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1 Vorwort

Die Entkalkung ist ein zentraler Aspekt bei der Knochenverarbeitung in der Histologie. Ohne
diesen Prozess ware der Knochen zu hart, um diesen zu verarbeiten. Somit kdnnten keine
Gewebsschnitte hergestellt werden, die mikroskopisch befundet werden kénnen. Es gibt
viele verschiedene Methoden, um Knochen zu entkalken.

Bei Kempf & Pfaltz werden die Knochen mit einer Kombination aus USEDECALC und
USERAPID entkalkt. Diese Methode ermdglicht eine Bearbeitung der Knochen innerhalb
eines akzeptablen Zeitraums. Sie ist auch in anderen histologischen Laboren weit
verbreitet. Jedoch wurde sie von Kempf & Pfaltz nie im Vergleich mit anderen Methoden
erprobt und als die optimale Methode bewiesen. Diese Diplomarbeit dient dazu, dem
nachzugehen. Zur standardisierten Validierung der Ergebnisse, wurden zwei wichtige
Farbungen genutzt und ausgewertet. Die Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE-
Farbung) fur die Morphologie, und die Immunhistochemie-Farbung mit dem MPO-Marker
(Myeloperoxidase) fur die Immunreaktion.

Far die Hilfe beim Schreiben und Gestalten dieser Diplomarbeit mdchte ich mich bei
folgenden Personen und Instituten bedanken:

Bei Kempf & Pfaltz, da sie mir die Mdglichkeit gaben, diese Diplomarbeit zu schreiben.
Meine Praktikumsbetreuerin Daniela Joseph, da sie mich bei jedem Schritt unterstiitzte und
bei Fragen zur Seite stand. Sahika Marszewski, der Laborleitung, fur ihre Unterstitzung.
Der arztlichen Fachperson Anne-Katrin Zimmermann fur das Beurteilen der Schnitte, das
Bestatigen des immunhistochemischen Markers und das Auswahlen der Krankheiten. Dem
Laborteam von Kempf & Pfaltz fir die Mithilfe bei den Arbeitsschritten. Dem Schlachthof
Zdrich fur die Bereitstellung der Schweineknochen. Bei meiner Freundin Anna fir die
Unterstitzung mit den Grafiken und das Verbessern der Diplomarbeit. Meinen Freunden fir
das Gegenlesen des Inhalts. Frau Krayl fir die Betreuung meiner Diplomarbeit.
Schlussendlich danke ich Eduardo dem Schwein, fur die Spende der Knochen.
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2  Zusammenfassung

Die zentrale Thematik dieser Diplomarbeit ist die Frage, welchen Einfluss die Sauren
USEDECALC und USERAPID auf die Morphologie und die Immunreaktion von Knochen
haben. Im Zusammenhang mit der Geschwindigkeit der Entkalkung, des
Schwierigkeitsgrads der Verarbeitung und der Qualitat des Endproduktes, soll bewiesen
werden, dass die bislang genutzte Methode als geeignetste validiert werden kann.
Gegebenenfalls soll sie aufzeigen, dass es noch Raum zur Optimierung gébe.

Um diesen Fragen nachzugehen, wurden Schweineknochen von verschiedenen
Lokalisationen verwendet. Knochen vom Kiefer, Beckenkamm und Wirbelsdule wurden
gewahlt. Fur die Entkalkung wurden drei Methoden untersucht. Eine Variante bei der nur
USEDECALC verwendet wird, eine bei der nur USERAPID genutzt wird und die bisher
verwendete Methode, die Kombination der beiden.

Daflr mussten die Knochen zerkleinert und in Formalin fixiert werden. Nachdem die
Fixation vollstandig abgeschlossen war, mussten die Proben erneut zerkleinert und den
Kassetten zugeordnet werden. Anschliessend konnte die Entkalkung mit den drei Methoden
beginnen. Der Entkalkungsgrad wurde regelmassig manuell kontrolliert. Nach der
Entkalkung wurden die Sduren von den Proben abgewaschen und zum Entwassern
weitergegeben. Nach dem Einbetten konnten die Blécke geschnitten und gefarbt werden.
Von jedem Block wurde eine HE-Farbung und eine Immunhistochemischen-Farbung mit
dem Marker MPO durchgeflhrt. Die Halfte aller Blécke wurde zusatzlich mit RDO
oberflachenentkalkt, um die Auswirkungen dieser Saure auf das Endresultat zu beobachten.
Alle erhaltenen Schnitte wurden von einer arztlichen Fachperson begutachtet und bewertet.
Diese Bewertung diente als Basis der Auswertung. Verschiedene Aspekte wurden in
Vergleich gesetzt. Die Dauer der Entkalkung aller Knochenlokalisationen und
Entkalkungsmethoden, die Schneidbarkeit der Blécke sowie die daraus resultierende
Morphologie und Immunantwort. Bei der Entkalkungsgeschwindigkeit war sehr klar zu
sehen, dass die Standardmethode und die nur USERAPID-Methode, welche beide
USERAPID beinhalten, sehr viel schneller beendet waren. Die Morphologie ergab bei allen
Methoden sehr dhnliche Ergebnisse. Die Immunantwort war nur bei der Methode, die nur
USEDECALC benutzte, am schonsten zu erkennen. RDO hatte bei keiner Auswertung eine
klare, negative Auswirkung. Dies wirft die Frage auf, ob aus RDO mehr Nutzen gezogen
werden kann, als bisher angewendet wird.
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3  Einleitung

Die histologische Untersuchung von Knochenproben ist ein wichtiger Bestandteil der
Diagnostik in der Histologie. Ihre Bedeutung liegt in den Bereichen der Diagnose von
Knochenerkrankungen, Metastasen, Infektionen und Tumoren. Damit der Knochen
schneidbar wird, muss er nach der Fixierung mit Sduren entkalkt werden. Ohne die
Entkalkung, wére es fast unmaéglich einen Schnitt von Knochen anzufertigen. Somit ware
auch keine genaue Diagnose mdglich. Jedoch gibt es verschiedene Sauren und dadurch
viele Methoden, um die Entkalkung durchzufiihren. Jede Saure hat ihre eigenen Vor- und
Nachteile. Diese Faktoren muissen gut bedacht werden, bevor die Entkalkung gestartet
werden kann.

Im Privatlabor Kempf & Pfaltz, sowie auch vielen anderen Laboren, wird eine Kombination
aus USEDECALC und USERAPID genutzt, um Knochen zu entkalken. Durch die
Kombination des schonenden USEDECALC und dem schnellen USERAPID, soll eine
optimale Entkalkung erreicht werden. Ob dies tatsachlich der Fall ist, konnte jedoch noch
nicht bewiesen werden. Um dem nachzugehen, werden innerhalb dieser Diplomarbeit
verschiedene Methoden miteinander verglichen und mit unterschiedlichen Schwerpunkten
naher angeschaut.

In diesem Rahmen wurden drei Methoden gewahilt:

1. Die Knochenproben werden fur funf Tage ins USEDECALC gelegt. Falls sie noch nicht
genugend entkalkt wurden, mussen sie noch so lange wie nétig ins USERAPID gegeben
werden. Dies stellt die bisherige Methode dar.

2. Die Proben kommen nur ins USEDECALC, bis die Knochen gentigend entkalkt sind. Hier
ist Kempf & Pfaltz sich bewusst, dass die Methode sehr langwierig sein wird, die Qualitat
sollte dafiir umso besser sein, da es sich um ein sanftes Entkalkungsmittel handelt. Sie
sollte als bestmaoglicher Richtwert dienen.

Da sie sehr viel Zeit bendtigt, ist sie nicht geeignet fir Routineprozeduren. Fir Diagnosen,
welche ein PCR-Verfahren benétigen, wird sie dennoch angewendet, jedoch kann dann
kein schnelles Ergebnis versprochen werden.

3. Die Proben kommen nur ins USERAPID, bis die Knochen genlgend entkalkt sind. Diese
Methode verspricht sehr schnell zu sein. Jedoch besteht die Besorgnis, da es eine
aggressive Saure ist, dass die Qualitédt der Morphologie und die Immunreaktion zu stark
beeintrachtigt werden, sodass sie nicht geeignet ist. Dass diese Aspekte darunter leiden,
wurde bei Kempf & Pfaltz noch nicht belegt. Den Literaturen kann aber enthommen werden,
dass das starke Entkalkungsmittel Nukleinsduren zerstort. Durch die Beschadigung der
DNA kénnen mit diesem Entkalkungsverfahren keine PCR-Tests an Proben durchgefiihrt
werden, da diese vermutlich negative Ergebnisse ergeben wirden.

So kann mit der ersten Fragestellung begonnen werden:

-In welchem Mass kann die verkirzte Methode mit der bisherigen Entkalkungsmethode
mithalten, ohne die Morphologie (mit HE-Farbung) oder die Immunhistochemie (mit MPO)
zu beschadigen?

Hier soll verglichen werden, ob die verkirzte Methode mit nur USERAPID tatsachlich einen
grossen Unterschied in der Morphologie und Immunantwort zur bisherigen Methode
verursacht. Da bei der Standardmethode ebenfalls USERAPID genutzt wird, kam die Frage
auf, wie viel sich andern wiirde, wenn der USEDECALC-Schritt ausgelassen wird. Da der
Hauptmerk war, ob von der bisherigen Methode auf die verkirzte gewechselt werden kann,
wurde diese Frage nur in Bezug auf die beiden Methoden formuliert.
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-Was sind die Unterschiede in Bezug auf die Morphologie und Immunhistochemie von
verschieden Entkalkten Knochenschnitten?

Diese Fragestellung bezieht sich nun auf alle Methoden. Im Gegensatz zur ersten Frage,
bei der zwei Methoden im direkten Vergleich stehen, werden hier alle Methoden innerhalb
der Unterschiede betrachtet. Hierbei wird vor allem die Qualitat der Morphologie und
Immunhistochemie bewertet, da diese schlussendlich mehr Wertung hat als die Dauer der
Entkalkung und die Schneidbarkeit der Knochen. Dies bedeutet jedoch nicht, dass die
anderen Faktoren unwichtig sind. Am Ende muss alles im Gleichgewicht sein, damit eine
standardisierte Methode als optimal bewertet werden kann.

-Wie verhalt sich das Entkalkungsergebnis bei verschiedenen Knochenproben (Kiefer,
Wirbelsdule mit Rickenmark und Beckenknochen vom Schwein)?

Die gewahlten Knochenlokalisationen sind alle sehr unterschiedliche in ihrem Aufbau und
Struktur. Darum werden auch untereinander verschiedene Ergebnisse erwartet. Die
Ergebnisse des Kiefers sind hier besonders interessant, da bei Kempf & Pfaltz vor allem
Knochen von Kieferproben eingesendet werden. Zwar ware noch spannend gewesen, die
Zahne miteinzubeziehen, da diese ebenfalls regelmassig eingesendet werden. Der Kiefer,
welchen wir erhalten haben, hatte keine Zahne darin, darum kann dem hier nicht
nachgegangen werden.

Die Wirbelsaule mit Rickenmark ist gerade wegen des Knochenmarks wichtig. Der
Knochen an sich hat nicht viele Antigene, die mit Antikdrpern gefunden werden kénnen.
Darum steht bei der immunhistochemischen Untersuchung der Knochen das Knochenmark
im Mittelpunkt. Dort gibt es viele verschiedene Antigene, welche klinisch relevant sind.
Besonders beim Rickenmark, so kann die durch die Saure veranderte Immunantwort dort
ideal beobachtet werden. Ebenfalls ist hier, wie auch im Kiefer, Spongiosa mit dem
Knochenmark zu finden.

Der Beckenkamm dagegen besteht hauptsachlich aus Kompakta. Diese hat eine sehr
dichte Struktur. So ist es interessant zu sehen, wie der Entkalkungsprozess, die
Verarbeitung und auch das Ergebnis herauskommen, wenn es sich um solches Material
handelt. Die Vermutung liegt hier, dass die Entkalkungszeit verlangert wird, da das
Entkalkungsmittel nur schwer in das Gewebe eindringen kann. Zusatzlich wird die
Schneidbarkeit erschwert, da die Probe trotz Entkalkung noch immer harter ist.

Je nachdem, wie die Ergebnisse aussehen, kann belegt werden, dass die aktuell genutzte
Methode die bestmdgliche ist. Sie kann dann verifiziert und weiterhin angewendet werden.
Wenn jedoch herauskommt, dass eine andere Methode sich in der Routine besser eignen
wirde, konnte auf diese Methode gewechselt werden, um den Entkalkungsprozess zu
optimieren.

Schlussendlich soll die Methode gewahlt werden, die eine gute Qualitat in der Morphologie
mit einer HE-Farbung aufweist, eine klar ersichtliche Immunreaktion beweist, gut
schneidbar ist und eine kurze Entkalkungszeit hat.

Zunachst folgt der Theorieteil, in dem grundlegende Themen behandelt werden. Wichtige
Punkte zu Knochen, Entkalkung, Bearbeitung von Knochenproben, HE-Farbung,
Immunhistochemie inklusive Myeloperoxidase-Marker sowie die verschiedenen Sduren und
deren Wirkung, werden aufgezeigt. Diese dienen als Grundlage, um die Diplomarbeit im
Ganzen zu verstehen.

Die Auswahl der Literatur beruhte grésstenteils darauf, Informationen zu wahlen, die von
Firmen und Herstellern breitgestellt wurden. Auch Internetseiten, die von arztlichen
Fachpersonen empfohlen wurden, dienten als Quellen. Darunter sind Texte, die von
anderen Laboren oder Organisationen zur Verfigung gestellt wurden. Einige Literaturen
stammen auch aus Unterlagen von Kemp & Pfaltz oder Beschreibungen auf Etiketten von
Reagenzien, die sich im Labor befanden.
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Danach wird beschrieben, wie der praktische Teil durchgeflhrt werden sollte, und wie
dieser tatsachlich verlief. Die genutzten Schweineknochen sollten dabei einen mdglichst
gleichen Ablauf wie Routine Proben durchlaufen. Es wurde auf Hilfsmittel verzichtet, die
vielleicht bessere Ergebnisse liefern kénnten, wenn sie in der Routine nicht angewendet
werden. Die Ergebnisse sollten mdglichst eine alltagliche Aufbereitung widerspiegeln, auch
wenn dies negative Auswirkungen haben kdnnte.

Im Anschluss folgt die Diskussion, in der die Ergebnisse mithilfe von Grafiken aufgezeigt
und verglichen werden. Die Fragen, die zuvor beschrieben wurden, werden beantwortet.
Zum Schluss folgt die Reflexion. Dort werden Probleme, Erkenntnisse und andere
Gedanken aufgezeigt, die wahrend der Erstellung der Diplomarbeit aufkamen.
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4 Theorieteil

4.1 Aufbau und Funktion von Knochen

Knochen bilden das Grundgerist des Korpers. Sie haben eine Stltz- sowie auch eine
Schutzfunktion. Mithilfe der Muskeln ermdglichen sie uns die Bewegung. Durch die
Funktion der Knochen, missen diese auch dementsprechend stabil sein, damit sie unser
Kdrpergewicht tragen kdnnen und bei dusseren Einwirkungen nicht gleich brechen. Darum
gehdren Knochen zu einer der hartesten Materialien im Korper.

Neben den bereits genannten Funktionen beteiligen sie sich ebenfalls an der endokrinen
Regulation, da sie als Hauptspeicher von Calcium und Phosphaten dienen. Diese kénnen
sie bei Bedarf durch Hormone in den Kreislauf abgeben. Im Inneren der Knochen liegt das
Knochenmark, welches wieder eine eigene Funktion hat.

Das Knochengewebe ist kein totes, sondern lebendes Material. Es besteht zu etwa 25%
aus organischen und zu 55% aus anorganischen Substanzen, die restlichen 20% sind
Wasser (Beyer & Irmtraud, 2012).

Wie alle Bestandteile des Korpers bestehen auch Knochen aus Zellen, den sogenannten
Osteozyten (Leica Biosystems, 0.A.-a). Diese Knochenzellen stellen die organischen
Komponenten dar. Zusatzlich produzieren sie die Grundsubstanz. In dieser befinden sich
Kollagenfasern, welche zugfest, aber nicht elastisch sind. Die anorganischen Bestandteile
bestehen aus einer mineralisierten Matrix, die unter anderem Calciumphosphat und
Calciumkarbonat enthalt. Die Zusammensetzung dieser Komponenten macht den Knochen
druckfest und dennoch zu einem gewissen Grad elastisch (Beyer & Irmtraud, 2012).

Je nach Funktion sind Knochen unterschiedlich aufgebaut, um verschiedene Aufgaben zu
erfullen. Die Kompakta ist durch ihre dichte Struktur, welche auf einer definierten Anordnung
von zylindrischen Gebilden, den Osteonen, basiert, sehr hart. Diese kommt vorwiegend an
Stellen vor, die viel Gewicht standhalten missen. Beispiele hierfiir sind R6hrenknochen wie
der Femur. Sie sind auch im Schadel vertreten, um das empfindliche Gehirn zu schitzen.
Dagegen ist die Spongiosa ein sehr fein gegliederter Knochen. Sie besteht aus vielen
dinnen Balkchen, den Trabeculae, was dazu fuhrt, dass er viele Hohlrdume aufweist. Diese
eignen sich als Aufenthaltsbereich fiir das Knochenmark, welches, durch die Lage im
Inneren der Réhrenknochen oder der Wirbel durch die umliegenden Knochenstrukturen gut
geschutzt wird. Im Knochenmark finden die Hidmatopoese und die Leukozytopoese statt
(Beyer & Irmtraud, 2012).

Ausserdem helfen die Hohlrdume dabei, unsere Knochen etwas leichter zu machen und
unser Korpergewicht zu reduzieren.
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4.2 Aussagekraft von Knochenkrankheiten in der Histologie

4.2.1 Osteomyelitis

Eine Osteomyelitis ist in Grunde genommen eine Entziindung der Knochen, spezifischer
von allen Knochenschichten. Diese Entziindungen kdnnen verschiedene Ausldser haben.
Generell sind es die Bakterien, die im Mundraum leben (USZ, 2025).

Es konnen aber auch Mykobakterien oder Pilze sein (MSD Manual, 2024).

Je nach Ausmass der Entziindung kann sich eine Osteomyelitis auch in eine Osteonekrose
entwickeln. Osteomyelitis wird in zwei Formen unterschieden, in eine akute und eine
chronische. Als chronische Osteomyelitis gilt eine Infektion die langer als vier Wochen
andauert.

Jeder Mensch hat physiologisch Bakterien im Mund, welche im Normalfall keine Probleme
verursachen. Der Kdrper kann durch seine Abwehrmechanismen einer Infektion vorbeugen.
Wenn dies jedoch nicht gegeben ist, kdnnen die Erreger Uber Zéhne oder das Zahnfleisch
bis zum Knochen vordringen. Auch kénnen Bakterien die Uberhand erlangen, wenn es eine
grosse Anzahl von Erregern gibt, diese sehr aggressiv sind oder das Immunsystem
geschwacht ist.

Bereits bestehende Krankheiten kdnnen eine Infektion begtnstigen. Zu typischen
Grunderkrankungen gehéren Diabetes mellitus, Autoimmunerkrankungen, Anamie und auch
Leukamie. Auch Zahnfleischentziindungen, nicht durchgebrochene Zahne, Briiche im
Kieferknochen, welche nicht gentigend behandelt worden sind, oder Komplikationen nach
einem operativen Eingriff, kdnnen zu einer Osteomyelitis fihren.

Eine funktionierende Immunabwehr und eine gute Gewebedurchblutung sind wichtig, um
eine Infektion zu bekampfen. Die Gewebedurchblutung spielt hierbei eine grosse Rolle. Bei
mangelnder Durchblutung kénnen die Zellen des Immunsystems nur erschwert zum
Infektionsbereich gelangen. Zusatzlich kdnnen weniger Sauerstoff und Nahrstoffe zum
Gewebe transportiert werden. Viele Erreger bevorzugen eine sauerstoffarme Umgebung
und vermehren sich unter solchen Umstanden starker. Bestimmte Risikofaktoren kdnnen
dazu beitragen, dass die Gewebedurchblutung verschlechtert wird. Dazu zahlen Rauchen,
Diabetes mellitus und Knochenkrankheiten (USZ, 2025).

Um eine Diagnose stellen zu kénnen, wird empfohlen, eine Biopsie des Knochengewebes
zu entnehmen und dieses naher zu untersuchen. Es ist wichtig, die Art der Veranderung
festzustellen, um auszuschliessen, ob es sich um ein Krebsgeschehen handelt (USZ,
2025).

Bei einer Osteomyelitis wird das Knochengewebe geschadigt, indem Leukozyten in den
infizierten Bereich wandern, damit sie die Ausbreitung der Erreger verhindern. Sie sondern
lytische Enzyme ab, die jedoch nicht nur den Ausléser der Entzindung schadigen, sondern
auch zur Aufldsung von Knochensubstanz flihrt. Diese Zerstérung von Gewebe fiihrt auch
dazu, dass andere Abschnitte vom Blutstrom nicht mehr erreicht werden, was dann
schlussendlich zum Absterben dieses Bereichs, also der Nekrose, fiihren kann. Diese
Zerstorung fuhrt ebenfalls zur Neubildung von Knochengewebe (DocCheck Flexikon, 2025).
Durch diese atypische Knochenstruktur, welche durch den Ab- und Aufbau von
Knochengewebe entstanden ist, und der Nachweiss von Bakterien oder anderen Erregern,
kann mit der korrekten Farbung die Osteomyelitis diagnostiziert werden. Fir die Diagnostik
wiirden sich folgende Farbungen anbieten: Eine HE-Ubersichtfarbung, um die Morphologie
zu beurteilen, eine von Kossa, um die Veranderung innerhalb der Knochenstruktur zu
erkennen, eine Brown Brenn- oder eine Gram-Farbung, um Bakterien darzustellen, Ziehl
Neelsen fur Mycobacterien und eine PAS-Farbung fur den Nachweis von Pilzen.
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4.2.2 Osteonekrose

Eine Osteonekrose bezeichnet das Absterben von Knochengewebe. Dies kann aus
diversen Grinden entstehen. Am haufigsten sind eine ausgeartete Osteomyelitis, gewisse
Medikamente, welche den Knochenaufbau verringern oder auch nach Traumata oder
Bestrahlungen am Knochen (USZ, 2025).

Wenn die Blutzufuhr im Knochengewebe nicht mehr gegeben ist, kann es nicht mehr mit
Nahrstoffen, Sauerstoff oder Mineralstoffen versorgt werden. Es demineralisiert und stirbt
schlussendlich ab. Der Knochen wird insgesamt instabiler, sodass noch mehr kleine
Frakturen entstehen, bis er komplett zusammenbricht (MVZ Gelenk-Klinik, 2025).

Je nach vermuteter Ursache der Krankheit, muss hier eine Biopsie entnommen werden und
wie bei der Osteomyelitis abgeklart werden, um ein malignes Geschehen auszuschliessen.

4.2.3 Fibrose Dysplasie

Bei einer fibrdsen Dysplasie baut der Kérper Knochen in einem untypischen Muster auf. Es
entstehen Fehlbildungen im Knochengewebe, welche sich als geschwulstartige
Ausstulpungen aussern. Diese kdnnen zu Bewegungseinschrankungen und auch
Schmerzen fuhren. Die Ursache dieser Krankheit beruht auf einer Mutation. Es handelt sich
um eine Schadigung des GNAS-Gens. Diese Mutation hat verschiedene Auswirkungen im
Korper. Eine davon ist, dass der Ablauf der Differenzierung von Knochenzellen gestért wird.
Dadurch entsteht ein unkontrolliertes Wachstum von Knochengewebe. Die Krankheit ist
nicht genetisch vererbbar. Meistens sind Kinder oder junge Erwachsene davon betroffen.
Die Fibrése Dysplasie kann in verschiedenen Formen, Schweregraden und Lokalisationen
auftreten. Die meisten Formen sind jedoch asymptomatisch und werden nur zufallig
entdeckt. Zur Diagnostik kann unter anderem eine Knochenbiopsie entnommen werden. Da
hier die Struktur gestdrt wird, kann mit einer Ubersichtsfarbung, der HE-Farbung, die
Bestandteile des Knochens dargestellt werden. Das Bild wirde sich als einen wirren und
atypischen Aufbau erkenntlich zeigen (DocCheck, 2021).

Da es sich um eine Veranderung des GNAS-Gens handelt, wird meistens mithilfe eines
PCR-Verfahren die Mutation nachgewiesen.
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4.3 Wichtigkeit der Entkalkung

Eine Grundeigenschaft von Knochen ist es, dass sie sehr hart sind. Diese Eigenschaft ist im
Alltag von hoher Wichtigkeit, jedoch wenn es darum geht, einen wenige Mikrometer dicken
Schnitt vom Knochen herzustellen, macht genau diese Eigenschaft Probleme. Der Knochen
ist durch seine Zusammensetzung nicht sehr flexibel. Wenn dieser ohne Vorbehandlung mit
der Klinge eines Mikrotoms geschnitten wird, zerbricht und splittert er leicht. Zusatzlich
macht das feste Material die Klinge kaputt. So ist unbehandelter Knochen in diesem
Rahmen nicht schneidbar.

Darum ist es wichtig, dem Knochen diese harten Komponenten zu entziehen, damit nur das
weichere Material zuriickbleibt. Wenn der harte Teil entfernt ist, bleibt die Struktur noch
immer ersichtlich. Darum kénnen reprasentative Schnitte angefertigt werden, welche
gefarbt und untersucht werden kdénnen.

Diesen Prozess wird Entkalkung genannt, da vor allem der Kalk entfernt wird. Jedoch kann
auch Demineralisierung dazu gesagt werden, da sich im Grunde auch andere Mineralien
I6sen. Die Entkalkung ermdglicht auch Knochenmark zu untersuchen und nach Tumoren,
Infektionen und anderen Krankheiten zu suchen. Natiirlich muss im Zusammenhang mit der
Fragestellung abgewogen werden, ob eine Entkalkung Sinnvoll ist. Wenn die Fragestellung
zu einer metabolischen Knochenerkrankung besteht und nach einer Veranderung bezuglich
der Mineralien gesucht wird, wirde eine andere Methode gewahlt werden, um eine
Untersuchung ohne Entkalkung zu ermdglichen (Leica Biosystems, 0.A.-a).

Um zu Entkalken gibt es verschiedene Arten und auch Lésungsmittel, hier wird aber nur die
Methode, welche bei Kempf und Pfaltz angewendet wird, beschrieben. Zudem kénnen nicht
nur Knochen entkalkt werden, jedoch liegt hier der Fokus auf diesem Probenmaterial und
darum werden andere Situationen, bei denen ebenfalls entkalkt wird, aussen vorgelassen.
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4.4 Wie die Entkalkung am Knochen funktioniert

4.4.1 Biochemie der Entkalkung

In der Knochenmatrix liegt das Calcium in Form von Hydroxyapatitkristallen
(Ca10(PO4)s(OH)2) vor. Diese sind zwischen den Faserelementen abgelagert. Durch die
Entkalkung I6sen sich diese Kristalle auf. Dadurch bleibt die Gewebekohasion erhalten und
die Probe gleicht nun einem dichten, fibrésen Bindegewebe (Leica Biosystems, 0.J).

Auf biochemischer Ebene ist die Entkalkung ein sehr komplexer Vorgang. Hier wird sie sehr
vereinfacht dargestellt. Um diesen Teil simpel zu halten, wird nur die Entkalkung mithilfe von
EDTA, auf dem USEDECALC basiert, erklart.

Zuerst muss verstanden werden, wie die molekulare Struktur von den Stoffen aufgebaut ist.
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o
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Abbildung 1 O _
Molekulare Struktur von Hydroxyapatit Abbildung 2
Caio(PO4)s(OH)2 Molekulare Struktur von EDTA
(Quelle: Modifiziert nach EPRUI Biotech C10H16N20s
Co. Ltd., 2021) (Quelle: Wikipedia, 2025)

Das Hydroxyapatit ist ein Molekiil, bei dem sich Calcium-lonen, genauer gesagt Ca?*-lonen,
im Zentrum und an den Randern eines Gitters befinden, wie in Abbildung 1 erkennbar. Im
Knochen werden viele dieser Molekiile aneinandergereiht, sodass ein dichtes Netz entsteht.
Die oberste Reihe von Atomen im Knochen bestehen ebenfalls aus Calcium-lonen
(Chemie.de, o0.A.-a).

Die relevanten Formeln sind die folgenden:

1. 2C1oH16N20s (aq) &= 2C10H12N2084'(aq)+ 8Hs0*
Formel 1 Deprotonierung von EDTA (Quelle: Chemie.de, 0.A.-a)

Die Formel 1 zeigt die Deprotonierung von EDTA (Abbildung 2) in einer wassrigen Losung.
Eine Deprotonierung bedeutet die Abgabe von Protonen, also H*-lonen. Das «(aq)» zeigt
an, dass es in Wasser geldst ist. Der Doppelpfeil gibt an, dass die Reaktion in beide
Richtungen ablauft. Hier [auft sie jedoch von links nach rechts viel starker ab.

EDTA ist ein sehr stabiles Molekul. Die OH-Gruppen sind in einer wassrigen Lésung jedoch
sehr reaktiv. Darum spaltet es ohne grossen Einfluss die vier H*-lonen ab. Die restlichen
Atome stammen vom Wasser. Das entstandene H3zO* senkt den pH-Wert und macht die
Lésung sauer.
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2. Ca1o(PO4)6(OH)2 + 8H30* = 10Ca%* + 6PO43' + 10H,0
Formel 2 Demineralisierung Hydroxyapatit (Quelle: Monova, 2011)

Bei Formel 2 wird die Demineralisierung durch die Saure dargestellt. Das Hydroxyapatit
reagiert mit dem H3O*. Das H3O" aus der Deprotonierung 16st Calcium-lonen aus den
Hydroxyapatitkristallen heraus, anfangend mit den dusseren Calcium-lonen am Knochen.
Es bleibt Phosphat als 6PO4* zuriick und es entsteht H,O, also Wasser.

Bei der Demineralisierung werden auch andere Calcium-lonen aus anderen Mineralien
geldst, zum Beispiel aus Kalk. Die Summenformel von Kalk ist CaCOs. Darum entstehen
bei einer Entkalkung auch Gase, da CO, abgespaltet wird. Auch hier |auft die Reaktion in
beide Richtungen ab. Also kann das Calcium auch wieder zu Hydroxyapatit reagieren. Die
letzte Formel wirkt dem jedoch entgegen (Monova, 2011).

3. Ca?* + C1oH12N20g%(aq) = CaC1oH12N208% (aq)
Formel 3 Komplexbildung (Quelle: Chemie.de, 0.A.-b)

Zum Schluss folgt die Komplexbildung (siehe Formel 3). Die Reaktion lauft von links nach
rechts starker ab.

Das deprotonierte EDTA bindet jeweils ein Calcium-lon. Dieses wird ins Zentrum gesetzt,
wie in Abbildung 3 zu sehen.

Da das Calcium in diesem Calcium-EDTA-Komplex 0]

gebunden ist, kann es nicht mehr in den Knochen 0
eingelagert werden. O_<

Da jedoch immer nur ein Calcium-lon gebunden wird, /_| o
und im Hydroxyapatit viel Calcium eingelagert ist, wird [N”'-Ca--“

auch dementsprechend viel EDTA bendétigt. Die Menge N/ | \o

an Saure bestimmt, wie viel H;O* entstehen kann. Je

mehr, desto schneller kann die Entkalkung ablaufen @) Q(
(Chemie.de, 0.A.-b). (@]

Das Entkalkungsprinzip ist bei USERAPID dasselbe wie Abbcil)dung 3

bei EDTA. Bei USERAPID kann jedoch mehr H;O0* Calcium-EDTA-Komplex
entstehen. Dadurch ist das aggressivere CaC1oH1aN,Og>
Entkalkungsmittel auch deutlich schneller. (Quelle: Chemistry, 2017)

4.4.2 Praanalytische Einflussfaktoren

Bei einer guten Entkalkung spielt die Fixierung eine wichtige Rolle. Wird diese nicht
grandlich durchgefihrt, kann es zu saureinduzierten Schaden kommen, besonders das
Knochenmark leidet darunter. Durchgefiihrte Farbungen wirden ein schlechteres Ergebnis
liefern. Deshalb muss bei Knochen eine langere Fixierungszeit eingeplant werden. Um den
Fixierungsprozess zu beschleunigen, sollte moglichst alles Weichgewebe und die Haut
entfernt, und die Proben so friih wie mdglich in kleine Stlicke zerteilt werden. So wird mehr
Oberflache fur das Fixationsmittel geboten und es kann leichter eindringen. Das Fixiermittel
sollte regelmassig ausgewechselt und in ausreichender Menge bereitgestellt werden, da es
sich mit der Zeit verbraucht.

Ebenfalls ist wichtig zu wissen, was fiir eine Knochenart entkalkt wird. Die Spongiosa wird
durch ihren schwammigen Aufbau leichter durch Losungsmittel infiltriert als die dichte
Kompakta. Die Entkalkungsgeschwindigkeit kann durch Bewegung ebenfalls gesteigert
werden. Darum ist ein Schallwasserbad zu empfehlen, besonders wenn erwarmtes Wasser
verwendet wird. Die Warme kann ebenfalls helfen, jedoch muss darauf geachtet werden,
dass die Temperatur nicht zu hoch ist, da dies wieder zu Gewebeschaden flihren kann
(Leica Biosystems, o0.A.-a).



Carol Zocchi, Validierung der Entkalkungsmethode von Knochenproben bei Kempf & Pfaltz

Far einige Fragestellungen muss aufgepasst werden, welches Entkalkungsmittel gewahlt
wird. Einige Sauren sind sehr aggressiv gegenliiber dem Gewebe und kénnen
Nukleinsauren zerstoren, die Grundbausteine der DNA. So waren Untersuchungen mit PCR
nicht mehr maéglich. Bei den Krankheiten, bei denen eine Untersuchung des Erbgutes
essenziell ist, sollte deshalb ein schonendes Entkalkungsmittel gewahlt werden, auch wenn
die Entkalkungszeit wesentlich verlangert wird.

4.4.3 Entkalkung bei Kempf & Pfaltz

Bei Kempf und Pfaltz lauft die Entkalkung so ab, dass das zerkleinerte und von anderem
Gewebe befreite Material in eine Kassette gelegt wird. Je nach Fragestellung und den
durchzufihrenden Untersuchungen muss dann das geeignete Entkalkungsmittel gewahlt
werden. Die gewahlte Saure wird in einen geeigneten Behalter gegeben, in dem dann die
Knochenproben eingelegt werden. Der Behalter wird in ein Schallbad platziert, bis die
Knochen ausreichend entkalkt sind. Die Saure muss taglich gewechselt und die Proben
regelmassig kontrolliert werden. Sobald der Knochen geniigend entkalkt ist, wird er mit
Leitungswasser gewassert, um die Saure abzuspulen. Anschliessend kann er zur
Entwasserung weitergegeben und wie andere Probenmaterialien weiterverarbeitet werden.

4.5 Knochen schneiden am Mikrotom

Das Schneiden von Knochen hat wesentliche Unterschiede zum Schneiden von weichem
Gewebe. Auch wenn die Knochen einen Entkalkungsprozess durchlaufen haben, sind sie
dennoch schwieriger zu schneiden. Sie haben noch immer eine grossere Chance, um zu
zerbrechen oder aus dem Block zu spicken.

Deshalb muss bereits beim Anschneiden mehr Vorsicht geboten werden. So muss am
Mikrotom mit einer Schnittdicke von etwa 3 ym -5 ym angeschnitten werden und mit
langsameren Handbewegungen gearbeitet werden. Ebenfalls missen andere Objekttrager
gewahlt werden. Solche mit starkerer Haftung, da Knochen sonst leicht abschwimmen
kénnen. Ein Beispiel ware Superfrost Plus.

Die Knochen werden mit einer Schnittdicke von 1.5 pym geschnitten und mit 2 ym getrimmt.
Sobald die Schnitte aufgezogen wurden, dirfen sie nicht auf der Warmeplatte gestreckt
werden, sondern mit einem Warmwasserbad. Dies ist wichtig, da die spezielle Adhasion der
Superfrost Plus Objekttrager durch hohe Temperaturen geschadigt werden kann. Danach
kdénnen sie wie andere Proben behandelt werden.

Falls beim Schneiden der Knochen, Probleme auftreten, da die Proben doch nicht
ausreichend entkalkt wurden, verwendet Kempf & Pfaltz RDO, um die Oberflachen zu
entkalken. Dazu wird eine kleine Menge von RDO auf den angeschnittenen Block pipettiert
und I&sst dies, je nach Grosse der zu entkalkende Stelle, einwirken. Danach kann die
Flussigkeit mit einem Papiertuch abgewischt werden. Nachdem der Block wieder gekuhlt
wurde, kann ein erneuter Schneideversuch unternommen werden. Falls die
Oberflachenentkalkung nicht ausreicht, kann dieser Schritt erneut durchgefiihrt werden.
Kann nach mehrmaligen Oberflachenentkalkungen noch immer kein Schnitt angefertigt
werden, muss untersucht werden, ob mdglicherweise ein Fremdkoérper mit eingegossen
wurde, welcher beim Neugiessen entfernt werden muss.
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4.6 HE-Farbung und Immunhistochemie beim Knochen

4.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist eine der wichtigsten Farbungen in der Histologie. Sie wird grundsatzlich
immer durchgefiihrt und wird auch Ubersichtsfarbung genannt. Sie besteht aus den
Farbstoffen Hamatoxylin und Eosin, daher auch der Name Hamatoxylin-Eosin-Farbung,
kurz HE-Farbung. Hamatoxylin farbt die negativ geladenen, also basophilen,
Zellbestandteile blau. Demnach wéren Zellkerne
blau.

Eosin dagegen farbt die basischen oder die positiv
geladenen Strukturen rot an. Dazu gehdren unter
anderem das Zytoplasma, Bindegewebe und
Kollagenfasern (Lang, 2013).

Dadurch ergibt sich ein guter Kontrast zwischen
den Gewebebestandteilen und kann ideal die
Morphologie darstellen. Beim Knochen waren das

Knochenmark und die Zellkerne blau und das piand‘gm
Knochengewebe rot, wie in der Abbildung 4 K10E 6x Vergrésserung (Quelle:
ersichtlich ist. Zocchi, 2025, Selbsterstelltes

Bildmaterial, Oerlikon)

4.6.2 Immunhistochemische Farbemethode

Innerhalb dieser Arbeit wurde zur immunhistochemischer Farbung die kompakte Polymer-
Methode verwendet. Dies ist eine indirekte Methode. Das bedeutet, dass sie einen primaren
und einen sekundaren Antikérper nutzt. Dabei wird an einem sekundaren Antikérper ein
kompaktes Polymer aus Peroxidase angehangt.

Der priméare Antikbper, der meist aus Mausen oder Kaninchen gewonnen wird, bindet an ein
gesuchtes menschliches Antigen. Nachdem die nicht gebundenen Antikdrper
weggewaschen wurden, wird der sekundare Antikorper pipettiert, der an den Primar-
Antikorper bindet. Ein nachfolgender Waschschritt entfernt die Uberschissigen Sekundar-
Antikorper. Danach folgt das AP-Polymer und zum Schluss das Chromogen (Substrat). Das
Enzym des kompakt Polymers setzt dieses Substrat um, wodurch ein farbiger Niederschlag
entsteht (Visionbiosystems, 0.A.).

In den meisten Fallen dussert sich der Niederschlag als braun oder rot. Diaminobenzidin
(DAB) prazipitiert braun, alkalische Phosphortase (AP) erzeugt roten Niederschlag. Bei der
Durchfihrung dieser Arbeit war er rot. Damit die Farbe besser zu erkennen ist, wird noch
eine Gegenfarbung durchgeflihrt. Generell wird dazu Hamatoxylin benutzt, was zu einem
blauen Hintergrund flhrt. Damit sich die blaue Farbe entwickeln kann, muss das Gewebe
fur einige Minuten in Leitungswasser geblaut werden. Dies hat jedoch keinen negativen
Einfluss auf die Antigen-Antikorper-Komplexe.

Nach der Farbung werden die Schnitte mit der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und
kénnen anschliessend eingedeckt werden.

1
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4.6.3 Myeloperoxidase

Die Myeloperoxidase, kurz MPO, ist ein lysosomales Enzym. Es kommt in den Zellen der
myeloischen Reihe vor. Vor allem in neutrophilen Granulozyten, Monozyten und den
Vorlaufern der Granulozyten. Sie ist in der azurophilen zytoplasmatischen Granula zu
finden. MPO ist fiir die Bekdmpfung von Bakterien wichtig. Beim Phagozytieren werden
Wasserstoffperoxide freigesetzt. Diese werden durch MPO und andere Bestandteile zu
Hypochlorsaure oxidiert. Diese Hypochlorsaure ist das am starksten wirkende bakterizide
Oxidationsmittel, welches neutrophile Granulozyten herstellen kénnen. Sie reagiert mit
Proteinen und hat eine toxische Wirkung auf die bakteriellen Zellen (Leica Biosystems, 0.A.-
b).

Es hat sich gezeigt, dass auch krankhafte Zellen, wie einige Vorlaufer-B-Zellen der akuten
lymphatischen Leukamie, ebenfalls MPO exprimieren. So kann Anti-MPO in Verbindung mit
anderen Markern zur Diagnose von akuten Leukamien dazu gezogen werden (Dako, 2020).

Die Wahl des MPO-Markers in dieser Arbeit stiitzt
sich auf zwei Hauptgriinde.

Durch das physiologische Vorkommen von MPO in
den myeloischen Zellen ist das Knochenmark, vor
allem das Rickenmark, ein Ort, an dem MPO haufig
gefunden wird.

In der Immunhistochemie wird der Knochen meist in
Bezug auf das Knochenmark untersucht. Somit

wurde mit Sicherheit eine reprasentative Reaktion L ) o8 S0y,

beobachtet werden. Dies gilt besonders, da eine Abbildung 5
Knochenlokalisation, die fiir die Arbeit verwendet R3E 6x Vergrosserung (Quelle:
wurde, die Wirbelséule mit Riickenmark ist (Siehe Zocchi, 2025, Selbsterstelltes
Abbildung 5). Bildmaterial, Oerlikon)

Zuséatzlich ist der MPO-Marker sehr kosteneffizient.

Der Antikorper kann stark verdiinnt werden, etwa 1:2000, und gute Ergebnisse liefern. So
konnte an teuren Reagenzien eingespart werden, was vorteilhaft war, da eine grosse
Anzahl von Objekttrager gefarbt werden musste. Dies war sehr attraktiv, da die meisten
Antikorper in der Immunhistochemie sehr teuer sind und weniger stark verdiinnt werden
kdénnen.

Bevor mit der immunhistochemischen Farbung begonnen werden kann, muss der Schnitt
mit Dewax Solution entparaffiniert werden. Dies ist ein essenzieller Schritt, damit die
Lésung ans Gewebe gelangen kann, sonst wiirde das Wachs alles abblocken. Die Dewax
Solution wird dann mit 100-prozentigem Alkohol weggewaschen. Dann mussen die
Antigene, die zuvor mit Formalin fixiert und dadurch maskiert wurden, demaskiert werden,
damit die Antikdrper binden kénnen.

Dies kann durch Enzym oder Hitze mit Citrat- oder EDTA-Puffern erreicht werden. Innerhalb
dieser Arbeit wurden die Quervernetzungen der Antigene mit EDTA und Warmeplatten
aufgebrochen.

Nun kann die Farbung stattfinden. Auch beim Farbeprinzip gibt es verschiedene Methoden.
Naher erklart wird aber nur die hier genutzte.
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4.7 Sauren und ihr Einfluss auf die HE-Farbung und Immunreaktion

4.7.1 USEDECALC

Um USEDECALC besser zu verstehen, ist es hilfreich, einige Grundlagen von EDTA zu
kennen, da es ein wichtiger Bestandteil ist.

EDTA ist ein beliebtes Entkalkungsmittel fur Knochen, da es sehr schonend ist und eine
gute Morphologie, immunhistochemische Reaktion sowie DNA-Erhaltung fir PCR
verspricht. Es gehdrt zu den Chelatbildnern und wirkt, indem es die Calcium-lonen von der
Oberflache der Apatitkristalle entfernt und diese dadurch mit der Zeit verkleinert. Jedoch ist
EDTA auch sehr langsam (Leica Biosystems, 0.A.-a).

Da das Intakt-Halten der Gewebestruktur je nach Fragestellung sehr wichtig ist, aber nicht
wochenlang gewartet werden kann, bis eine Probe entkalkt ist, benutz Kempf & Pfaltz
USEDECALC.

Dies ist ein TRIS-gepufferter Entkalker auf EDTA-Basis mit einem Arbeitsbereich, der pH-
neutral bis basisch ist (Thomas Medical Systems, 0.A.). Er besteht aus Tetra-Natrium-
Ethylendiamintetraessigsaure 9-11%, Amino-tris(hydroxymethyl)-methan 2.5-3% und
Monokaliumphosphat 1-3%. Er ist in den gleichen Massen schonend wie EDTA, aber in der
Entkalkungszeit um einiges schneller. Bei korrekter Anwendung kann es ca. 40-75 %
schneller wirken (DAN-Pharma GmbH / Laborbedarf DP, 0.A.-a).

So kann gesagt werden, dass USEDECALC keine negativen Auswirkungen auf die
Morphologie, die Immunreaktion oder den Erhalt von DNA hat.

4.7.2 USERAPID

USERAPID ist ein Entkalker, der verschiedene Sauren enthalt. Darunter Salzsaure 8-
12.5%, Ameisensaure 0.5-2.5% und Aluminiumchlorid 0.5-2.5% (DAN-Pharma GmbH /
Laborbedarf DP, 0.A.-b).

Einer der Vorteile ist, dass es eine sehr schnelle Entkalkungszeit verspricht, jedoch auf
Kosten der Nukleinsduren und Antigene, da diese zerstért werden durch die starke Saure.
Somit kdnnen mehrere Analyseverfahren nicht mehr durchgefiihrt werden (Brunner, 2015).
An der Struktur selbst sollten jedoch keine Schaden entstehen, so sollte die HE-Farbung
trotzdem keine Mangel aufweisen. Die Immunhistochemie-Farbung wird aufgrund der
Antigenzerstérung nicht mehr empfohlen.

4.7.3 RDO

RDO ist ein weiterer Entkalker mit vielen positiven Eigenschaften. Er kann manche Proben
schneller entkalken als USERAPID und ist gleichzeitig schonend zu Morphologie,
Nukleinsduren und Antigenen (Brunner, 2015).

Es wird jedoch nicht empfohlen, Entkalkungen tUber Nacht durchzufuhren, da eine zu lange
Aussetzung der Proben an der Saure doch zu Gewebsschaden fiihren kann. Somit sollte
RDO sehr kontrolliert angewendet und regelmassig tberpruft werden.

Es ist moglich, RDO mit Leitungswasser zu verdiinnen, um eine mildere Wirkung zu
erzielen (Apex Engineering Products Corporation, 2023).

Die ndhere Zusammensetzung ist nicht bekannt, ausser dass es weniger als 10%
Salzsaure beinhaltet. Mehr konnte anhand der vom Hersteller verdffentlichten Informationen
nicht herausgefunden werden.

Die Salzsaure ist auch der Grund, warum eine gleichzeitige Fixierung mit Formalin und
Entkalkung mit RDO nicht durchgefiihrt werden sollte, da sonst kanzerogene Substanzen
entstehen kénnen (Apex Engineering Products Corporation, 0.A.).
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5 Praxisteil

5.1 Planung Durchflhrung Praxisteil

Far die Durchfihrung des praktischen Teils der Diplomarbeit war geplant,
Schweineknochen zu verwenden, da keine menschlichen Knochen genutzt werden
konnten. Die Knochenproben, die bei Kempf & Pfaltz eingesendet werden, sind nicht gross
genug, um sie zu splitten. Ausserdem sind Knochen von Schweinen leicht erhaltlich und
denen von Menschen sehr dhnlich.

Daflir wurden im Voraus Knochen von verschiedenen Korperstellen ausgewahilt:

-Kieferknochen, da bei Kempf & Pfaltz vor allem Kiefer und Zahne verarbeitet werden.
-Wirbelsaule, weil sich hier das Rickenmark befindet, bei dem die Immunreaktion gut
beobachtet werden kann.

-Beckenkamm, da dieser vor allem aus Kompakta besteht, um auch die Struktur dieser
Knochenart tbersichtlich studieren zu kénnen.

Von jeder Knochenart sollten 30 Proben gefertigt werden, von denen jeweils zehn mit den
verschiedenen Entkalkungsmethoden verarbeitet werden konnten. Es wurden drei
Entkalkungsmethoden ausgewahlt. Ein Teil der Knochen sollte ausschliesslich in
USEDECALC, ein anderer nur in USERAPID eingelegt werden. Die restlichen dienen als
Kontrollgruppe mit der bisherig genutzten Methode. Vorgesehen war, die Proben fir finf
Tage in USEDECALC zu legen und anschliessend noch so lange wie nétig in USERAPID
zu entkalken, bis der Knochen bereit war, entwassert zu werden.

Insgesamt waren 90 Proben zur Verarbeitung zu Blocken eingeplant. Ausserdem war
vorgesehen, beim Schneiden die Halfte der Proben zusatzlich mit RDO zu behandeln. Um
den Einfluss der Sauren auf das Material zu untersuchen, sollten alle Blécke eine HE-
Farbung und eine Immunhistochemie-Farbung mit dem Marker MPO erhalten. Dies fiihrte
zu insgesamt 180 Objekttragern mit jeweils einem Schnitt. Um die Ergebnisse
untereinander vergleichen zu kdnnen, war eine gemeinsame Bewertung mit einer arztlichen
Fachperson vorgesehen. Zum Schluss sollten die Objekttrager eingescannt und die
Auswertung der Daten durchgefiihrt werden.

Geplant war, dass die Knochen nach dem Eintreffen im Labor in Formalin fixiert und
anschliessend zu passenden Stlicken zerkleinert werden. Danach sollten sie in beschriftete
Kassetten gelegt werden. Die Kassetten sollten so bedruckt werden, dass erkennbar war,
welcher Knochen sich darin befand, in welchen Sauren er eingelegt wurde sowie eine Zahl
von 1-10, um die Knochen innerhalb der gleichen Gruppierung unterscheiden zu kénnen.
Ausserdem war mit «g» und «mpo» vermerkt, dass eine HE-Farbung und eine
immunhistochemische Farbung geplant waren. Das Benennungsmuster flhrte zu
Kassettenbezeichnungen wie beispielsweise «X18.35 - K1 EU g mpo».

K = Kiefer R = Rickenmark/Wirbelsaule B = Beckenkamm

E = EDTA/ U = USERAPID EU = EDTA/USEDECALC +
USEDECALC USERAPID

X18.35 = Nummer | g = Grundschnitt, welcher HE mpo = Marker fir die

im Testumfeld gefarbt werden soll immunhistochemische Farbung

Tabelle 1 Benennungsmuster Kassetten (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstellte Tabelle,
Oerlikon)

Es war vorgesehen, dass nach dem Einkapseln der Proben in den Kassetten mit der
Entkalkung begonnen werden konnte. Anschliessend sollten die Proben in die respektiven
Sauren gelegt und in ein Schallbad gestellt werden. Der Entkalkungsgrad sollte dabei
taglich kontrolliert werden. Dazu werden die Knochenproben mit den Fingern palpiert. Dies
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l&uft so ab, dass die Probe aus der Saure und der Kassette herausgenommen wird und
gepruft, wie biegsam der Knochen ist. Wenn er sich nicht biegen lasst, wurde noch nicht
genugend entkalkt. Ist der Knochen biegsam, sodass ein merklicher Bogen entstehen kann,
ohne dass er bricht, wurde ausreichend entkalkt.

Die Proben sollten anschliessend in ein Wasserbad gestellt werden, um die Saure
abzuwaschen, bevor sie wieder ins Formalin Uberfihrt wurden. Danach konnten die Proben
zur Entwasserung weitergegeben werden. Falls sie noch zu hart waren, missten sie
weiterhin in der Saure eingelegt bleiben und im Schallbad verbleiben.

Zur Nachverfolgung des Entkalkungsverlaufs war das Fiihren eines Entkalkungsprotokoll
vorgesehen. Darin sollte dokumentiert werden, wann mit der Entkalkung begonnen wurde,
welche Probe in welcher Saure lag, wie der Entkalkungsgrad an jedem Tag war, wann die
EU-Proben von USEDECALC zu USERAPID tberfihrt wurden und wann sie ausreichend
entkalkt waren. Falls zusétzliche Beobachtungen auftraten, konnten weitere Notizen
erganzt werden.

Nach dem Entwassern mussten die Proben zu Bldcken gegossen und geschnitten werden.
Auch hierzu sollte ein Protokoll geflihrt werden, um die Schneidbarkeit zu beurteilen.
Sobald alle Schnitte gemacht und im Ofen getrocknet waren, sollten sie gleichzeitig mit
frischer Farblésung HE-gefarbt werden. Danach konnte die immunhistochemische Farbung
erfolgen. Nach Abschluss der Farbung sollten die Objekttrager vom Scan-Team
eingescannt und durch die arztlichen Fachperson beurteilt werden. Zum Schluss waren die
Auswertung und Darstellung der Ergebnisse vorgesehen.

In einem Journal sollten sémtliche Arbeitsschritte dokumentiert werden.

5.2 Durchfuhrung Praxisteil

Die Schweineknochen wurden vom Schlachthof Zirich bereitgestellt. Die Proben sollten zur
Fixierung in Formalin eingelegt werden. Jedoch mussten sie zuerst zerkleinert werden, da
sie fur die Gefasse zu gross waren. Zuséatzlich kann das Fixiermittel so besser bis in das
Innere des Gewebes eindringen. Nachdem sie kleiner geschnitten wurden, konnten alle
Proben fir eine Arbeitswoche ins Fixiermittel eingelegt werden, bei der taglich das Formalin
ausgewechselt wurde. Wahrenddessen wurden die 90 nétigen Kassetten gedruckt und
bereitgestellt. Diese konnten, wie im Kapitel 5.1 beschrieben, beschriftet werden (siehe
Tabelle 1).

Als die Proben ausreichend fixiert waren, konnten sie fir die Kassetten zersagt werden.
Dafur musste noch das restliche weiche Gewebe vom Knochen abgetrennt werden. Dies
konnte von Hand, mit einer Pinzette und einer Klinge durchgefiihrt werden. An manchen
Stellen konnten Fett, Muskeln und Haut nicht vollstandig entfernt werden, dies betraf jedoch
nur vereinzelte Falle mit nur noch wenig Weichgewebe. Danach konnten die Knochen mit
einer kleinen Handsage passend gesagt werden. Die Proben wurden vorzu der richtigen
Kassette zugeordnet, verschlossen und dann zurtick ins Formalin gelegt, bis alles fiir die
Entkalkung bereit war. Das Kleinsagen dauerte etwa drei Tage.

Anschliessend konnten sie in die jeweiligen Sauren gelegt werden. Die Kassetten, die mit
«E» oder «EU» beschriftetet waren, wurden in ein Gefass mit USEDECALC gelegt.
Insgesamt waren es zu Beginn 60 Kassetten. Die 30 Kassetten, welche mit «U»
gekennzeichnet waren, wurden in das USERAPID gelegt. Die mit «kEU» beschrifteten
Kassetten wurden nach funf Tagen im USEDECALC, oder friher, wenn sie schneller
entkalkt waren, noch so lange wie notig mit USERAPID behandelt. Als letzter Schritt musste
der Deckel nur leicht zugeschraubt werden, da bei der Entkalkung Gase entstehen, welche
entweichen kénnen missen.

Die Gefasse mit den Proben wurden dann in ein Schallbad gestellt, welches durchgehend
lief, ausser von Samstagabend bis Montagmorgen. Uber 19 Tage musste taglich der
Entkalkungsgrad aller Proben Gberprift und die Sdure ausgetauscht werden,
ausgenommen sonntags. Dies bendtigte jeden Tag viel Zeit.

Sobald die Proben gentigend entkalkt wurden, mussten sie in ein Wasserbad mit
Leitungswasser gelegt werden. Dieser Schritt dient dem Abwaschen der Saure, damit diese
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nicht ins Formalin verschleppt wird. Danach konnten sie zum Entwassern weitergegeben
werden. Dieser Prozess lief Giber Nacht ab, sodass am nachsten Tag weitergearbeitet
werden konnte. Es fiel auch auf, dass die Grdsse der Probe eine Rolle bei der
Geschwindigkeit der Entkalkung spielt. Deshalb wurde beschlossen, die Proben vor der
Weitergabe zum Entwéassern auszumessen, um diesen Faktor in der Schlussbewertung zu
berlcksichtigen.

Die Proben wurden nach und nach in Paraffin ausgegossen und zur Seite gelegt, bis alle
gleichzeitig geschnitten werden konnten.

Wahrend des Schneidens der Blocke wurde zu jedem Block ein Protokoll tber die
Schneidbarkeit gefuhrt. Fur die Schnitte sollten zwei Grundschnitte auf Superfrost Plus
angefertigt werden. Im Gegensatz zu gewohnlichen Schnitten, durften sie nicht auf der
Heizplatte gestreckt werden, sondern in einem Heisswasserbad. Auch durfte kein Kryospray
benutzt werden, da dieses die immunhistochemische Farbung stéren wirde. Um erkennen
zu kdnnen, welcher zusatzliche Effekt RDO auf die sdurebehandelten Blécke hat, wurde die
eine Halfte mit RDO behandelt und die andere nicht. Innerhalb der Knochenart und der
verwendeten Sauren waren jeweils fiinf der Zehnergruppen betroffen. Beispielsweise
wurden von den zehn «KEU» auf fiinf noch RDO aufgetragen. Das Auswahlverfahren lief so
ab, dass innerhalb der Gruppe alle Blocke angeschnitten wurden. Es wurde abgeschéatzt,
mit welchen Blécken es mdglich sein wird, schéne Schnitte zu erhalten, ohne RDO zu
verwenden. Nachdem die funf Blécke gefunden und geschnitten wurden, konnten die
anderen funf Blocke fir 30 Minuten, oder wenn nétig mehr, mit RDO behandelt und
anschliessend ebenfalls geschnitten werden. Die Schnitte wurden dann im Ofen getrocknet
und zur Seite gelegt. Um die Farbung bestmdglich untereinander vergleichen zu kénnen,
wurden alle Schnitte zur gleichen Zeit gefarbt, da sich die Farbung von Tag zu Tag leicht
verandert.

Blocke, aus denen beim Schneiden Material herausbrach, wurden erneut gegossen und
spater wieder geschnitten.

Nachdem alle 180 Schnitte bereit waren, wurden die daflir vorgesehenen Objekttrager
zunédchst HE gefarbt, als die Farblésungen frisch aufgesetzt wurden. Die gefarbten Schnitte
wurden von einer arztlichen Fachperson mithilfe eines Auswertungsbogens beurteilt und
kontrolliert, ob der vorgesehene immunhistochemischer Marker MPO hier tatsachlich
geeignet ware. Nachdem bestatigt wurde, dass sich MPO als reprasentativer Marker
beweisen wirde, wurden die restlichen Objekttrager immunhistochemisch gefarbt. Einige
Objekttrager wurden jedoch nach der Farbung im Wasser vergessen. Sie wurden Uber
Nacht von Freitag auf Samstag stehen gelassen. Als sie wieder mit der Alkoholreihe
dehydriert werden sollten, schwammen alle Schnitte im Wasser ab. Somit mussten von den
betroffenen Blécken neue Schnitte angefertigt werden. Dies wurde von einer erfahrenen
Mitarbeiterin Gbernommen. Diese wurden noch am gleichen Tag erneut
immunhistochemisch gefarbt und verkiirzt im Wasser geblaut und wieder normal mit der
Alkoholreihe aufgezogen. Die Schnitte vom Beckenkamm schwammen zum grossen Teil
wieder ab, da das Gewebe hier zu kompakt ist und weniger gut auf Superfrost Plus haftet.
Fir diese Knochenart waren spezielle Objekttrager, namlich Superfrost Plus Gold, nétig
gewesen. Da diese in der Routine nicht verwendet werden, wurde darauf verzichtet, um
einen normalen Ablauf widerzuspiegeln.

Es blieben jedoch gewisse Rickstande zurtck, die ausreichten, um sie teilweise beurteilbar
zu machen. Auch diese Erkenntnisse wurden in dem Auswertungsprotokoll festgehalten.
Die Schnitte wurden dann alle gescannt, um eine digitale Version zu erhalten. Von einigen
Scans wurden Fotos gemacht, um sie anschliessend in die Diplomarbeit einfligen zu
kdénnen.

Zum Schluss wurden alle gesammelten Informationen verarbeitet, um eine Auswertung der
Entkalkung mit den Endergebnissen zu erstellen. Dazu wurden verschiedene Faktoren
berlcksichtigt. Bei der Entscheidung des Entkalkungsmittel ist das Endergebnis sehr
wichtig, jedoch muss auch die bendétigte Zeit und der Aufwand der Verarbeitung in Betracht
gezogen werden. Zusatzlich kann die Fragestellung ebenfalls gewisse Kriterien bestimmen.
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Das Journal, in dem die Arbeitsschritte protokolliert wurde, kann auf Nachfrage eingesehen
werden. Ausgewahlte Scans der Ergebnisse sind im Anhang zu finden.

5.2.1 Genutzte Geratschaften

Hier ist noch eine Auflistung der Geratschaften, die innerhalb der Bearbeitung der Proben
verwendet wurden, sowie deren Zweck:

Ultraschallbad Ultrasonic Decalcifying Automat USE 33 von Medite:

Knochen schneller entkalken

Entwasserungsautomaten Donatello Series 3 von Diapath und HistoCore PELORIS
3 von Leica Biosystems:

Entwassern des Knochengewebes

Paraffin-Ausgiessstation TES Valida von Medite:

Ausgiessen der Knochenbldcke

Mikrotom Epredia HM 355S von Thermo Scientific:

Schneiden der Knochenblécke

Objekttrager-Schnelltrockner TDO Sahara von Medite:

Trocknen der Objekttrager mit Knochenschnitten vor dem Farben

Farbeautomat und Glaseindeckautomat Tissue-Tek Prisma® Plus & Tissue-Tek®
GlasTM g2 von Sakura:

HE-Farben der Knochenschnitte und anschliessendes Eindecken mit Deckglasern
IHC-und ISH-Farbeplattform BOND-PRIME von Leica Biosystem:
Immunhistochemie-Farbung mit MPO der Knochenschnitte
Mikroskop-Objekttrager Scanner NanoZoomer S360 von Hamamatsu:

Scannen der fertigen Knochenschnitten
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5.3 Ergebnisse

Anhand der gesammelten Daten der Protokolle konnten nun die Ergebnisse ausgewertet
werden. Alle Protokolle sind im Anhang zu finden.

Noch einmal zur Nomenklatur: «K1-10» stehen fiir die Kieferproben, «B1-10» fir die
Beckenkammknochen und «R1-10» fur die Wirbelsdule mit dem Rickenmark. «E» sind die
Proben die ausschliesslich im USEDECALC entkalkt wurden, «U» fir, die im USERAPID
eingelegt wurden, und «EU» fir die Kombination aus beiden, welche die Kontrollgruppe aus
der bisherigen Methode darstellt.

5.3.1 Entkalkungszeit der Schweineknochen in Tagen:

Wie in der Abbildung 6 gut zu erkennen ist, benétigten die Proben im USEDECALC mit
einer durchschnittlichen Entkalkungszeit von 4.9 (K), 14.9 (B) und 9.6 (R) Tagen am
langsten.

Wie im Entkalkungsprotokoll, welches sich im Anhang befindet, vernehmbar, betrug die
langste Zeit fur die Entkalkung 19 Tage bei einer Beckenkammprobe. Es gab jedoch auch
Kieferproben, welche nur zwei Tage bendtigten.

Die Kombination aus USEDECALC und USERAPID liegt in der Mitte der Dauer. Diese
bendtigten im Durchschnitt 5.1 (K), 6.8 (B) und 6.3 (R) Tage. Die langste Dauer wurde bei
einem Beckenkammknochen mit neun Tagen verzeichnet, die kiirzeste bei einem
Kieferknochen mit drei Tagen. Hier kann bei der Kieferspalte eine unerwartete Entwicklung
erkannt werden. Die EU-Proben brauchten langer als die E-Proben. Dies lag jedoch daran,
dass die EU-Proben fiinf Tage im USEDECALC sein sollten und anschliessend so lange im
USERAPID wie nétig. Einige EU-Proben waren jedoch bereits vor dem Ablauf dieser finf
USEDECALC-Tagen fertig entkalkt. Sie mussten jedoch mindestens einen Tag im
USERAPID liegen, da sie der EU-Gruppe zugeteilt wurden. Andernfalls hatte der Vergleich
der Morphologie und Immunreaktion nicht wie geplant durchgefihrt werden kénnen. Somit
gab es einen zusatzlichen Tag fur alle, die vorher fertig entkalkt waren.

Die kirzeste Zeit brauchten die Proben, die mit USERAPID entkalkt wurden. Dort lagen die
durchschnittlichen Entkalkungszeiten bei 1.5 (K), 2.5 (B) und 1.9 (R) Tagen. Die langste
Entkalkungszeit betrug drei Tagen, die kirzeste nur einen Tag.

Auch bei der Knochenart ist ein sehr starkes Muster erkennbar. Der Beckenkamm benétigte
am meisten Zeit, dann die Wirbels&ule und der Kiefer war am schnellsten entkalkt.

Durchschnittliche Tagesdauer
16 14.9
14
12

10 9.6

6.3

2.5

15 1.9

K1-10E K1-10EU K1-10U B1-10E B1-10EU B1-10U R1-10E R1-10EU R1-10U

Abbildung 6 Durchschnittliche Tagesdauer der Entkalkung (Quelle: Zocchi, 2025,
Selbsterstellte Grafik, Oerlikon)
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5.3.2 Schneidbarkeit der Schweineknochen:

In den Grafiken zeigen die Balken innerhalb der Gruppierung, wie einfach oder schwer es
war, einen Schnitt mit den entkalkten Blocken herzustellen. Jeder Block konnte mit einem
Wert zwischen — und +++ bewertet werden.

— = Kein Schnitt konnte gemacht werden.

+ = Es war schwierig, aber moglich.

++ = Mit etwas Geduld konnte ein Schnitt gemacht werden.
+++ = ein Schnitt zu erhalten, war sehr leicht.

Um dies grafisch darzustellen zu kdnnen, wurde ein Punktesystem erstellt. Jedes «+»
konnte mit einem Punkt gleichgesetzt werden. So ergab «—» null Punkte, «+++» hingegen
drei Punkte. Insgesamt konnten innerhalb der Gruppe 30 Punkte vergeben werden. Der
gesamte Balken zeigt 30 Punkte, der griine Abschnitt wie viele Punkte erreicht wurden und
der Orangene wie viele nicht gegeben werden konnten. Da die Halfte der Proben mit RDO
behandelt wurde, verteilten sich die 30 Punkte auf die beiden Gruppen. Somit konnten pro
Gruppe 15 Punkte erreicht werden. Von allen Blocken konnten mindestens zwei Schnitte
gefertigt werden, so mussten nie null Punkte vergeben werden.

Die Grafik zeigt ein unregelmassiges Bild bei der Schneidbarkeit der Blocke (Siehe
Abbildung 7). Es scheint, als hatten die Kieferproben generell am schlechtesten
abgeschnitten. Die Wirbelsaule war etwas einfacher zu schneiden als der Beckenkamm.
Innerhalb der verschiedenen Sauren Iasst sich hier jedoch kein klares Bild erkennen. Bei
gewissen Probengruppen ist eine Methode die bessere, bei einer anderen aber die
schlechtere Variante. Auch die Auswertung beziglich RDO hat ein durchmischtes Ergebnis
gegeben. Teils haben behandelte Proben mehr Punkte als die Gegengruppe ohne

Behandlung, jedoch ist auch das Gegenteil zu beobachten.
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Abbildung 7 Bewertung Schneidbarkeit (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstellte Grafik,

Oerlikon)
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Werden die Gesamtpunktzahlen innerhalb der Sduren und der Sauren mit RDO
zusammengerechnet, so ergibt sich die in Abbildung 8 dargestellte Grafik. Die Auswertung
wirde demnach ergeben, dass die Proben, welche mit USEDECALC entkalkt und
zusatzlich mit RDO behandelt wurden, am einfachsten zu schneiden waren. Am schwersten
zu schneiden waren die Proben, die in USERAPID eingelegt und zusatzlich mit RDO
Oberflachenentkalkt wurden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass es mogliche
Faktoren gab, die das Ergebnis zu einem gewissen Grad beeinflusst haben kénnten. Diese
werden in der Diskussion naher beschrieben.

Schneidbarkeitinnerhalb Sduren (+RDO)
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Abbildung 8 Bewertung Schneidbarkeit innerhalb der Sduren (+RDO) (Quelle: Zocchi,
2025, Selbsterstellte Grafik, Oerlikon)
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5.3.3 Qualitat der HE-Farbung:

Auch hier wurde das Punktesystem angewendet, bei dem ein «+» einem Punkt entspricht.
Anders als bei der Schneidbarkeit gab es hier jedoch Proben, die nicht beurteilt werden
konnten oder die gefehlt haben. Da diese Liicken nicht auf die Entkalkung zurtickzufiihren
sind, wurde die Bewertung angepasst. Die fehlenden Daten wurden ausgegraut, damit sie
keinen Einfluss auf das Gesamtergebnis der Entkalkung haben (siehe Abbildung 9). Die
fehlenden Informationen waren auf die Physiologie der Knochen oder eine schlechte
Schnittqualitat zurickzufihren. Schnitte, die kein Knochenmark enthielten, konnten in
diesem Bereich ebenfalls nicht bewertet werden, da die HE-Farbung dieses anders anfarbt
als Kompakta. Dies war vor allem bei den Beckenkammschnitten der Fall. Deshalb gibt es
dort auch regelmassig graue Zonen. Dort war die mégliche Gesamtpunktzahl innerhalb der
Knochengruppe grundséatzlich nur 20 Punkte.

Auch bei den anderen Knochenschnitten, die zu dick ausfielen, konnten ebenfalls im
Bereich des Knochenmarks nicht beurteilt werden. Daher wurden diese Punkte von der
Gesamtpunktzahl abgezogen.

Bei allen Entkalkungsmethoden lassen sich Gruppen erkennen, die sehr gut, aber auch
weniger gut bewertet wurden. Da dieses durchmischte Muster bei den
Entkalkungsmethoden gleichermassen auftrat, scheint die Wahl der Saure keinen grossen
Einfluss auf das HE-Farbeergebnis zu haben.

HE-Farbung
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Abbildung 9 Bewertung HE-Farbung (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstellte Grafik,
Oerlikon)
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5.3.4 Qualitat der immunhistochemischen Farbung mit MPO:

Hier wurde erneut das Punktesystem genutzt, bei dem ein «+» einen Punkt ergab.
Auffallend ist jedoch, dass der gesamte Beckenkamm-Abschnitt ganzlich ausgegraut
wurde. Dies beruht darauf, dass die Schnitte an dieser Stelle alle abgeschwommen sind.
Zwar gab es manche Rickstande der Schnitte, jedoch hatten diese Bereiche kein
Knochenmark. Allgemein hat der Beckenkamm nur Kompakta und kaum Spongiosa,
wodurch auch wenig, bis kein Knochenmark vorhanden ist. Somit war es von Anfang an
unwahrscheinlich, dies hier beurteilen zu kénnen.

Im Allgemeinen kann aber erkannt werden, dass Proben, die mit USERAPID entkalkt
wurden, schlechter abschnitten. Dies ist bei der Wirbelsaule mit dem Rickenmark
besonders auffallend. Dies gilt sowonhl fir die Standartmethode als auch fiir die Methode,
bei der nur USERAPID genutzt wurde (Abbildung 10 und Abbildung 11 zum Vergleich).

e

Abbildung 10 Abbildung 11

R10E 7x Vergrosserung (Quelle: R1U 7x Vergrosserung (Quelle:
Zocchi, 2025, Selbsterstelltes Zocchi, 2025, Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon) Bildmaterial, Oerlikon)

Wenn alles in den Augenschein genommen wird, hat RDO keinen grossartig negativen
Einfluss auf die Immunantwort gehabt. Bei den «K1-10U» Proben kénnte es diesen
Anschein haben, jedoch kénnte die Differenz auf anderen Faktoren beruhen. Gerade bei
der Wirbelsaule, bei der die meisten Immunreaktionen vorhanden waren, scheinen die
Proben mit RDO gleichauf zu sein, wie die Proben ohne, wie in Abbildung 12 ersichtlich.

Immunhistochemische Farbung
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Abbildung 12 Bewertung Immunhistochemie-Farbung (Quelle: Zocchi, 2025,
Selbsterstellte Grafik, Oerlikon)
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6 Diskussion

6.1 Beantwortung der Fragestellung

Mit den Ergebnissen, die von der praktischen Arbeit gezogen wurden, kénnen nun die
Fragen beantwortet werden. Diese Fragen stellen die Basis dieser Arbeit dar.

Hier sind noch einmal die getesteten Methoden:

1. Die Knochenproben werden fur funf Tage ins USEDECALC gelegt. Falls sie noch nicht
genugend entkalkt wurden, missen sie noch so lange wie nétig ins USERAPID gegeben
werden. Dies stellt die bisherige Methode dar.

2. Die Proben kommen nur ins USEDECALC, bis die Knochen gentigend entkalkt sind.
3. Die Proben kommen nur ins USERAPID, bis die Knochen gentigend entkalkt sind.

6.1.1 Vergleich verkurzte Methode und Standardmethode

-In welchem Mass kann die verkirzte Methode mit der bisherigen Entkalkungsmethode
mithalten, ohne die Morphologie (mit HE-Farbung) oder die Immunhistochemie (mit MPO)
zu beschadigen?

Die Methode, bei der nur USERAPID statt der Kombination aus USEDECALC und
USERAPID verwendet wird, kann durchaus mit der zuvor genutzten Methode mithalten. Bei
beiden Kriterien, wie die Morphologie bei HE-Farbung aussieht und wie gut die
Immunreaktion stattfinden kann, konnte die USERAPID Methode ahnliche Ergebnisse wie
die Standardmethode aufweisen (Abbildung 13 und Abbildung 14 zum Vergleich der HE-
Farbung). Bei der Morphologie gab es einige, die etwas schlechter abschnitten, so konnte
gesagt werden, dass kleine Schaden an der Struktur stattgefunden haben kdénnten. Aber
auch solche, die sich als besser herausstellten, wurden beobachtet. Somit kann keine
definitive Aussage getroffen werden. Andere Faktoren, wie die Schneidbarkeit, kdnnten
diese Diskrepanzen verursacht haben. Fir minimale Mangel kann die schnelle Entkalkung
jedoch in Kauf genommen werden.

%‘, h.

Abbildung 13 Abbildung 14

K1EU 5x Vergrésserung (Quelle: Zocchi,  K8U 5x Vergrésserung (Quelle: Zocchi,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Oerlikon) Oerlikon)

Dass die verkirzte Methode ahnliche Ergebnisse liefern kann wie die bisherige, bedeutet
nicht, dass jeder Knochen nun mit USERAPID entkalkt werden kann. Denn auch die bisher
genutzte Methode ist fir Proben, die ein immunhistochemisches Verfahren oder eine
Abklarung mittels PCR bendtigen, nicht geeignet. Proben mit solchen Voraussetzungen
mussen daher mit USEDECALC entkalkt werden. RDO darf dennoch als Hilfsmittel genutzt
werden.
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Solange die Probe mit USERAPID entkalkt werden darf, da keine immunhistochemische
Reaktion oder PCR bendtigt wird, kann sie auch direkt mit der schnelleren Methode entkalkt
werden und denn USEDECALC Schritt umgehen.

Es sollte jedoch tiberdacht werden, Proben, die noch einen immunhistochemischen
Nachweis bendtigen, weiterhin mit der bisherigen Methode zu entkalken. In Abbildung 15
und Abbildung 16 sind ahnliche Ergebnisse mit den beiden Entkalkungsmethoden zu
sehen, wobei beide abgeschwachte Immunreaktionen aufweisen.

g
e

Abbildung 15 Abbildung 16

K1EU 5x Vergrdsserung (Quelle: Zocchi, K4U 6x Vergrésserung (Quelle: Zocchi,
2025, Selbsterstelltes Bildmaterial, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
Oerlikon) Oerlikon)

6.1.2 Unterschiede zwischen den Entkalkungsmethoden

-Was sind die Unterschiede in Bezug auf die Morphologie und Immunhistochemie von
verschieden Entkalkten Knochenschnitten?

Innerhalb der Morphologie flihrten alle Entkalkungsmethoden zu sehr ahnlichen
Ergebnissen. Entgegen allen Erwartungen stellte sich die Methode, bei der nur
USEDECALC verwendet wurde, nicht als die klare beste Option heraus. Die Methoden, die
USERAPID zum Teil oder vollstandig brauchten, lieferten durchaus gute Ergebnisse.
Andere Faktoren, wie die Schnittqualitat, spielten eine grossere Rolle als die Wahl des
Entkalkungsmittels. Die Schneidbarkeit ist wichtig, da sie zur Schnittqualitat beitragt. Bei der
Auswertung gab es jedoch viele Faktoren, die diese beeinflusst haben kénnten.

Es gab verschiedene Personen, die die Proben geschnitten haben. Je nach Erfahrung im
Knochenschneiden, hatten sie ein unterschiedliches Empfinden dartber, wie gut oder
schwer das Schneiden verlief. Auch das Auswahlverfahren, welche Bl6cke mit RDO
behandelt werden sollen, kdnnte RDO in ein negatives Licht rlicken. Auf die schwereren bis
fast unschneidbaren Blocke wurde RDO aufgetragen. Natrlich wird die Schneidbarkeit
einfacher Bldcke durch RDO nicht negativ beeinflusst. In der Routine wird RDO nur fir
herausfordernde Proben genutzt, weshalb auch hier das gleiche System angewendet
wurde.

Somit Iasst sich sagen, dass das Entkalkungsmittel keinen klaren Einfluss auf die Qualitat
der Morphologie hat, und es bei der Auswertung viele andere Einflussfaktoren gab.

Bei der Immunantwort gibt es dagegen grosse Unterschiede. Die Methode, welche nur
USEDECALC verwendete, war deutlich besser. Die anderen, die beide USERAPID nutzten,
waren gleichermassen schlecht. Das heisst, auch wenn Proben nur kurz in USERAPID
verbleiben, richtet es genligend Schaden bei den Antigenen an, dass die Immunantwort
merklich abnimmt.

Bei der Auswertung kann es bei manchen Proben den Anschein haben, dass RDO einen
negativen Einfluss auf die Immunreaktion gehabt haben kénnte. Dort spielen wahrscheinlich
andere Faktoren eine Rolle. Ein méglicher Grund kdénnte sein, dass bei solchen Proben,
weniger Knochenmark vorhanden war. Dies kénnte wiederum damit zusammenhangen, in
welcher Reihenfolge die Proben abgesagt wurden. Die «U» Proben waren eher nahe am
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Rand, weshalb die schlechtere Immunreaktion unabhangig von RDO passiert sein kdnnte.
Auch wenn bei den USERAPID Proben ohnehin schon schlechtere Ergebnisse erwartet
wurden.

Zusétzlich kann noch erwahnt werden, dass die Grosse der Probe einen Einfluss auf die
Entkalkungszeit hatte. Je kleiner die Probe war, desto schneller war sie entkalkt. Dies war
bei allen Methoden der Fall. Dies kann bei «Auswertung Entkalkung» im Anhang erkannt
werden. Bei kleineren Proben gelangt das Entkalkungsmittel leichter zum Zentrum der
Probe, da sie ein geringeres Volumen haben.

6.1.3 Unterschiede Knochenlokalisationen

-Wie verhalt sich das Entkalkungsergebnis bei verschiedenen Knochenproben (Kiefer,
Wirbelsadule mit Rickenmark und Beckenknochen vom Schwein)?

Die Kieferknochen waren bei allen Entkalkungsmethoden am schnellsten. Danach folgten
die Wirbelsdule und der Beckenkamm, die deutlich l&nger bendtigten.

Dieses Bild zeigte sich bereits, als die Knochenproben klein gesagt wurden. Die Knochen,
die sich am schwersten schneiden liessen, bendtigten auch die meisten Zeit fur die
Entkalkung. Dies Iasst sich durch den Aufbau der Knochen erklaren. Der Beckenkamm
besteht hauptsachlich aus Kompakta. Diese ist sehr dicht, wodurch das Entkalkungsmittel
sie nur schwer durchdringen kann. Die Wirbelsaule war eher pords, sodass das
Entkalkungsmittel eine grossere Oberflache hatte, um in den Knochen einzudringen. Der
Kiefer besteht aus Kompakta sowie auch Spongiosa.

Den Daten nach ist der Kiefer am schwierigsten zu schneiden und die Wirbelsaule am
einfachsten. USEDECALC ergab eine bessere Schneidbarkeit fir alle Lokalisationen,
USERAPID eine eher schlechtere. Dies kdnnte jedoch auf vielen Faktoren ausserhalb der
Entkalkungsmethode beruhen, welche oben schon genannt wurden.

Bei der Morphologie durch die HE-Farbung kann festgehalten werden, auch wenn kein
Knochenmark angefarbt werden konnte, dass die Kompakta des Beckenknochens gut
dargestellt werden konnte. Die Wirbelsaule lieferte im Allgemeinen gute Ergebnisse. Der
Kiefer hatte zwar vermehrt schlechte Exemplare, aber dennoch geniigend Gute, sodass die
Qualitat im Allgemeinen immer noch in Ordnung war.

Eine immunhistochemische Farbung war beim Beckenknochen kaum moglich. Beim Kiefer
konnte eine Immunreaktion nachgewiesen werden, doch bei der Wirbelsaule mit dem
Knochenmark war sie am besten zu erkennen. Dies war besonders der Fall, wenn nur
USEDECALC zur Entkalkung genutzt wurde.

Zur Veranschaulichung des Vergleichs der Morphologie der verschiedenen
Knochenlokalisationen sind hier Abbildung 17, Abbildung 18 und Abbildung 19 dargestellt.
Die Knochenbestandteile kdnnen gut in Spongiosa und Kompakta unterschieden werden.

Abbildung 17 Abbildung 18 Abbildung 19

K6EU 6x Vergrésserung B7EU 6x Vergrosserung R8EU 4x Vergrdsserung
(Quelle: Zocchi, 2025, (Quelle: Zocchi, 2025, (Quelle: Zocchi, 2025,
Selbsterstelltes Selbsterstelltes Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon) Bildmaterial, Oerlikon) Bildmaterial, Oerlikon)
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7 Reflexion

Die Erarbeitung dieser Diplomarbeit verlief relativ gut, war aber auch mit viel Stress
verbunden. Der praktische Teil konnte zeitgemass abgeschlossen werden. Ich habe
regelmassig an dem schriftlichen Teil gearbeitet und investierte viel meiner Freizeit dafir, so
konnte die Diplomarbeit doch noch vorzeitig beendet werden.

Die Arbeitsschritte wurden allgemein unterschatzt und es wurde an den zur Verfligung
gestellten Tagen, zu wenig Zeit eingeplant. So musste ich einige Male Uberstunden
machen. Aufgrund der vielen Arbeit in der Routine, musste die Zeit, die fiir die Diplomarbeit
vorgesehen war, gekirzt werden. Dadurch war auch der tagliche Stress héher und mir blieb
am Abend kaum Energie Ubrig, um viel an der Arbeit zu schreiben.

Schon schnell zeigte sich eine der ersten Hirden beim praktischen Teil. Da bei Kempf &
Pfalz haufig Kieferknochen und Zéhne eingesendet werden, wollten wir dementsprechend
auch Kiefer und Zahne entkalken. Als wir die Proben erhielten, zeigte sich jedoch, dass sich
im Kiefer keine Zahne befanden. Das Schwein war wahrscheinlich noch zu jung, um
bleibende Zahne (Erwachsenenzahne) zu haben. Somit musste dies in der Disposition noch
angepasst werden.

Das Sagen der Knochen stellte eines der nachsten grésseren Probleme dar. Der Kiefer
konnte mithilfe eines Teammitglieds und einer Handsage passend gesagt werden. Bei der
Wirbelsdule und dem Beckenkamm hatten wir hingegen keinen Erfolg. Diese Knochen
mussten in einer Werkstatt mit einer Tischfrase zerkleinert werden. So waren sie vorerst
klein genug, um fixiert zu werden. Doch als ich die Knochen klein genug sdgen musste,
damit sie in die Kassetten passten, kam wieder das gleiche Problem auf. Es gab keine
geeignete Vorrichtung, um die Knochen so klein zu schneiden, so musste viel improvisiert
werden.

Ich musste erneut die Handsage verwenden. Um einen guten Winkel damit zu erhalten,
legte ich die Knochen auf einen Plastikbehalter.

Da es sich bei der Handsage nicht um eine Knochensage handelte, war die Arbeit
anstrengender. Zuerst zerkleinerte ich den Kiefer, dann den Beckenkamm und
schlussendlich die Wirbelsaule mit dem Knochenmark. Die Wirbelsaule zeigte sich als
relativ einfach zu ségen, da sie eher pords war. Der Kiefer brauchte wieder etwas mehr
Geduld. Am meisten Zeit und Kraft kostete jedoch der Beckenknochen, da dieser sehr
massiv war.

Zudem musste beim Sagen darauf geachtet werden, wo das Sageblatt angesetzt wird.
Wenn bei Weichgewebeproben ein Schnitt gemacht wird, verlagert sich das Gewebe zur
Seite. Beim Knochen wird das Material hingegen ganzlich pulverisiert. Dieser Verlust
musste einberechnet werden, damit das gesagte Stlck nicht zu diinn ausfiel. Der zu
verlierende Bereich musste gut gewahlt werden, damit kein wichtiger Teil vernichtet wurde.
Wenn das Sageblatt aus dem bisher gesagten Spalt herausgefadelt werden sollte, um es
neu ansetzen zu kénnen, musste aufgepasst werden. Der Knochen spickte dann vermehrt
ab.

Durch die grosse Anzahl an Kassetten, die anfangs in das USEDECLAC gelegt werden
mussten, war es etwas schwierig, die Proben vollstandig mit Sdure zu bedecken. Dieses
Problem konnte geldst werden, indem ein Glasdeckel daraufgelegt wurde, der die
Kassetten beschwerte und sie somit wieder ins USEDECALC herunterdriickte. Als einige
Proben aus dem USEDECALC entfernt werden konnten, da sie gentigend entkalkt waren
oder in das USERAPID Uberfuhrt wurden, konnte der Glasdeckel weggelassen werden.
Auch das tagliche Kontrollieren des Entkalkungsgrads der 90 Proben dauerte mehrere
Stunden. Dieser Prozess wurde dadurch erschwert, dass dafir kein eigener Arbeitsplatz zur
Verfligung stand. So musste ich wahrend der Kontrolle einige Male den Arbeitsort
wechseln, um flr die Routine Platz zu machen. Mit dem Formalin zu arbeiten war auch sehr
unangenehm, da es im Rachen und in den Augen brannte.
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Die 90 Blocke zu schneiden, war sehr arbeitsintensiv, da das Anschneiden besonders
zeitaufwandig war. Manche Arten von Knochen waren leichter zu schneiden als andere.
Das Schneiden des Kiefers war nicht besonders einfach, aber da keiner aus dem Block
herausspickte, war der gesamte Prozess etwas angenehmer. Die Wirbelsaule war sehr
pords und brach deshalb mehrmals aus dem Block. Der Beckenkamm war massiv, was das
Schneiden erschwerte, und ldste sich auch einige Male heraus.

Als ich erfuhr, dass die immunhistochemischen Schnitte im Wasser vergessen worden
waren und dadurch abgeschwommen waren, wurde ich etwas nervos. Ich machte mir
Sorgen, dass ich alle Blocke neu schneiden miisste. Dieser Gedanke war frustrierend, denn
die ersten Schnitte hatten mich bereits viel Arbeit gekostet. Zum einen hatte ich wenig
Erfahrung mit Knochenschneiden, zum anderen war das Mikrotom, mit dem die meisten
Blécke geschnitten wurden, eines der schlechteren. Ich war sehr erleichtert, als meine
Praktikumsbetreuerin mir mitteilte, dass sie die Bldcke neu schneiden wirde und wir die
immunhistochemischen Farbung noch am gleichen Tag wiederholen konnten. Als die
Schnitte erneut abschwammen, war ich nicht mehr so besorgt dartiber, da wir inzwischen
wussten, dass der Beckenkamm nicht viel Knochenmark hatte und somit kein grosses
Potenzial fir eine starke Immunreaktion besass. Dadurch lernte ich auch, dass
Knochenproben, welche hauptsachlich aus Kompakta bestehen, Superfrost Plus Gold
bendtigen.

Gegen Ende des praktischen Teils ist ein Schnitt verloren gegangen. Da die Objekttrager
jedoch bereits mehrfach herumgegeben wurden, kann nicht genau gesagt werden, an
welcher Stelle dieser verschwand und wo er sich nun befinden kdnnte.

Die Auswertung zeigte auch, dass die Qualitat der Schlussergebnisse von vielen anderen
Faktoren beeinflusst wird als nur von der Wahl des Entkalkungsmittels. So kann leider nicht
nur die Entkalkung allein bewertet werden. Durch die grosse Anzahl Proben konnte diesem
Problem hoffentlich entgegengewirkt werden.

Die Auswertung Ubersichtlich darzustellen, war schwieriger als erwartet. Zuerst versuchte
ich, alle Daten in einer Grafik darzustellen. Es waren aber zu viele verschiedene Daten,
sodass die Grafik nicht Gbersichtlich war. Als ich die Daten in verschiedene kleinere
Grafiken runterbrach, wurde alles viel verstandlicher.

Das Finden von geeigneten Quellen gestaltete sich anfangs ebenfalls schwierig. Doch nach
einigen guten Tipps von Mitarbeitenden liessen sich passende finden.

Die Erarbeitung der Biochemie zur Entkalkung war sehr spannend und half, viele Aspekte
nachvollziehen zu kénnen.

Aus allen Schritten und Hiirden konnten aber viele Erfahrungen und Wissen gewonnen
werden, welche auf dem weiteren Weg genutzt werden kénnen. Auch innerhalb des Labors
kénnen die Informationen angenommen und umgesetzt werden.

Im Verlauf der Arbeit kam die Frage auf, warum RDO nicht als alleiniges Entkalkungsmittel
genutzt wird. Die Herstellerfirma verspricht viele Vorteile und auch innerhalb dieser Arbeit
schien RDO keinen negativen Einfluss auf die Ergebnisse zu haben. Anscheinend ist die
Entkalkungsmethode mit RDO noch in keinem Labor etabliert. Dies weiter zu untersuchen
wirde hier den Rahmen sprengen, darum wird zu einem anderen Zeitpunkt in diesem
Bereich mehr nachgeforscht.
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Abbildung 18 B7EU 6x Vergrdsserung (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,

L 7= T3 1o o ) 25
Abbildung 19 R8EU 4x Vergrésserung (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstelltes Bildmaterial,
OITIKON). e e 25
8.2 Formelverzeichnis

Formel 1 Deprotonierung von EDTA (Quelle: Chemie.de, 0.A.-8) .....coooeiiiiiiiiiiie 8
Formel 2 Demineralisierung Hydroxyapatit (Quelle: Monova, 2011).........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiines 9
Formel 3 Komplexbildung (Quelle: Chemie.de, 0.A.-D) ... 9
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Tabelle 1 Benennungsmuster Kassetten (Quelle: Zocchi, 2025, Selbsterstellte Tabelle,

L@ 7= T3 1o o ) PSP 14
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9  Personliche Erklarung und Plagiat

,lch bestétige, die vorliegende Diplomarbeit mit dem

Thementitel: Validierung der Entkalkungsmethode von Knochenproben bei Kempf & Pfaltz

selbstandig verfasst zu haben.

Samtliche Inhalte, die nicht von mir stammen, sind als Zitate gekennzeichnet und mit

genauer Quellenangabe versehen, die im Literaturverzeichnis vollstandig aufgefuhrt sind.*

Vorname: Carol

Name: Zocchi
Kurs: _BMA H22

Ort / Datum / elektronische Unterschrift

Schlieren, 22.06.2025 (.7 o cch:
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10 Anhang

10.1 Verwendete Kl-Tools

Kl-Instrument

Verwendung

Betroffenes Kapitel in der
Diplomarbeit

Einhaltung der Vorgaben

DeepL Uberpriifung der Rechtschreibung und Gesamte Diplomarbeit
Verbesserung des Schreibstils
ChatGPT Uberpriifung der Rechtschreibung und | Gesamte Diplomarbeit

10.2Bilder einiger Objekttrager

Weitere Scans konnen auf Anfrage bei der IT-Abteilung oder bei der Praktikumsbetreuerin
von Kempf & Pfaltz eingesehen werden.

Probengruppe

HE-Farbung

KE

T o0
Zocchi: 2025, K10E 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes

Immunhistochemische Farbung mit
MPO-Marker
~7 TR

‘L e 'Fs___""__
Zocchi: 2025, K10E 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

KE mit RDO

Bildmaterial, Oerlikon
— 7

Zocchi: 2025, K6E 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, K5E 7x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bild[_nate

KEU

Zocchi: 2025, K1EU 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

X 2
L= e o
.= S
s 3 %,_
,.5‘& = o

Zocchi: 2025, K1EU 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon
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KEU mit RDO
leg ;.

Zocchi: 2025, K6EU 6x Zocchi: 2025, K&6EU 7x
Vergrésserung. Selbsterstelltes Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon Bildmaterial, Oerlikon

KU : -
Zocchi: 2025, K8U 5x Zocchi: 2025, K4U 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon Bildmaterial, Oerlikon

KU mit RDO -

P

Zocchi: 2025, K7U 5x Zocchi: 2025, K5U 8x
Vergrésserung. Selbsterstelltes Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon Bildmaterial, Oerlikon

BE

CoT - TR . 3 :

Zocchi: 2025, B9E 5x Zocchi: 2025, B6E 4x
Vergrésserung. Selbsterstelltes Vergrésserung, einziger Schnitt mit
Bildmaterial, Oerlikon Reaktion. Selbsterstelltes

Bildmaterial, Oerlikon
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BE mit RDO

Zocchi: 2025, B5E 4x
Vergrésserung. Selbsterstelltes

BEU

Zocchi: 2025, B1E 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Bildmaterial, Oerlikon __

Zocchi: 2025, B4EU 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

BEU mit RDO

o

Zocchi: 2025, B3EU 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, B7EU 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlion

BU

Zocchi: 2025, B2EU 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

:‘_ ,,;(! B

s

Zocchi: 2025, B3U 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, B7U 1x

Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon
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BU mit RDO

Zocchi: 2025, B6U 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildm on

RE

Zocchi: 2025, B5U 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlik_g

RE mit RDO

L e e -, a
Zocchi: 2025, R3E 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

< g
Zocchi: 2025, R10E 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes

REU

Bildaterial, Oelikon

_ ,_ . ‘. \ ;

Zocchi: 2025, R6EU 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

: 2025, R10E 7x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
[ terial, Oerlikon

Y& ) il &
Zocchi: 2025, R10EU 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon
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REU mit RDO

e

W - &
Zocchi: 2025, R8EU 4x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

RU

Zocchi: 2025, R3U 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes

RU mit RDO

b é‘éﬁjn,‘é
Zocchi: 2025, R7EU 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

-

\ ,
Zocchi: 2025, R3U 6x
Vergrésserung. Selbsterstelltes

Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, R2U 5
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Bildmateria_l, Q.erli_kon

i

Zocchi: 2025, R1U 7x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon
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Diverse

-ﬂ!uh\,,, = e & -
Zocchi: 2025, K1E mit RDO 4x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, R1E mit RDO 4x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, R5EU mit RDO 5x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, K6E mit RDO 2x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, R10E mit RDO 20x
Vergrésserung, Immunantwort.
Selbsterstelltes Bildmaterial,
Oerlikon
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Artefakte

Zocchi: 2025, K9E ohne RDO 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, B10E ohne RDO 1x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, B10EU ohne'RD'S
1x Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon

Zocchi: 2025, B10U mit RDO 2x
Vergrésserung. Selbsterstelltes
Bildmaterial, Oerlikon
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10.3 Protokolle

Entkalkungsprotokoll

10.3.1

+++ | ++ | STTOC pidey asn noL
+++ | GC'C'9C pidey asn ne
+++ | GCT'C'9C pidey asn nal
+++ | ++ | SCT9C pidey asn Nl
+++ | ++ | STTOC pidey asn noM
+++ ++ STArAT4 pidey asn nsi
+++ | GCT'C'9C pidey asn N
+++ | ++ | STTOC pidey asn nex
+++ | GTTOT pidey asn ne
+++ | GTT9C pidey asn N
+++ ++ ++ + - G2'2’'9¢ pidey esn + V143 N30
| 4t ++ + - | szeoe pidey asn + v1d3 ERY
+++ +++ ++ + - STArA T4 pidey asn + v1a3 nasi
++4+ +++ ++ + GZ'Cc'9C pidey 8sn + v1a3 NI
44+ ++ ++ ++ ++ = G2'Cc'9C pidey esn + v1d3 NI
+++ +++ ++ ++ + STArA T4 pidey asn + v1a3 N3asi
4+ | 4+ ++ ++ + | szT9T pidey 8sn + v.1a3 N3
+++ +++ + STy A T4 pidey asn + v1a3 n3aed
+++ +++ + STArA T4 pidey 8sn + v1a3 naai
+++ +++ + [STAYA T4 pidey asn + v.1Aa3 N3 LA
+++ ++ + + G2'¢c'9C v1ia3 30X
+++ ++ + & S2'C'9¢ v1ia3 36X
+++ ++ STAYAL T4 v1ia3 asi
+++ ++ ++ + + [cTArAl Y4 v1da3 EVA |
+++ ++ + + & & G2'¢c'9¢ v1a3 39
+++ ++ ++ + & & GZ'c'9C v1ia3 36
+++ ++ STArA T4 v1da3 Elo|
++4+ ++ ++ ++ + GZ'c'9c v1d3 e
+++ ++ ++ + + + G2'T'9C v1ia3 3o
+++ + STAYAN T4 v1ia3 E1V|
pPrL pelL pzL PLL poL 25} P8 pPL P9 PS Py pe _ pc pL yoeu | pidey esn=N ‘v1a3=3 18ja)
H8Moa3uoy 3ydiu Sejuuos ERIEIIEELTEN ‘usine)ad 1yolu peaiieyds ‘dn Nz Y1d3 UOA ‘Usysoiqes
UOIOM PUBYOIBISNE = +++ ‘UOIBM UONWBIZ = ++ JOUOIBM SEMID = + ‘SUNISPUEBISA WNEY = - | Wnleq
peigsgunyiexiug agaulg 1enIwissunyediul | Jawwnuuagold
Noxo104dsBunyiexiug
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+++ ++ + STAYAL T4 pidey asn noLg
i + |szzoe pidey asn negd
Tt + | szTot pidey asn nsg
I + | szzoe pidey asn n.g
4t | 4+ + | szzoe pidey asn nog
| 44+ + |szzoe pidey asn nsg
+++ | ++ | STTOC pidey asn nvg
PRI + | sceoc pidey asn neg
+++ | ++ | SzCoc pidey asn nzg
i + |szzoe pidey asn nLg
|
+++ ++ + = = = STAYA T4 pidey asn + v1a3 n3oLg
I R ++ - - - - | szzoe pidey asn + V143 n3egd
+++ + - - - [STAYA T4 pidey asn + v1a3 n3sg
+++ + = = = G2'C'9C pidey asn + v1a3 n3.g
++4+ ++ ++ ++ + = = - STAYA T4 pidey asn + v1a3 n399
+4++ = - - - STAYA T4 pidey asn + v1a3 n3asgd
ot + B = - S2'C°9C pidey @sn + v1a3 n3ave
+++ + - - - G2'C'9C pidey asn + v1a3 n3cg
4+ ++ = - - - STArAL T4 pidey asn + v1a3 n3cg
++4+ ++ = - - - STAYA T4 pidey asn + V143 n3aLg
|
++ ++ + + + + + + + - - - [STArAI°T4 v1a3 30L9
++ ++ + + + + + + + - - - STAYAL° 14 v1d3 369
+++ ++ + + + + + = = - [STAYAL T4 v.id3 389
+++ ++ ++ + - - [STAY A4 v.id3 3.9
++ ++ + + + + + + + - - - STAYAL T4 v1da3 394
++ ++ + + + + + + + - - - [STAYAL° T4 v1d3 359
+ + + + + + + + + - - - [STArAL°T4 v1d3 3vd
+++ ++ ++ ++ ++ + + - - - - ST AL T4 v1d3 3ed
+4+4+ ++ + + + + + - - - - STArAL T4 v1da3 3cd
++ ++ + + + + + + + - = - [STAYAL° T4 v1d3 3Lg
pyL | peL | pzL [ PLL [ poL | P6 | P8 | Pz | P9 [ BS | Pr | pe | Pz | pL yoeu | pideyesn=n‘via3=3 | wweyuadoeg
PEA1_YIS X + 131N011U0> 1Yd1u gejuuos RIS FIEEIEY ‘peaieyds X ‘WN Nz Y1a3 UOA ‘usydoligqeo
Uolam puagnuag = +++ ‘YOIOM UOIWIIZ = ++ 19UDIDM SEMID = + ‘BUNIBPUBISA BUISY =- | wnieq
peigsgunyexug agajuIg 1PRIWsSuNy1eX)Iug | Jsawwnuuaqold
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++ | G2'CT9C pidey asn noLy

+++ | §T'TOC pidey asn neyY

+ | sTTot pidey asn nsy

+++ | + | SzToc pidey asn n.y
+++ | ++ | STTOC pidey asn noY
+++ | ++ | S¢2oc pidey asn nsy
+++ | ++ | GZTTOT pidey asn nvd
+++ | ++ | Sceoc pidey asn ney
+++ | ++ | GTTOC pidey asn ney

S2'T°9C pidey asn

RN | ++ ++ + |[szzoe pidey asn + v1Aa3 n3oLy

+4++ ++ + - - - G2'C9C pidey esn + v1a3 Nn36y

4 ++ = = - ST AL T4 pidey asn + Y143 Nn3sy

4+ + - - - - §2'T9C pidey asn + v1Aa3 N3y

+H+ | 4+ ++ + = STAYAL° T4 pidey asn + V143 N394

+4+4+ ++ + = = = STArAN T4 pidey asn + V143 N3sy

4 ++ + + = STArAL T4 pidey asn + Y143 N3vyd

4 + = = = G2'C’9C pidey asn + v.1Aa3 N3y

4 ++ + + = STAYAL T4 pidey asn + Y143 Nn3cyd

4 + + = = ST AN T4 pidey esn + vV1d3 n3Ly

+++ ++ ++ + G2'C'9C v1ida3 3oLy

+44 ++ ++ + STAY AL T4 v1ida3 364

+++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + [SrArAlY4 v1d3 384

b+ ++ ++ + = [STAYAL T4 v1d3 3/4

++ ++ ++ + + + + + + + + - [STAYAL T4 v1d3 394

+4+4+ ++ + + - - STAYAL T4 v1ia3 3G6Y

. +4++ ++ ++ - [STAYAL T4 v1d3 avd

44+ ++ ++ + + + + - [STAYAL T4 v1a3 3eY

++ ++ ++ + + + + + + + + - [STAYAL T4 v1d3 3cy

++ + + + + + + + - - - - STAYAL T4 v1d3 ElR.]

Pyl | PEL pZL | PLL | POL P6 P8 PL P9 PS Py pe pc pL yoeu | pidey asn=N ‘v1a3=3 | SMAiewuayony

ysmonuo 3ydiu Seuuos FEIESTEEIEY ‘usinelal 1yoiu Peaeyds ‘dn NZ Y13 UOA ‘Usyd01g8D

UOIaM PpudZNUSS = +++ ‘YDIBM UOWBIZ = ++ I1BYDIOM SEMI® = + ‘SBUNIBPUBIBA BUIBY =- | wnied

peigsgunyexiul a8o\uI3 1enIwssunyiexIug | Jswwnuuagqold
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r_o_®>>_uC®r_0_®‘_w3m +++ ‘YOI9M YOI|WBIZ = ++ U8YDIOM SEM]D = +

+++ v.1a3 3old

++ v1a3 364

++ v1d3 394

++ v1a3 354

++ v1a3 avd

++ v1a3 L4

++ v1d3 394

+++ v.1a3 3cd

++ v.1a3 Ly

| | pPSGL yoeu | pidey asn=N ‘v1d3=3 g/WY

108 E ‘sne puagelo/ Peqneyos ‘Hn Nz ¥1a3 UOA ‘Usy; @
‘Buniapuelap auldy| = wnieqg
peigsgunyexiug agda)uig 1911wIsgunyexug | Jawwnuuaqoid
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Auswertungsbogen Schneidbarkeit

10.3.2
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%.,N M AU 00y WK Ry yas e X \/XA .| *¢ 0a3 W0 \/ DD@V_ =
% +++ N
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@ 01y S2 MMy A0
¢ P Pn 444 P s e X R N N 1z
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Auswertungsbogen Immunhistochemie-Farbung
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Auswertung Entkalkung
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10.4Bilder Reagenzienetiketten und Packungsbeilagen als Quellen

\SE: Fuaon by any method is
asegale, Some washing of the

in water is required
beveen ation and decalcification.
Sase RDO contains less than
104 hyochorc acid, simultaneous
tmalyde  fxation  and
dabfcaon with RDO should NOT
e peromed. A potential carcinogen
alesutfom this mixture. Store in
9255 0 piastc containers only and
e continer closed at al times in
huunmy

USEDECALC......* Inhalt/Content: 5 kg Laborchemikalie/Laboratory chemical

Enthéiit/Contains: Entkalku S

St i, ngsldsung padlllt.ung zum_schonenden Entkalken von 'mp-

Emgmnmlmatruulgﬁun. Verkurzung der Entmmnmdsuor auf bis zu 40 - 75 % gegentiber -l'gtr

i'.:l W"‘h)")- Deelidfylm Soiutlnn Customized .oll&lon for rapid w"uﬁ?:m
-lwmaum-m ic Decalcifying Automats leads to 40 - 75 %

CAS: 77-86-1, 253 %;
Monol

CAS:7778-77-0, 13 %;
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q
("Da ko

Polyclonal Rabbit
Anti-Human
Myeloperoxidase

Code A0398

ENGLISH

Intended use For in vitro diagnostic use.
Polycional Rabbit Anti-Human 2 isi foruseini L istry (IHC). The antibody labeis o
m*nmwmmw--mmhnmumwmuym
mnmwmmm-md The dinical of any staining or its absence should
complemented by morphological studies mmmmmummmwdmmmwy
mmmmw.mmmm-wnumnnmmdw_m
by : s - .

y and i (MPO)is dmmk&m“mi&ﬁk&m(ﬂl-.wmdhm
gr ol -Mntofo\ndnlnm nmlnm of
idizil agents, e. acid from dlulhm(‘l 31!90-mlwmlm.t.
hwmmmwmmmnmmm r IHC L with eficent
epitope , have revealed that some B-cell acute ias also expr MPO, making it very
important to use anti-MPO together with other in the ification of acute ias (2. 4).

Refer to Dako General X br i ical Staining or the jon system ¥ jons of IHC for: Principle

of i Not Storage; £ fon; Staining Quality

cmmnmqu Interpretation of Staining: General Limitations.
Reagent provided Purified immunoglobulin fraction of rabbit antiserum provided in liquid form. In 0.1 moll. NaCl, 15 mmolL. NaNs.

mmmmmmmmwnwmmndmwu-mm
adjusted to a lot to staining from lot-to-ot.

Specificity The antibody reacts with human myeloperoxidase.
hMWwIZSmMWGH‘w.—w '8 < only one i
appears. Staining: Specific staining for peroxidase. With 2 pl of human plasma, no precipitate appears.
St-\ngCoun--Baillm

hmmmwmmwn it idin-biotin-based vit Son system, the antibody
Iabels only rare

Precautions 1. For in vitro diagnostic use.

2. For professional users.

3. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product though not as
hazardous, mmmwmwmwmmmmwwdmmmw
flush with large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

4. MWWMMMWW proper handling procedures should be used.

5. Wear Personal i 1o avoid contact with eyes and skin.

6. Unused solution should be disposed of according to local, State and Federal regulations.

Storage Store at 2-8 °C. Do not use after expiration date on vial. if are stored under any conditions other than those specified,
uwmﬂhm%nmmmnmmdumw posiive and negative
controls should be run with patient which cannot be : by
in laboratory procedures and a problem with the antibody is cothuDd:o ical Support.

Specimen preparation Paraffin sections: The antibody can be used for labeling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin. Pre-treatment of issues with
proteinase K or heat-induced epitope retrieval is recommended. Optimal results are obtained with Dako Target Retrieval Soluion, Code
$1700, 10 mmollL citrate buffer, pHGO u'lOmrndILTmbllb 1 mmollL EDTA, pH 9.0. The tissue sections should not dry out during
the or during the g staining

Staining procedure These are guidelines only. Optimal ions may vary type and method, and should be validated
indivi The Jmmmmwwn_mmmmmm

Dilution: Polycional Rabbit Anti-Human Myeloperoxidase, Code A0398, muwu-mmdim1mmwm
paraffin-embedded i

Visualization: Dako EnVision+/HRP kits, e.g. Code K4009, are Follow the with the selected
: Positive and negative control tissues as well as negative control reagent should be run simultaneously using the same
protocol as the patient specimens.

Staining interpretation Cells labeled by the antibody display a usually granular staining confined to the cytoplasm.

Performance characteristics Mmmmmwuuumu ion. Cells of b vation reveal variable reactivity
and are me« id cells, plasma cells, dendritic reticulum
cells, mast cells and blood vessels are not labeled. Occasional histiocytes are labeled, some possibly due to phagocytosed material (1).

SSAQ398CEEFG_02p. 14
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Abnormal tissues: Anti-my labets and myeloid cells of acute my

(1). This meeﬂudww
chronic hairy cell or T- or B-cell type, Hodgkin's disease (1). Ina
mdnmmnmmmummm)mwwmmymmmm
were 2/7 acute ). In B-cell acute (ALL), 3/18 (17%) were labeled. In 2 of
MSmnmdaﬁMmﬂ-mMmunm strong staining observed in most AML
cases. In T-cell ALL, none of 6 cases were labeled. In mixed ineage as mixed myeloid and
precursor B cell type, US(M)-'M-OI--M(SLMMM g the fr MPO in adult
ALL, 19/82 (23%) cases were labeled by the antibody. munnn-m-maaluuanrm.nm
expression of at least one other myeloid-associated antigen (4).

Pour une utilisation diagnostique in vitro.

memmwumom_nm (IHC). U marque les
mmmm«w«mmmmmhwﬂ leucémios
MM(!lumwﬂmnh dun panel & dinique
ou son doit dtre nmmwmmmmwamm
Mmmummmmucmm par un qualifié. Cet ost
destiné & étre utilisé aprés un diagnostic primaire de tumeur par utiisant des non
immunologiques.

]

H

Préparation des échantilions

Procédure de coloration

La

y (WO) mmmammuammaimsm(z) Clest l'un des
des gr ot olle ost ég pr dans los des
mmoq\nlnmu hwoun,-u~ otd 0 par lacide

e dtllﬂ.dhnlv(! 3). La MPO est un q des celiues du stade
anm—mo— & deos do
démasquage d'épitope efficaces, ont révélé que aguds

également la MPO, uuwmumwmrnwomdmmumummm
aigues (2, 4).

C o General for Staining (Instructions générales do
de Dako ou les du kit de pour les pr IHC : Principe de la procédure, Matériel requis mais non fourni,
Conservation, P des de Contrdle de qualité, de la

Limites générales.

Fachon JImmunogiouusne PUrnee & parsr G un Snuseru 08 WP Bt IOWTee SOUS 10TTTE RG0S, Dare O,
NaN,.

Concentration en protéines ; Voir fétiquette sur le flacon.

ummmmmmmbrmmueﬁﬂmhmw‘ Le titre de chaque lot est comparé
ot ajusté par rapport & un lot de référence pour assurer des d'un lot & lautre.

Myslopéroxydase isclée & partr de

L réagit & la my y
Lors d'une immunoélectrophorése croisée, un seul ala y lorsque 12,5 L d'anticorps par

em'd.mlmmmv:;&dn C : Ci aa y Avec 2 pL de plasma humain,

aucun : G Brilliant Bive.

Dans 'amygdale humaine fixée au formol et incluse en paraffine, et lors de d'un de sensible & base de

streptavidine-biotine, fanticorps ne marque que rares g comme

1. Pour utlisation diagnostique in vitro.
2. Pour utlisateurs professionnels.
3. Ce produit contient de l'azide de sodium (NaN,), prodult chimique hautement loxique dans sa forme pure. Aux concentrations du produit,
wmmummrmammﬂmhmdhmumnmm
dazides rincer @ leau pour éviter toute

d'azide dans les
4. Comme avec tout prodult d'origin les de
5. Porter un de pr pour éviter tout contact avec les yeux et la peau.
6. Les solutions non utiisées doivent étre aux locales, ot

Conserver entre 2 et 8 "C. Ne pas utiiser aprés la date de péremption imprimée sur le flacon. Si les réactifs sont conservés dans des
conditions autres que celles indiquées, celles-ci doivent étre validées par lutiisateur. Il n'existe pas de signe particulier pour indiquer
Wnumnwmmmummmmmmwummma
patient. Si des wmmmwpadummmmmwma
qQuun Bear od de Dako.

mml'mmmmWhmﬂm&mhamemGMNw Le

prétraitement des lissus par la ‘épitope induite par la chaleur (HIER) est recommandé. Des résultats
mm-mhmnmr-wwsumm $1700, dans un tampon citrate & 10 mmolL & pH 6,0 ou dans

un tampon Tris & 10 mmollL, EDTA & 1 mmolL, a pH 9.0. Les coupes de tissus ne doivent pas sécher lors du traitement ni lors de la
de b

lmwuuammmwp-mmnmmmmmaaumﬁm

et doivent étre validées individueliement par chaque Les doivent étre établies par lutilisateur

lorsqul est utilisé avec d'autres sy de mmm

muwmmmm AD398, peut étre utlisée & une gamme de dilution de 1:300 & 1:600
est appliqué sur des coupes d'amygdale humaine fixées au formol et incluses en paraffine, en utilisant une restauration d'épitope

mnhmammmumomtmwmmmm et une incubation de 30 minutes avec

primaire & x ummwwhmmmwﬁmm
réf. X0903, dilué a la méme Mkm"h“ﬂwawoﬂm‘ﬂ
été établie, luwaMhmmmMNaha—mhmmmmm
réf. S0809.

Visualisation : Il est recommandé d'utiliser les kits Dako EnVision+/HRP, réf. K4009. Suivre la procédure incluse dans le kit de visualisation
sélectionnée.

Controle de qualité : Les tissus de contrdle positifs et négatifs, ainsi que le réactf de contrdle négatif, doivent étre testés en paraliéle selon
le méme protocole que pour les échantilions de patients.

SSAQ398CEEFG_02p. 24
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Interprétation de la coloration Les cellules par [ une or limitée au cy

Performance Tissus sains ; L' marque les cellules nmumammmamm
présentent une réactivité variable et sont ou non Les pr ,

yocytes. les cellles les cellules les cellules les
-w-m-unlp- (o] sont certains a“ammuwm
Mmtwnunwdm” des
aigues, des y des éry ot des (1). cu
mmmﬂp-lue‘l-m ou de y de
4 celiues de ly non v aly Tcusouahmawnmo-buon

d'une étude menée sur 77 aiguls, un ge de 46 y (LMA) MO-MS aigués sur 48
m)mmmmﬂmzmu7ammm(m)mm aigues
ly ¢- ytes B & (I.N.).S-!O(!N)on“m 2 des 3 cas une sous-population de
cellules ade par rapport & forte dans la plupart des cas de
MMMWT“W mduee-n‘n“w mmmawmmm
avait précédemment été déterminé comme étant de type B8 mixtes, 4 sur 5 (80%) ont été marqués
par lanticorps (5). Dans une autre étude B de ahwommmugmwsz(mwuc-
ont été Le cas mmuwsmwndnmmsw

CAPIOSSION SUPPIOIMBNLEIG G BU MOINS UN SUTS SNUGENS SSS00H0 Bu MYSIOIOE (4).

DEUTSCH
Verwendungszweck Zur In-vitro-Diagnostik.
Polyclonal Rabbit Anti-Human ist zur g in der (HC) Dieser
in g als auch in 9
akuter my L (1). Die Diff ifikation wird durch die Ergebnisse eines Antikorper-Panels unterstitzt. Die Klinische
Farbung solite durch mit
werden und von einem F ichtigung der o und anderer diagnostischer Tests des
Patienten vorgenommen werden. Dieser Antikorper kommt nach der Primardiagnose des Tumors durch konventionelle Histopathologie
g von F zum
Zusammenfassung und anm)bmnnmmmuumwwaummsnnmw
Erklarung wbﬂmnnan In vivo
Blamg und zB. aus und Ch
(1.3),“’0‘&%)&‘.& ide Zellen, angs gen von der F Phase bis hin zu reifen Formen (1)
IHC. gs in jon mit 2ur g haben gezeigt, dass einige
Vorlaufer-8-Zellen der akuten L L * MPO 2 Mmﬁaummucum
von akuten L Anti-MPO mit u (2,4)
Foigende Angaben bitte den General jons for . ical Staining (/ n X 2ur
Farbung) von Dako bzw. den . des D« C for IHC-
aber nicht Lagerung, itung, F Qu F 9. 9
MFMWW
Geliefertes Reagenz K in iger Form. In 0.1 molL NaCl, 15 mmolL NaNs.
MMM
Die F J Chargen v ohne die u L Der Titer jeder Charge wird
mm-mmmwdu- um E L . Fi ;i den
Chargen zu gewahrieisten.
Immunogen Aus L isclierte
Spezifitat Dieser reagiert mit y
Bei der g unter g von 12.5 pL mwmmzmmm
nur ein einziges y o ipitat auf. Farbung: i Farbung fir P
Plasma tritt kein Prazipitat auf. Farbung: Coomassie
In e L ot und bei g e ierungssy
auf idin-Biotin-Basi jert der nur seitene
VorsichtsmaBnahmen 1. Zur In-vitro-Diagnostik.
2. For Fachpersonal.
ammmwm,ynnmsmmmmhmnmmm
rﬂl-m Blei oder Kupfer
munduBhnam T x 0 MM“E’WMMWW‘O‘
werden, um Metall-Azid- n g zu *
4m*mmmmm~mmm
5. g g (PSA) tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.
6. Nicht verwendete Losung ist und EU- £ ien zu
Lagerung a-z-a-cmmwc-um s u‘dlmdr Werden die Reagenzien unter
ale den ang. milcean disea %&#!&E
& for die mmmammam und Negativkontrollen
mit den nw-mm werden, weiche durch Anderungen in den
mmwmm&vmummmmmwwuwmm
von Dako
Gewebevorbereitung mwwmna "g von paraffine G werden.
S K oder u < o wird Optimale
mdmnlanTmWSde.S!M.lOan.m&O.mlOMMTMM.IWLEDTA
pﬂﬂom g oder des L ¥ i F darfen
li:ﬂ
Féarbeverfahren Diese Angaben sind nur jen. Optimale mn.npn-m yp und itungs g sein
oder ermitteit werden.
mwmmmmmmu
von menschlichem bei einer mmmnMmew
Code-Nr. S1700, und einer 30-mi mit dem pri bei in einem

SSAQ308CEEFG_02p. ¥4
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2zwischen 1:300 und 1:600 verwendet werden. Als Negauvkontroile wird Dako Rabbit Immunoglobulin Fraction, Code-Nr. X0903,

das auf dieselb wie der Pi zu ist. Falls die Stabilitat im verwendeten
Testsystem noch nicht ennmon worden ist, wird empfohlen, das Produkt unmittelbar vor Verwendung bzw. mit Dako Antibody Diluent,
Code-Nr. S0809, zu verdinnen.

Detektionssystem: Dako EnVision+/HRP Kits (z. B. Code-Nr. K4009) werden Das far das D
i Verfahren

Qualitatskontrolle: Positiv- und i g sowie Negati genz sollten zur gleichen Zeit und mit Protokoll
wie die Patientengewebe getestet werden

Auswertung der Farbung Vom Antikérper markierte Zellen weisen eine meist auf das 2) Farbung auf.

Leistungseigenschaften Normalgewebe: Der Antikorper fihrt bei myeloiden Zellen in allen Phasen der Reifung zu einer s!arken Farbung Zellen monozyhscher
Abstammung weisen elne variable Reaktivitat auf und smd in der Regel schwach markiert oder

Zellen, P oder werden nicht markiert,

Gelegenmch werden Histiozyten markiert, einige i i g von phagozyti Material (1).
Anormale Gewebe: Anti i markiert My und unreife ide Zellen bei akuter myeloischer Leukamie (AML),
akuter Promy i tarer Leukamie, Ery ie und My (1). Dieser Anti markiert keine
Zellen bei L oder L i tischer L ie, | L ie, Non-Hodgkin-
Lymphomen der T- oder B-Klasse und Morbus Hodgkin (1). In einer Studie an 77 akuten L i i der Antil 46/48 (96%)

akuten myeloischen Leukamien vom Typ M0-M5 (AML). Die beiden negativen Falle waren 2/7 akuten monoblastischen Leukamien (MS).
Bei Vorlaufer-B-Zellen der akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL) wurden 3/18 (17%) markiert. In 2 dieser 3 Falle wurde eine
Subpopulation nur schwach positiver Zellen beobachtet, im Vergleich zur meist starken Farbung in den meisten AML-| Fanen Bei T-Zell-

ALL wurde kemer dieser 6 Falle marluert Bei Leukamien gemischter Linien, die bislang den Immu der Myeloid-
und wurden, wurden 4/5 (80%) durch den Antikdrper markiert (5). In emet anderen Studie, in der die
t it der MPO p ion in ALL bei wurde, wurden 19/82 (23%) der Falle durch den Antikrper markiert.
Dne { Falle waren B-Zell-ALL, und 47% wiesen eine weitere Expression von mindestens einem anderen

mit Myeloiden assoziierten Anngen aul (4)
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