abbildung 27: AB-PAS-Farbung On-Slide Objekttrager (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zurich)

Die Auswertung erfolgte ebenfalls mikroskopisch.

Da die angefarbten AB-PAS-Schnitte keine verwertbaren Ergebnisse lieferten und die
Pilzhyphen in den Scans allgemein auch bei der PAS-Farbung nur unzureichend sichtbar
waren, wurde flr die weitere Optimierung der digitalen Darstellung gezielt mit einzelnen,
besser geeigneten PAS-Schnitten gearbeitet.

5.8 Optimierung der digitalen Darstellung

Im Verlauf der Arbeit wurde gemeinsam mit dem IT-Team an der Anpassung der digitalen
Scanparameter gearbeitet, um die Darstellung feiner Gewebestrukturen, insbesondere
pilztypischer Elemente zu verbessern. Dabei lag der Fokus auf der Uberpriifung und
Anpassung von Kontrast, Auflésung sowie den Nachbearbeitungsoptionen.

Ein zentrales Thema war die Auswahl des geeigneten Fokusmodus. Standardmafig
arbeitet der Scanner mit finf Fokuspunkten (5FP), wobei in diesem Modus erste Strukturen
gut erkennbar, feine Details jedoch teilweise leicht unscharf dargestellt werden. Alternativ
steht ein erweiterter Modus mit neun Fokuspunkten (9FP) zur Verfiigung, der insbesondere
fur spezielle Anforderungen, wie z. B. bei Bildmaterial flr Publikationen, eingesetzt wird.
Dieser liefert eine hohere Detailgenauigkeit, geht jedoch mit einem erhéhten Zeitaufwand
beim Scanvorgang einher.

In Absprache mit dem IT-Team wurden die unterschiedlichen Modifikationen geprift und
hinsichtlich ihrer Eignung fur die Bearbeitung histologischer Hautschnitte bewertet. Die
Entscheidung zur Wahl des Scanmodus wurde unter Berticksichtigung von Bildqualitat und
Zeitaufwand situationsabhangig getroffen. Der 9FP-Modus bringt jedoch einen deutlich
erhohten Zeitaufwand mit sich, was insbesondere bei groésseren Probenserien
bertcksichtigt werden muss.

Die gescannten PAS-Schnitte wurden am Computer sowohl gleichzeitig auch
mikroskopisch ausgewertet um gute Vergleiche zu haben(siehe Anhang S. 70).

Die folgende Ubersicht (Tabelle 5) zeigt die durchschnittlichen Scan-Zeiten je nach Grésse
des Gewebes und gewahltem Fokusmodus:
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Gewebegrosse 5 Fokuspunkte (5FP) 9 Fokuspunkte (9FP)
Klein ca. 1 Minute mehr als 1 Minute
Mittel ca. 1.5 Minuten ca. 2 Minuten

Gross ca. 2.5 Minuten ca. 3 Minuten

Tabelle 4: Scan Auflésung und Zeit (Quelle Kempf und Pfaltz, 2025)

5.9 Ergebnisse

5.9.1 Schnittdicke

Die Bestimmung der optimalen Schnittdicke fir die Alcianblau-Farbung zeigt, dass 3 pm-
Schnitte eine deutlich bessere mikroskopische Beurteilbarkeit ermdglichen als 5 um-
Schnitte (vgl. Abbildungen 29, 39, 41). Dinnere Schnitte erlauben eine prazisere
Darstellung der Zell- und Gewebestrukturen, insbesondere bei der Farbung von Muzinen
(vgl. Abbildungen 28, 38, 40). Die diinneren Schnitte flihren zu einer héherwertigen
Farbequalitat und praziseren Erkennbarkeit feingeweblicher Details, was fir die
dermatopathologische Routinepraxis von grof3er Bedeutung ist. Aufgrund dieser
Ergebnisse werden alle weiteren Testreihen mit 3 um-Schnitten durchgefuhrt. In der
bisherigen Routine kommt standardmafig eine Schnittdicke von 5 ym zum Einsatz (vgl.
Anhang S. 72).

Schnittdicke 3um Schnittdicke 5um

m Qualitat = Strukturerkennung m Farbergebnis = Qualitat = Strukurerkennung = Farbeergebnis
Abbildung 28: Schnittdicke 3um (Quelle: Abbildung 29: Schnittdicke 5um (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstellte Grafik, Zurich) Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zirich)

5.9.2 Vergleich verschiedener Alcianblau-Lésungen (Version 1)

Zur Evaluierung der Farbequalitat wurden drei unterschiedliche Alcianblau-Lésungen
untersucht: Artechemis (L1), Morphisto (L2) und Diapath (L3). Die Morphisto-Losung zeigte
das gunstigste Verhaltnis zwischen spezifischer Muzinfarbung und minimaler Hintergrund-
farbung. Wahrend die Artechemis-Lésung eine gute Muzinfarbung erzielte, war der
Hintergrund jedoch storend gefarbt (vgl. Abbildungen 30, 42, 43). Die Diapath-Ldsung
hingegen zeigte insgesamt eine zu schwache Farbeintensitat (vgl. Abbildungen 31, 46, 47).
Die Morphisto-Ldsung bietet eine akzeptable Muzinfarbung bei nahezu klarem Hintergrund
(Abbildungen 32, 44, 45). Aufgrund dieser Resultate wird Lésung 2 als aussichtsreichster
Kandidat flir weitere Optimierungsschritte ausgewahlt. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde
die Morphisto-Lésung als vielversprechender Kandidat fir weitere Optimierungen
ausgewahlt. Diese Testreihe diente als Grundlage zur Definition eines neuen
Standardverfahrens (vgl. Anhang S. 73).
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Anfarbung Version 1
Losung 1

Anfarbung Version 1
Losung 2

m Muzine = Hintergrund m Muzine = Hintergrund

Abbildung 30: Anfarbung Version 1 Lésung 1 Abbildung 31: Anfarbung Version 1 Lésung 2
(Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte
Grafik, Zirich) Grafik, Zirich)

Anfarbung Version 1
Losung 3

N

m Muzine = Hintergrund

Abbildung 32: Anfarbung Version 1 Lésung 3 (Quelle:
Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zurich)

5.9.3 Optimierungsschritte

Version 2 — Anpassung der Morphisto-Lésung

Die Alcianblau-Farbung ohne Vorbehandlung mit Essigsaure und mit anschliellender
Wasserbad-Inkubation fihrte zu einer homogeneren, aber weiterhin schwachen
Muzinfarbung. Ein technischer Fehler bei dem die falsche AB- Ldsung (vgl. Abbildungen 52,
53), im ersten Lauf verwendet wurde, beeintrachtigte das Ergebnis nicht wesentlich. Der
Hintergrund zeigte weiterhin starken Kontrast, was die Sichtbarkeit der Muzine erschwerte
(vgl. Abbildungen 33, 48, 49, 50, 51). Im Vergleich zur ersten Version verringerte sich die
Farbeintensitat (vgl. Anhang S. 74).

Anfarbung Version 2
Losung 2

m Muzine = Hintergrund

Abbildung 33: Anfarbung Version 2 (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zurich)
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Version 3 — Verkiirzung der Kernechtrot-Farbung

Die Verkilrzung der Gegenfarbung mit Kernechtrot von vier auf zwei Minuten verbesserte
die Differenzierung der Muzine deutlich. Diese erschienen kraftiger und kontrastreicher,
wahrend der Hintergrund abgeschwacht wurde, jedoch teilweise zu blass wirkte (vgl.
Abbildungen 34, 54, 55, 56, 57) Dies verdeutlicht die wichtige Rolle der Gegenfarbung fir
das histologische Gesamtbild (vgl. Anhang S. 75).

Anfarbung Version 3
Losung 2

é

m Muzine = Hintergrund

Abbildung 34: Anfarbung Version 3 (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zurich)

Version 4 — Feinabstimmung der Kernechtrot-Dauer

Eine Verlangerung der Kernechtrot-Farbung auf drei Minuten fuhrte zu einer optimalen
Balance zwischen sichtbaren Muzinen und einem weitgehend frei von starenden
Hintergrund bleibt (Abbildungen 35, 48, 49, 60, 61). Diese Variante erzielte die besten
Gesamtergebnisse und wurde als neues Standardprotokoll etabliert. Version 4 bildete
zudem die Grundlage fir die nachfolgende Kombination mit der PAS-Farbung (vgl. Anhang
S. 76).

Anfarbung Version 4
Losung 2

m Muzine = Hintergrund

Abbildung 35: Anfarbung Version 4 Diagramm (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstelltes Bildmaterial)
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5.9.4 Kombination AB-PAS

Die optimierte Alcianblau-Farbung (Version 4) (Abbildungen 65, 67) wird mit dem
etablierten PAS-Protokoll (Abbildung 62, 63, 64, 69) kombiniert, um saure und neutrale
Muzine sowie Pilze simultan darzustellen. Die mikroskopische Beurteilung zeigte jedoch,
dass die Darstellung saurer Muzine und Pilze unzuverlassig bleibt: Beide sind nicht
ausreichend gefarbt, und der Hintergrund erscheint zu dunkel, wodurch die Muzine schwer
erkennbar sind (Abbildungen 66, 68). Die PAS-Farbung zeigt zudem keine stabile Qualitat
(Abbildung 70). Aufgrund der mangelhaften mikroskopischen Darstellung, insbesondere der
Pilze und des zu dunklen Hintergrunds (Abbildung 36), wurde die kombinierte AB-PAS-
Farbung nicht flir die Scanoptimierung herangezogen. Selbst bei digitaler Erfassung ware
die diagnostische Aussagekraft eingeschrankt, da Pilzstrukturen kaum zuverlassig
dargestellt wiirden (siehe Anhang S. 79).

AB-PAS Anfarbung mit
Version 4

V>

= Pilze Hintergrund = sauren Muzine
Abbildung 36: AB-PAS Anfarbung mit Version 4 (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zurich)

Ruckfragen bei anderen dermatopathologischen Laboren bestatigen, dass dort AB- und
PAS-Farbungen ebenfalls getrennt durchgefuhrt werden, insbesondere in der
Hautdiagnostik. Die AB-PAS-Kombination erzielt vor allem im gastrointestinalen Bereich
zufriedenstellende Ergebnisse. Dies flhrt zur Entscheidung, zukinftig wieder auf getrennte
Farbungen zu setzen.

5.9.5 Digitalisierung und Scanning

Die Optimierung der digitalen Darstellung fokussierte sich auf einzelne PAS-Schnitte, da die
kombinierte AB-PAS-Farbung keine zufriedenstellende mikroskopische Qualitat zeigte. In
Zusammenarbeit mit dem IT-Team wurden Scanparameter angepasst und der Vergleich
zwischen dem 5FP- (vgl. Abbildungen 71, 73) und dem erweiterten 9FP-Modus (vgl.
Abbildungen 72, 74) durchgefihrt. Der 9FP-Modus zeigte eine deutlich verbesserte
Erkennbarkeit feiner Gewebestrukturen, insbesondere von Pilzhyphen. Aufgrund der
langeren Scan-Zeit (vgl. Abbildung 37) wird der 9FP-Modus jedoch nur gezielt fur PAS-
Farbungen eingesetzt, wahrend flir Routineaufnahmen der 5FP-Modus genutzt wird. Das
arztliche Team bestatigt, dass die digitalen Scans nun auch im Homeoffice zuverlassig
beurteilbar sind. Dennoch bleibt die klassische Mikroskopie flir die genaue Erkennung
kleiner Pilzstrukturen weiterhin Gberlegen (siehe Anhang S. 80).
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Scan-Auflosung
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Abbildung 37: Scan Auflésung (Quelle: Murugadas, 2025, selbsterstellte Grafik, Zirich)

Als praktikabler Kompromiss findet der 9FP-Modus gezielt nur fir PAS-Farbungen
Anwendung, wahrend fur Routineaufnahmen weiterhin der 5SFP-Scan genutzt wird.
Rickmeldungen aus dem arztlichen Team bestatigen, dass die digitalen Scans nun auch im
Homeoffice zuverlassig beurteilbar sind. Dennoch bleibt die klassische Mikroskopie,
insbesondere flr die genaue Erkennung kleiner Pilzstrukturen, weiterhin tberlegen.
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5.10 Ergebnisse anhand Bilder
Schnittdicke

3um 5um

GA
S VG
i ,,J@ e B AT I =7
Abbildung 38: Granuloma anulare 3um, 10x Abbildung 39: Granuloma anulare 5um, 10x
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich) Selbsterstelltes Bildmaterial, Ziirich
LE

< - %

; % 08 248 N T B s IO M52
um, 10x | Abbildung 41: Lupus erythematodes 5um,

Abbildung 40: Lupus erythematodes 3
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich) 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)
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Version 1
GA LE
_ o
Artechemis i
Losung s
(aktueller oL .
Stand) S L
Abbildung 42: Granuloma anulare Abbildung 43: Lupus erythematodes Version 1
Version 1 Artechemis AB- Lésung, 10x Artechemis AB-Ldsung, 10x Vergrésserung
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Zirich)
Zdrich)
Morphisto
Lésung
Abbildung 44: Granuloma anulare, Abbildung 45: Lupus erythematodes, Version 1
Version 1 Morphisto AB- Losung, 10x Morphisto AB- Lésung, 10x Vergrésserung
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Ziirich)
Zdurich)
Diapath
Losung

Abbildung 46: Granuloma anulare,
Version 1 Diapath AB- Lésung, 10x
Vergrésserung (Quelle: Murugadas,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,

Zurich)

Abbildung 47: Granuloma anulare, Version 1
Diapath AB- L6sung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)
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Aktueller Stand

Nach Optimierung

s g’s R :

& .
Abbildung 50: Lupus erythématodeé Version
1 Artechemis AB-L&sung, 10x
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,

Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich)

GA &
. SOV y \\4 :» . : : : s 2
Abbildung 48: Granuloma anulare Version 1 | Abbildung 49: Granuloma anulare, Version 2
Artechemis AB- Lésung, 10x Vergrosserung | Morphisto AB- Lésung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)
LE

Abbildung 51: Lupus erythematodes Version 2
Morphisto AB-L6sung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)

Falsche AB-L6sung

GA

RN

Abbildung 52: Gran.l-JIoma anulare, falsche AB Lésung
Version 2, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)

w3

Abbildung 53: Lupus erythematodes, falsche
AB Lésung Version 2, 10x Vergrosserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)
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Version 3 — Morphisto-Losung

Aktueller Stand Nach Optimierung

GA A
&
S L~'x4 "_'
Abbildung 54 Granuloma anulare, Version 1 | Appildung 55: Granuloma anulare, Version 3
Artechemis AB- Ldsung, 10x Vergrésserung Morphisto AB-Lésung, 10x Vergrosserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes | (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Blldmaterlal, ZUFICh) Bildmaterial, ZUrich)
LE o <
TN g

Abbildung 56: Lupus erythematodes Version
1 Artechemis AB-Lésung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)

Abbildung 57: Lupus erythematodes Version 3
Morphisto AB-Ldsung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)
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Version 4 — Morphisto — Losung

Aktueller Stand Nach Optimierung

GA =
4
e S A
Abbildung 58: Granuloma anulare, Version 1 | Abbildung 59: Granuloma anulare, Version 4
Artechemis AB- Lésung, 10x Vergrésserung | Morphisto AB-Lésung, 10x Vergrosserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich) Bildmaterial, Zirich)
LE 2 =

Abbildung 60: Lupus erythematodes Version | Abbildung 61: Lupus erythematodes Version 4
1 Artechemis AB-L6sung, 10x Vergrésserung | Morphisto AB-Losung, 10x Vergrosserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich) Bildmaterial, Zirich)
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PAS-Farbung (Standardprotokoll)

2 ’ : T
Abbil : Pityrosporum follicu
Farbung, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas,

TR

i .‘.;’ ’.‘ f ‘,I .J&” ‘ . 22,
Abbildung 63: Trichophytie, PAS-Farbung, 10x

Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich)

corporis, PAS-Farbu
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich)

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz
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AB-PAS-Farbung

AB Version 4 AB Version 4 + aktuellem PAS
GA
Abbildung 63: Granuloma anulare, | Abbildung 64:Granuloma anulare, AB-
Version 4 Morphisto AB-L&sung, PAS Farbung, 10x Vergrésserung
10x Vergrésserung (Quelle: (Quelle: Murugadas, 2025,
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes | Selbsterstelltes Bildmaterial, Ziirich)
Bildmaterial, Zirich)
LE
Abbildung 65: Lupus _ Abbildung 66:L'u‘,pus erythematodes,
erythgmatodes VerS|or.1. 4 Morphisto | AB-PAS Farbung, 10x Vergrésserung
AB-L6sung, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025,
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)
Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zirich)
Aktueller PAS AB Version 4 mit aktuellem PAS
TC
Abbildung 67: Tinea corporis, PAS- | Abbildung 68: Tinea corporis, AB-PAS
Farbung, 10x Vergrésserung Farbung, 10x Vergrésserung (Quelle:
(Quelle: Murugadas, 2025, Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich) | Bildmaterial, Zurich)
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Scan Optimierung

5 Fokuspunkte 9 Fokuspunkte

TR
> ( w7 o o : M 4 A2
Abblldung 69 Tnchophytle PAS Farbung, Abblldung 70: Trlchophytle PAS Farbung, 9P,
5P, 10x Vergrésserung (Quelle: Murugadas, | 10x Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich) Selbsterstelltes Bildmaterial, Ziirich)

PF

> é xxls v = d
Abblldung 71 Pltyrosporum foII|cuI|t|s PAS- Abblldung 72 Pltyrosporum folllculltls PAS-

Farbung, 5P, 10x Vergrésserung (Quelle: Farbung, 9P, 10x Vergrésserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zrich) Bildmaterial, Zirich)

(Der Unterschied zwischen 5 Fokuspunkte und 9 Fokuspunkte ist auf den Fotografien nicht
so deutlich erkennbar wie auf den Scans.)
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6.7 Diskussion

6.7.1 Beantwortung der Fragestellung

Auf Grundlage der im Praxisteil gewonnenen Ergebnisse lassen sich hier nun die
Fragestellungen beantworten.

1. Wie lasst sich die Alcianblau-Farbung entwickeln, damit sich die Muzine bei
Hauterkrankungen gut darstellen lassen?

Die Ergebnisse zeigen, dass die Optimierung der Alcianblau-Farbung durch eine
systematische Anpassung von Schnittdicke, Farbelésung und Gegenfarbung mdglich ist.
Insbesondere die Verwendung von 3 um diinnen Schnitten in Kombination mit der
Morphisto-Lésung und einer fein abgestimmten Kernechtrot-Farbung fiihrt zu einer klareren
und selektiveren Darstellung saurer Muzine, wie sie bei Erkrankungen wie Granuloma
annulare (GA) und Lupus erythematodes (LE) vorkommen. Diese Optimierung basiert auf
theoretischen Grundlagen zur Gewebedarstellung und bestatigt deren praktische
Umsetzbarkeit im Labor. Die entwickelte Methode ist praxistauglich und verbessert die
diagnostische Sicherheit.

2. Welche Schritte sind nétig, um die Alcianblau- und PAS-Farbung in der
Hautdiagnostik in einer AB-PAS-Farbung zu kombinieren?

Die Kombination beider Farbungen erfordert eine prazise Abstimmung der Protokolle. Trotz
einer theoretisch moglichen Integration zeigte die praktische Umsetzung, dass die
kombinierte AB-PAS-Farbung in der Hautpathologie nicht durchgehend eine zuverlassige
Darstellung von sauren Muzinen und Pilzen gewabhrleistet. Hintergrundfarbungen und
unzureichende Kontraste beeintrachtigten die mikroskopische Beurteilung. Rickmeldungen
aus anderen dermatopathologischen Laboren bestéatigen, dass getrennte Farbungen
weiterhin Standard sind. Die Ergebnisse legen nahe, dass eine weitere methodische
Entwicklung notwendig ist, bevor die Kombinationsfarbung in der Routine eingesetzt
werden kann.

3. Welche MaBRnahmen kdnnen die Qualitat des digitalen Scannens verbessern, um
die Pilze in den AB-PAS-gefarbten Schnitten auch im Homeoffice optimal analysieren
darzustellen?

Da die kombinierte AB-PAS-Farbung mikroskopisch nicht Gberzeugte, wurde die digitale
Optimierung auf einzelne PAS-Schnitte fokussiert. Die Anpassung der Scanparameter,
insbesondere der Einsatz des erweiterten 9-Fokus-Punkte-Modus (9FP), ermdglichte eine
deutlich bessere Erkennbarkeit feiner Pilzstrukturen wie Hyphen. Die langere Scan-Zeit
dieses Modus erfordert jedoch einen gezielten Einsatz, z.B. nur bei Proben mit
Pilzverdacht. Die enge Zusammenarbeit mit dem IT-Team ist dabei entscheidend. Die
Kombination von digitaler Bildgebung und klassischer Mikroskopie bleibt essenziell, um
auch im Homeoffice eine diagnostisch hochwertige Analyse sicherzustellen.

6.8 Ausblick

Die optimierte Alcianblau-Farbung wird im Praktikumsbetrieb als Standardverfahren
etabliert. ZukUnftige Arbeiten sollten sich auf die methodische Verbesserung der AB-PAS-
Kombination fokussieren, um eine zuverlassige diagnostische Anwendung in der
Hautdiagnostik zu ermdglichen. Zudem ist die fortlaufende Optimierung digitaler
Scanverfahren und die interdisziplinare Zusammenarbeit mit der IT-Gruppe wichtig, um die
Diagnostik im digitalen Umfeld, auch im Homeoffice, weiter zu verbessern. Die
Ubereinstimmung der entwickelten Methode mit etablierten Protokollen bestétigt die
praktische Relevanz und unterstitzt eine breite Akzeptanz.

Seite | 43



Harini Murugadas Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

Bemerkenswert ist zudem, dass ein vom neu ins Team aufgenommenen Arzt mit
dermatopathologischer Spezialisierung eingebrachtes Alcianblau-Protokoll in allen
wesentlichen Punkten mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Verfahren
Ubereinstimmt. Dies bestatigt nicht nur die Qualitadt und Praxistauglichkeit der optimierten
Lésung, sondern unterstreicht auch deren Ubereinstimmung mit etablierten Standards in
der dermatopathologischen Diagnostik.
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7. Reflexion

Die Erarbeitung dieser Diplomarbeit war fur mich eine sehr lehrreiche und pragende
Erfahrung. Es war spannend, den gesamten Prozess von der Themenfindung bis hin zur
Umsetzung und Auswertung eigenstandig mitverfolgen und aktiv mitgestalten zu dirfen.
Besonders bereichernd war fir mich die Mdglichkeit, im praktischen Teil selbststandig zu
experimentieren, Losungen auszutesten und methodische Optimierungen vorzunehmen,
die letztlich auch im Team weiterverwendet wurden. Der Gedanke, mit meiner Arbeit einen
kleinen Beitrag im Laborwesen geleistet zu haben, erfillt mich mit Freude und Stolz.

Die Unterstitzung durch mein ganzes Team, insbesondere durch meine Berufsbildnerin
war Uber die gesamte Dauer hinweg sehr wertvoll. Ich wurde sowohl fachlich als auch
menschlich eng begleitet, und die Hilfsbereitschaft sowie die Offenheit im Laboralltag haben
wesentlich dazu beigetragen, dass ich mich wohl, sicher und motiviert gefiihlt habe.

Den Einstieg in die Diplomarbeitsphase empfand ich zunachst als herausfordernd, da ich
mich intensiv mit dem Thema und den fachlichen Hintergriinden auseinandersetzen
musste. Besonders der Einstieg in das Schreiben der Diplomarbeit fiel mir anfangs schwer,
da es mir nicht leichtfiel, meine Gedanken klar zu strukturieren und schriftlich
auszudricken. Mit der Zeit gewann ich jedoch mehr Sicherheit, konnte einen roten Faden
entwickeln und fand zunehmend Freude am Ausformulieren der einzelnen Kapitel. Die
Orientierung im Thema fiel mir ebenfalls leichter. Besonders hilfreich war, dass wir im Labor
Zugang zu sehr guter Fachliteratur hatten. So hatte ich keine Miihe, passende Blicher zu
finden, um meine Fragestellungen theoretisch zu untermauern und geeignete
Lésungsmaoglichkeiten zu formulieren.

Im Verlauf der praktischen Umsetzung kam es auch zu kleineren Verzdgerungen.

Das Durchsehen der Patientendossiers zur Auswahl geeigneter Falle gestaltete sich als
herausfordernd. Die Menge an zu sichtenden Dossiers war grof3, und der regulare
Laboralltag lie® aufgrund der hohen Arbeitsauslastung oft wenig Zeit fir diese zusatzliche
Aufgabe. Dadurch verzégerte sich dieser Schritt etwas. Dennoch war es fir mich wichtig,
gezielt geeignete Krankheitsbilder auszuwahlen, um eine fundierte Basis fur die praktische
Umsetzung zu schaffen.

Ebenfalls wurde einmal versehentlich die Alcianblau-Lésung im Automaten nicht rechtzeitig
gewechselt. Dadurch musste ein ganzer Farbedurchlauf wiederholt werden, was einen
zusatzlichen Arbeitstag in Anspruch nahm. Diese Erfahrung hat mir die Bedeutung von
sorgfaltiger Protokollkontrolle und klaren Ablaufen im histologischen Alltag nochmals
deutlich gemacht.

Herausfordernd war es teilweise auch, die praktischen Arbeiten in den regularen
Laboralltag zu integrieren. Da es tagsuber oft sehr arbeitsintensiv war, musste ich viele
dieser Arbeiten durchfuhren, wenn die Routine fertig war. Trotz dieser Belastung war ich
froh, auf ein unterstiitzendes Team zahlen zu kénnen, das mir Raum und Ruickhalt gegeben
hat.

Ein wichtiger Wendepunkt in der Diplomarbeitsphase war mein langerer krankheits-
bedingter Ausfall. Zum Glick hatte ich die meisten praktischen Arbeiten bereits vor dieser
Phase abgeschlossen. Trotzdem war es nicht einfach, nach der Unterbrechung wieder in
den Arbeitsrhythmus zurtckzufinden. Mit Unterstitzung meines Teams und einer klaren
Struktur gelang es mir jedoch, rasch wieder Anschluss zu finden und die schriftlichen
Arbeiten konzentriert fortzufhren.

Ein zusatzlicher, zeitintensiver Aspekt war die Auswahl und Dokumentation der Scans.
Obwohl es sehr spannend war, die Bilder im Detail zu analysieren, erforderte es viel Zeit,
geeignete Aufnahmen exemplarisch auszuwahlen und moglichst an denselben Stellen zu
fotografieren. Die Schwierigkeit lag vor allem darin, dass die Farbungen insbesondere der
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Muzine bei jedem Ansatz unterschiedlich ausfielen. Dadurch war es oft nicht einfach,
vergleichbare Schnitte mit guter Darstellung zu finden. Dennoch konnte ich aus diesem
Prozess viel Uber Genauigkeit, Standardisierung und Dokumentation lernen.

Im Verlauf der Diplomarbeit entwickelte ich noch mehr Begeisterung flr den Fachbereich
Histologie. Zu Beginn hatte ich gewisse Bedenken, ob mir Tatigkeiten wie das Schneiden
liegen wurden. Doch mit wachsender Sicherheit entwickelte ich Freude und Interesse an
diesen Aufgaben. Ich konnte einen vielfaltigen Einblick in die verschiedenen Bereiche
bekommen und sehr viel Neues dazulernen. Besonders bereichernd war auch die
interdisziplinare Zusammenarbeit mit arztlichem Fachpersonal, die mir den diagnostischen
Wert unserer Arbeit nochmals deutlich machte.

Far mein zukunftiges berufliches Handeln nehme ich aus dieser Zeit mit, wie wichtig
Selbststandigkeit, strukturiertes Arbeiten und Verantwortungsbewusstsein im medizinischen
Labor sind. Die Fahigkeit, theoretisches Wissen mit praktischer Umsetzung zu verknpfen,
sowie die Offenheit fiir Teamarbeit und interdisziplinaren Austausch, sind fir mich
essenziell geworden. Ich habe gelernt, mit Herausforderungen flexibel umzugehen und trotz
Rickschlagen I6sungsorientiert weiterzuarbeiten.

Ich bin sehr dankbar, ein Teil der Laborwelt zu sein.
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10.Anhang
10.1 Verwendete Kl-Tools
Kl-Instrument Verwendung Betroffenes Kapitel der
Diplomarbeit
ChatGPT Hilfestellung bei der Allgemein Arbeit
https://chatgpt.com Formulierung
Perplexity Al Finden von Quellen Kapitel Theorieteil
https://lwww.perplexity.ai
10.2 Weitere Bilder
Version 1 Morphisto-Losung
GA LE
et N,
Artechemis |~ >
Losung s S s N
(aktueller 2 % Aoy ; i
Stand) R X
Gfar’lulomé’anulare \./ersic')n‘1 ‘ Lﬁpus erythemeftodés Version 1
Artechemis AB- Ldosung, 10x Artechemis AB-L6sung, 10x Vergrosserung
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, (Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Zurich)
Zurich)
A\
Morphisto e
Lésung
Granu!oma anuI?re, Version 1 Lupus erythematodes, Version 1 Morphisto
Morphllsto AB- LOsung, 10x AB- Ldsung, 10x Vergrésserung (Quelle:
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Ziirich)
Zdrich)
Diapath
Lésung
Granuloma anulare, Version 1 Diapath Granuloma anulare, Version 1 Diapath AB-
AB- Lésung, 10x Vergrésserung Lésung, 10x Vergrésserung (Quelle:
(Quelle: Murugadas, 2025, Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)
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Version 2 — Morphisto Losung

Aktueller Stand Nach Optimierung

GA
Granuloma anulare Version 1 Artechemis Granuloma anulare, Version 2 Morphisto AB-
AB- Losung, 10x Vergrésserung (Quelle: Losung, 10x Vergrésserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zurich) Bildmaterial, Zurich)
222 S e,
LE

Lupus erythematodes Version 1 Artechemis
AB-L6sung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)

Lupus erythematodes Version 2 Morphisto AB-
Losung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)

Falsche AB-L6sung

GA | LE

Granuloma anulare, falsche AB Lésung Version 2, Lupus erythematodes, falsche AB Lésyng
10x Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025, Version 2, 10x Vergrosserung (Quelle:
Selbsterstellites Bildmaterial, Ziirich) Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Ziirich)

Seite | 54



Harini Murugadas Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

Version 3 — Morphhisto-L6sung

Aktueller Stand Nach Optimierung

GA
Grar‘n‘ulomarrénullare, \/éfsidnﬁ Ar;t‘e.che'rﬁ‘is Granuloma anulare, Version 3 Morphisto AB-
AB- Losung, 10x Vergrésserung (Quelle: Losung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)

LE

Lupus erythemato‘déé Version 1 Artechérfﬁs Lupus erythematodes Version 3 Morphisto AB-

AB-L6sung, 10x Vergrosserung (Quelle: Losung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)
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Version 4 — Morphisto — Losung

Aktueller Stand Nach Optimierung

GA
y 2 Set A 5ve PIAEl v AR\ :
Granuloma anulare, Version 1 Artechemis Granuloma anulare, Version 4 Morphisto AB-
AB- Lésung, 10x Vergroésserung (Quelle: Lésung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)

LE

> ‘ L

Lupus erythematédésh Version 1 Artechérhis Lupus erythemétodes Version 4 Morphisto AB-

AB-L6sung, 10x Vergrésserung (Quelle: Lésung, 10x Vergrosserung (Quelle:
Murugadas, 2025, Selbsterstelltes Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich) Bildmaterial, Zirich)
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PAS-Farbung (Standardprotokoll)

PF
FELZ e PR 2 VL et
Pityrosporum folliculitis, PAS-Farbung, 10x
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)

TR

4 Y 7 A T,

Trichophytie, PAS-Farbung, 10x Vergrésserung
(Quelle: Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Zirich)
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AB-PAS-Farbung

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

AB Version 4 AB Version 4 + aktuellem PAS
GA
Granuloma anulare, Version 4 Granuloma anulare, AB-PAS
Morphisto AB-Lésung, 10x Farbung, 10x Vergriésserung (Quelle:
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, | Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Zurich)
Zirich)
LE
Lupus .eryth-e‘mé__todes Version 4 Lupus erythematodes, AB-PAS
Morphisto AB-Losung, 10x Farbung, 10x Vergrésserung (Quelle:
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, | Murugadas, 2025, Selbsterstelltes
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Bildmaterial, Ziirich)
Zirich)
Aktueller PAS AB Version 4 mit aktuellem PAS
TC

Tinea corporis, PAS-Farbung, 10x
Vergrosserung (Quelle: Murugadas,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zdurich)

2P i~ =
Tinea corporis, AB-PAS Farbung, 10x
Vergrésserung (Quelle: Murugadas,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Zdurich)
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Scan Optimierung

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

5 Fokuspunkte

9 Fokuspunkte

TR
Trichophytire, PAS-Farbung, 5P, 10x Trichophytie, PAS-Farbung, 9P, 10x
Vergrésserung (Quelle: Murugadas, 2025, Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich) Selbsterstelltes Bildmaterial, Zlrich)

PF T

Pityrosporum folliculitis, PAS-Férbung, 5P,
10x Vergrosserung (Quelle: Murugadas,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, Zirich)

Pityrosporum folliculitis, PAS-Farbung, 9P, 10x
Vergrosserung (Quelle: Murugadas, 2025,
Selbsterstelltes Bildmaterial, Zurich)

(Der Unterschied zwischen 5 Fokuspunkte und 9 Fokuspunkte ist auf den Fotografien nicht
so deutlich erkennbar wie auf den Scans.)

Weitere Bilder kdnne Uber die IT Abteilung oder Praktikumsausblidnerin von Kempf und
Pfaltz angeschaut werden.

10.3 Austestungsmaterial

Patienten Granuloma | Lupus Trichophytie | Pityrosporum | Tinea
anulare erythematodes | (TR) folliculitis (PF) | corporis
(GA) (LE) (IC)

1 X X X X X

2 X X X X

3 X X X X

4 X X X X

5 X X X

6 X X

7 X X

8 X X

9 X X

10 X X
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Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

10.4 Chemikalienliste

Bezeichnung Hersteller | Menge | Verfalldatum | Referenz- | Lot Nummer
nummer

Alcianblau 1% | Artechemi | 1L 10.02.2027 US 056 ZH 7435

in Essigsaure | s

3%)

Alcianblau 1% | Morphisto | 1L 01.2027 12696.010 | 53365-22

(PH2.5% in 00

Essigsaure)

Alcian Blue pH | Diapath 500ml 30.09.2026 C0052 2024X12750

2.5 acc. Mowry

Alkohol Bio- 4500ml | 04.2027 - 2504284873

absolut A15-A, | systems 90

denat

Alkohol 94% Bio- 4500ml | 03.2026 - 2203282775

F25-A, systems 40

denaturiert

Diamount Diapath 500ml 01.2027 030400 2025X00073

Essigsaure > Artechemi | 1L 03.04.2027 US 066 ZH 5541

99% Ph. Eur. s

Hamalaun Artechemi | 1L 20.12.2026 UsS 020 ZH 7289

nach Mayar s

verstarkt

Kernechtrot- Waldeck 1L 30.09.2026 2E-012 32687

Aluminiumsulf

at

Natriumbisulfit | Artechemi | 1L 16.05.2027 US 073 ZH 7683

0.52% S

Pejodsaure Artechemi | 1L 27.01.2027 Us 075 ZH 7400

0.5% s

Ottix Plus Diapath 5000ml X0076 2024X14860

Ottix Shaper Diapath 5000ml | 10.2026 X0096 2024X14861

Schiffs Artechemi | 1L 06.03.2026 us 187 ZH7501

Reagenz S
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10.5 Farbeprotokolle

Alcianblau Farbung Version 1 (aktuelles Protokoll)

<O (890 N G On GBS O0 ) =

15

10.

1.

12.

13.

14.

16.

Ottix Plus 5 Minuten

Ottix Plus 3 Minuten

Alkohol absolut 1 Minute

Alkohol abs. 1 Minute

Ottix Shaper 1 Minute

Ottix Shaper 1 Minute

Aqua demin. 1 Minute

Essigsaure 3% 3 Minuten

Alcianblau 35 Minuten
Wasserbad 3 Minuten

Kernechtrot 4 Minuten

Wasserbad 1 Minute 30 Sekunden
Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
Ottix Shaper 1 Minute

Ottis Plus 1 Minute

Ofen trocknen 5 Minuten

17.

Eindecken mit
Diamount

Alcianblau Farbung Version 2

Diamount

1. Ottix Plus 5 Minuten

2. Ottix Plus 3 Minuten

3. Alkohol abs. 1 Minute

4. Alkohol abs. 1 Minute

5. | Ottix Shaper 1 Minute

6. | Ottix Shaper 1 Minute

7. | Aqua demin. 1 Minute

8. Wasserbad 3 Minuten

9. Alcianblau 35 Minuten

10. | Wasserbad 3 Minuten

11. | Kernechtrot 4 Minuten

12. | Wasserbad 1 Minute 30 Sekunden
13. | Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
14. | Ottix Shaper 1 Minute

15. | Ottis Plus 1 Minute

16. | Ofen trocknen 5 Minuten

17. | Eindecken mit

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz
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Alcianblau Farbung Version 3

1. Ottix Plus 5 Minuten
2. Ottix Plus 3 Minuten
3. Alkohol abs. 1 Minute
4, Alkohol abs. 1 Minute
5. Ottix Shaper 1 Minute
6. | Ottix Shaper 1 Minute
7. | Aqua demin. 1 Minute
8. Wasserbad 3 Minuten
9. Alcianblau 35 Minuten
10. | Wasserbad 3 Minuten
11. | Kernechtrot 2 Minuten
12. | Wasserbad 1 Minute 30 Sekunden
13. | Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
14. | Ottix Shaper 1 Minute
15. | Ottis Plus 1 Minute
16. | Ofen trocknen 5 Minuten
17. | Eindecken mit
Diamount
Alcianblau Farbung Version 4
1. Ottix Plus 5 Minuten
2. Ottix Plus 3 Minuten
3. Alkohol absolut. 1 Minute
4. Alkohol absolut 1 Minute
5. Ottix Shaper 1 Minute
6. | Ottix Shaper 1 Minute
7. | Aqua demin. 1 Minute
8. Wasserbad 3 Minuten
9. Alcianblau 35 Minuten
10. | Wasserbad 3 Minuten
11. | Kernechtrot 3 Minuten
12. | Wasserbad 1 Minute 30 Sekunden
13. | Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
14. | Ottix Shaper 1 Minute
15. | Ottis Plus 1 Minute
16. | Ofen trocknen 5 Minuten
17. | Eindecken mit

Diamount

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz
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PAS-Farbung

| Ottix Plus | 5 Minuten
Ottix Plus 3 Minuten
Alkohol absolut 1 Minute
Alkohol absolut 1 Minute
Ottix Shaper 1 Minute
Ottix Shaper 1 Minute
Aqua demin 1 Minute
Perjodsaure 0.5% 10 Minuten
Aqua demin 1 Minute
Schiff's Reagenz 4 Minuten
Schiff's Reagenz 4 Minuten
Natriumbisulfit 0.52% 4 Minuten
Natriumbisulfit 0.52% 3 Minuten
Wasserbad 8 Minuten
Hamalaun nach Mayer | 2 Minuten
Wasserbad 5 Minuten
Wasserbad 1 Minute 30 Sekunde
Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
Ottix Shaper 1 Minute
Ottix Plus 1 Minute
Ofen trocknen 5 Minuten
Eindecken mit
Diamount

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz
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AB-PAS mit Version 4 und beibehaltenen PAS-Protokoll

Ottix Plus 5 Minuten
Ottix Plus 3 Minuten
Alkohol absolut 1 Minute
Alkohol absolut 1 Minute
Ottix Shaper 1 Minute
Ottix Shaper 1 Minute
Aqua demin 1 Minute
Wasserbad 3 Minuten
Alcianblau 35 Minuten
Wasserbad 3 Minuten
Perjodsaure 0.5% 10 Minuten
Aqua demin 1 Minute
Schiff's Reagenz 4 Minuten
Schiff's Reagenz 4 Minuten
Natriumbisulfit 0.52% 4 Minuten
Natriumbisulfit 0.52% 3 Minuten
Wasserbad 8 Minuten
Hamalaun nach Mayer | 2 Minuten
Wasserbad 5 Minuten

Wasserbad 1 Minute 30 Sekunde
Ottix Shaper 1 Minute 30 Sekunden
Ottix Shaper 1 Minute

Ottix Plus 1 Minute

Ofen trocknen 5 Minuten

Eindecken mit
Diamount

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz
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Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

FV - Alcianblau maschinell

erstelli:
geprift:
freigegeben:
Version:
Dokument-Nr.:

20.10.2015, QMA
03.07.2023, QM
07.07.2023, LAB-L

005
21.F.01

Dieses Dokumnent ist geistiges Eigentum von kempf und pfaltz und darf ohne Einwiligung der Institutsleitung weder kopiert noch anderweitig verviel-

faltigt werden.

Alcianblau (AB) maschinell

zum Nachweis von sauren Mukosesubstanzen

Vorbereitung
Schniftdicke: Sum
Kontrollblock Nein

Schnitte entparaffinieren bis:

Aqua demin (wird maschinell gemacht)

Farbeprotokoll

Nr. | was wie Bemerkung, Hinweis

1. | Offix + 5 min

2. | Oftix+ 3 min

3. | Alkohol abs. 1 min

4. | Alkohol abs. 1 min

5. | Ottix Shaper 1 min

6. | Ofttix Shaper 1 min

7. | Aqua demin. 1 min

8. | Bssigs@ure 3% 3 min
Alcianblau 35 min

10. | Wasserbad 3 min

11. | Kemechtrot 4 min

12. | Wasserbad 3 min

13. | Offix Shaper 1 min 30 sek

14. | Offix Shaper 1 min 30 sek

15. | Oftix + 1 min

16. | Ofen trocknen 5 min

17. | Eindecken mit Diamount
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Resultat

Saure Mucopolysaccharide: blau

Kerne: rot

Losungen / Reagenzien Herstellung Lagerbedingungen
Alcianblau 1% in Essigs@ure 3% gebrauchsferfig Raumtemperatur
Kernechtrot nach Romeis 0.1% gebrauchsferfig Raumtemperatur
Essigsaure 3% 30ml Essigs@ure?9% Raumtemperatur

970ml Aqua demin
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FV - Farbung Periodic-acid-Schiff-Reaktion (PAS)

maschinell

Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

erstellf:
geprift:
freigegeben:
Version:
Dokument-hr.:

25.01.2012, ncl
03.07.2023, api
07.07.2023, LAB-L

005

21.F17

Dieses Dokument ist geistiges Eigentum von kempf und pfaltz und darf chne Einwiligung der Institutsleitung weder kopiert noch anderweitig verviel-
faltigt werden.

Perjodic -acid-Schiff-Reaktion (PAS) maschinell

zum Nachweis von Pilzen, Basalmembran, neutrale Mucopolysaccharid, Glykogen,

neutrales Glykolipid und Glykoprotein

Vorbereitung

Schnittdicke/OT:

2-3um/Blau Normal

Kontrollblock

Nein

Schnitte entparaffinieren bis:

(wird maschinell gemachi)

Farbeprotokoll

Nr. | was wie Bemerkung, Hinweis
1. | Offix + 5min

2. | Offix+ 3 min

3. | Alkohol abs. I min

4. | Alkohol abs. I min

5. | Ofttix Shaper 1 min

6. | Ottix Shaper 1 min

7. | Aqua demin 1 min

8. | Perjodsdure 0.5% 10 min

9. | Agqua demin 1 min

10. | Schiff's Reagenz 4 min

11. | Schiff’s Reagenz 5 min

12. | Natriumbisulfit 0.52% 4 min

13. | Natriumbisulfit 0.52% 3 min

14. | H:O 8 min

15. | Hdmalaun 2 min

16. | H:O 5 min

17. | Ottix Shaper 1 min 30 sek
18. | Ottix Shaper 1 min 30 sek
19. | Offix + I min

20. | Ofen trocknen 5min

21. | Eindecken
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Resultat
Kerne: blavw
PAS-positive Substanzen: purpur

[Pilze, Basalmembran, neutrale
Mucopolysaccharide, Glykogen,
nevtrale Glykolipide und Glykoproteineg)

Lésungen / Reagenzien Herstellung Lagerbedingungen
Periodsdure 0.5% gebrauchsfertig Raumiemperatur
3chiff's Reagenz gebrauchsfertig EUhlschrank
Matriumbisulfit 0.52% gebrauchsfertig Raurmtemperatur
Hamalaun nach Mayer verstarkt vor dem Gebravch filtrieren+ Raumtemperatur

4Tropfen Essigsdure
pro Farbekivette
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FV - Alcianblau-PAS maschinell

Dieses Dokument ist geistiges Bgenturm von kempf und pfaltz und darf ohne Brwiligung der Institutsleitung weder kopiert noch anderweitig verviel-

faltigt werden.

Alcianblau-PAS (AB-PAS)

erstellt: 25012012, ncl
geprift: 03.07.2023, api
freigegeben: 07.07 2023, Lab-L
Version: 007
Dokument-Nr.: 21.F02

zum Nachweis von Basalmembran, Polysaccharide, neutrale Mukopolysaccharide, Muko- und Gly-

koproteine,
Glykolipide, ungesdttigte Fette und Phospolipide
Vorbereitung
Schnittdicke: 2-3um
Kontrollblock Nein

Schnitte entparaffinieren bis:

Aqua demin (wird maschinell gemacht)

Farbeprotokoll

Nr. | was wie Bemerkung, Hinweis
1. | Essigsdure 3% 3 min

2. | Alcianblau 35 min

3. | Bssigsdure 3% spllen

4. | Wasserbad 1 min

5. | Perjodsdure 0.5% 10 min

6. | Wasserbad 1 min

7. | Schiffsch’s Reagenz 2x 10 min

8. | Natriumbisulfit 0.52 % 2% 3 min

9. | Wasserbad 1 min

10. | Hamalaun 1 min

11. | H20 fliessend 5 min

12. | Ottix Shaper 1 min 30 sek
13. | Ottix Shaper 1 min 30 sek
14. | Otix + 1 min

15. | Ofen trocknen 5 min

16. | Eindecken
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Resultat

PAS positive Substanzen : purpur

Saure Mucopolysacchraide: blau

Kerne : blau

Lésungen / Reagenzien Herstellung Lagerbedingungen
Perjodsaure 0.5% gebrauchsfertig Raumtemperatur
Schiff's Reagenz gebrauchsfertig KUhlschrank
Natriumbisulfit 0.52% gebrauchsfertig Raumtemperatur
Hamalaun nach Mayer gebrauchsfertig Raumtemperatur
Alcianblau 1% in Essigsdure 3% gebrauchsfertig Raumtemperatur
EssigsGure 3% 30ml Essigs@ure?9% Raumtemperatur

970ml Aqua demin
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10.6 Auswertungsblatter

Harini Murugadas

Auswertung
Schnittdicke
Objekttriiger | Schnittdicke | Granuloma anulare Auswertung Lupus Auswertung = Bemerkung ]
On Slide Patient erythematodes
(2xS0T) Patient
1 Oben: 3um Oben: B 24.113205 Oben: B24.18388 A.A ,,
Unten: Sum Unten: B 24.113205 Unten: B 24.18388 . -~
2 Oben. 3um Oben: B 24.121823 Oben: B24.18389 9 4 { EVSPANMMW
Unten: Sum | Unten: B 24.121823 Unten: B 2418389 Aeuttichs !
3 Oben:3um | Oben: B 24.136244 | Oben: B24.28259 4 4 R AD o lax
Unten: Sum | Unten: B 24.136244 Unten: B 24.28259
| ApalS
4 Oben: 3um Oben: B 24.136399 Oben: B24.91021 4.4 +
Unten: 5um Unten: B 24.136399 Unten: B 24.91021 e
(5 Oben:3um | Oben: B 24.136599 Oben: B 24.126261 LA
Unten: Sum Unten: B 24.136599

Unten: B 24.126261

Seite | 71



Optimierung von AB und AB-PAS-Farbung bei Kempf und Pfaltz

Harini Murugadas

/505
UALE WP
Auswertung Verschiedene AB-Lésungen
Objekttriiger | Patienten Jetziger Lésung: Morphhisto: Diapathe Mowry: Bemerkung i
Oben: GA Losung 1 (L1) Losung 2(L2) Lésung 3 (L3)
3x10 OT) Unten: LE
1 0:B24.113205 Clewecs B e nhicrs oeler ober %wu:nmé
. s o [¥ X
U: B 2418388 . L@ He ) M_VL ack Eliwack. s
o My el I fiach)
2 0:B24.121823
U: B 24,18389 I 1] ]
3 0: B 24.136244 .
U: B 24.28259 " o I
4 0: B24.136399 ool ober =]
U: B.24.91021 " I vm“ ool " |
5 O: B 24.136599
U: B 24,126261 I iy {
6 O: B 24.136924 : ]
U: B 24. 132922 y U
7 0:B24.138241 2 i
U: B 24.139207 i '
8 0:B24.141353 ;
U: B 24.142555 , K
9 0:B24.142784
U: B 24.144351 l " 4
10 0:825.8154 :
U:B 25.9250 EN&.M: ftGa @vai\mrﬁ ,mwdm {l
.U’ﬁh h : :\A a2y Mrk : ..vmm\&rx.\ EL Hate 4 l.vuu%o..ml.&. hr 4.,.7Ms,nﬂ»l o Dhm
_, , b shocoel UHG — aw JAEW sy T iRl
L2 P oy it v s Ui — g oy Lostarlere
(3 : o alegy sduack , AHG Nuct gy
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Auswertung Morphhisto AB-Lésungen Version2

| Objekttrager

Patienten
Oben: GA
Unten: LE

%.ﬂ-.!!o" E::nn.svo CO y
we Csiadibe uel AL wa
w:g rwwwr) wof 4 ad AR Lsg

Bemerkung

1

(1x10 OT)

0:824.113205
U:B 24.18388

T m‘ﬁtlpgbr ¢ ligwbastanc.

0:B24.121823
U: B 24,18389

?ﬂg&, . Lo dpres fane

0: B 24.136244

U: B 24.28259

-

0: B 24.136399
U: B 24.91021

™ Clivmela T iﬁn\var\(

0: B 24.136599
U: B 24.126261

"

0: B 24.136924
U: B 24, 132922

0:B24.138241
U: B 24.139207

0:B24.141353
U: B 24.142555

0:B24.142784
U: B 24.144351

10

0:825,8154
U: B 25.9250

y

= Togoand A Egm besare \f_.g.q. ¢ Nucas
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Auswertung Morphhisto AB-Lésungen Version 3

Objekttrager | Patienten

Oben: GA
(1x100T) Unten: LE
1

Yunes Ve

Morphhisto: Lésung 2 (L2)

nedatmet 2!

Bemerkung

0:B824.113205
U:B24.18388

hotta. o:w.AN sj

2 0:B24,121823
U:B24.18389

+4

¢ 1.0.

3 0:B24.136244

U: B 24.28259

++

4 0: B 24.136399
U: B 24.91021

++

i~

i

5 0: B 24.136599
U: B 24.126261

T +

“

6 0:B 24.136924
U: B 24. 132922

++

7 0: B 24.138241
U: B 24.139207

T4

8 0:B24,141353
U: B 24.142555

+4

e,

0 0:B25.8154
U: B 25.9250

| _

9 0:B24.142784
U: B 24.144351
1

+4

Vesud g~
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Auswertung Morphhisto AB-Losungen Version 4

Objekttriger

(1x10 OT)
1

Patienten
Oben: GA
Unten: LE

Morphhisto: Losung 2 (L2)

3! Ketned el

Bemerkung

0:B24.113205
U: B 24.18388

H

0:B24.121823
U: B 24.18389

+i

0: B 24.136244
U: B 24,28259

a g\..?ﬁ\.\ll‘l
..1‘ Felalsy Adtvede mﬁ.wx\;l@

0: B 24.136399
U: B 24.91021

4 e

”

0:B 24.136599

Pr—

U: B 24.126261

++

0: B 24.136924
U: B 24, 132922

T+

0: B 24.138241
U: B 24.139207

A

0:B 24.141353
U: B 24.142555

T+

0:B24.142784
U: B 24.144351

i+
Pofreal

0:B 25.8154
U: B 25.9250

:i\ releti Jelivackee e

4

L 1 >
RNN.N\ \\“\k\ .ﬁﬁ.b bﬁ\vb

Vit in Reubine Gloemdamean
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PAS-Féirbung m AB-PAS - ssmpkﬁ

Objektiréiger
(1x10 OT)

Patient

Auswertung

Bemerkung

1

TR
0: B 24.1101
U: B 24.1101

P 4+

Yl Whine deite  Fabuns

TR
O: B 24.48016
U: B24.48016

Wy ++

— A —

2

O: B 24.49591
U: B 24.49591

Pl ++

Wy ++

~/

:B 24415883
U: B 2441683

— N

0. B 2441984
U: B 24.41984
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8 PF

O: B 24.59836 fils 4o

U: B 24.59836 N S depdicle giine Fadpung
9 PF

O: B 24.98232 .

U: B 24.98232 i, +4 o | B
10 TC

O: B 25.5870 - +x i

U: B 25.5870 — -
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