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Abkilrzungsverzeichnis

BZK Basalzellkarzinom

BZKs Basalzellkarzinome

MKC Mikrographisch kontrollierte Chirurgie

CLSM Confocal Laser Scanning Microscopy (Konfokale Laser Scanning

Mikroskopie)

RLE Rapid Lump Examination

OCT Optical Coherence Tomography (Optische Koharenztomographie)
H&E Hamatoxylin-Eosin

sek Sekunden

KI Konfidenzintervall

HD-OCT High Definition Optical Coherence Tomography (hochauflosende
Optische Koharenztomographie)



1. Einleitung

1.1 Basalzellkarzinome

1.1.1 Definition und Einteilung

Das Basalzellkarzinom (BZK) ist ein Tumor der Haut. Es wurde friher als ,,semi-
maligne® bezeichnet, da dieser Tumor zwar destruierend und infiltrativ wachst,
jedoch praktisch nie metastasiert [4, 6]. Die entarteten Zellen im BZK bilden in-
selartige Tumorstrange aus vielen zytoplasmaarmen Zellen [1]. Im histologischen
Bild zeigen sich u.a. atypische, basaloide Tumorzellen ausgehend von der Epi-
dermis oder Haarfollikeln, Retraktionsartefakte, randstandige Palisaden von Zell-
kernen, solare Elastose in der Epidermis und entztindliches Infiltrat im umgeben-
den Gewebe [7]. BZKs werden klinisch in verschiedene Subtypen eingeteilt: kno-
tiges, superfizielles, sklerodermiformes, pigmentiertes und destruierendes BZK
[1]. Abhangig vom Typ des BZKs ist es klinisch schwierig, die Grenze der Infilt-

ration festzulegen [1]. Dies beeinflusst die Wahl der Therapie.

1.1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Basalzellkarzinome (BZKs) wurden erstmals 1900 von Krompecher beschrieben
und sind heutzutage mit einer Inzidenz von ca. 70-100/100.000 Einwohnern/Jahr
in Deutschland die am haufigsten vorkommenden (semi-)malignen Hauttumoren
[1]. Risikofaktoren sind u.a. intensive Sonnenexposition und gehaufte Sonnen-
brande, v.a. in der Kindheit [2, 3]. Deshalb sind vorwiegend helle Hauttypen und
Menschen mit rotblondem Haar gefahrdet, an einem BZK zu erkranken [3, 4].
AulRerdem steigt das Risiko z.B. durch den Kontakt mit karzinogenen Substanzen
und Therapie mit Immunsuppressiva [1]. Bedingt durch die Risikofaktoren, tritt
das BZK vermehrt an sonnenexponierten Arealen der Haut, wie dem Gesicht,
den Ohren und dem Kapillitium auf. Der Stamm und die Extremitaten sind selte-

ner, Schleimh&ute nicht priméar betroffen [1, 5].



1.1.3 Therapie

Da die Inzidenz der BZKs weiter steigt, ist es von grol3em Interesse, diese sehr
haufigen Tumoren frith und sicher zu therapieren [6, 8]. Folgende Therapieopti-
onen stehen dabei zum jetzigen Zeitpunkt zur Verfligung: Exzision, mikrogra-
phisch kontrollierte Chirurgie (MKC), Kirettage und Elektrodesikkation, Kryochi-
rurgie, ablative Lasertherapie (COz-Laser, Erbium-YAG-Laser), Strahlentherapie,
photodynamische Therapie, immunmodulatorische Behandlungen (z.B.
Imiquimod), oder Hedgehog-Signalweg-Inhibitoren. Die verschiedenen Therapie-
optionen werden abhangig von Art des BZKs, der Tumorlokalisation und dem

klinischem Fall angewendet [1, 9].

Insbesondere, wenn das BZK Kklinisch nicht eindeutig abgrenzbar ist, ist die ef-
fektivste Therapie mit der geringsten Rezidivrate die mikrographisch kontrollierte
Chirurgie [1, 10].

1.2 Mikrographisch kontrollierte Chirurgie

Der Begriff der ,mikrographisch kontrollierten Chirurgie“ (MKC) geht zurtck auf
den amerikanischen Chirurgen Frederic Mohs und beschreibt eine spezielle chi-
rurgische Exzisionstechnik von Hauttumoren, bei der eine komplette liickenlose
Randkontrolle erfolgt. Das bedeutet, dass die Oberflache eines Gewebestlick
nach seiner Exzision topografisch orientiert und vollstandig mikroskopisch be-
trachtet wird, um zuriickbleibende Tumorauslaufer im Patienten sicher nachwei-
sen und lokalisieren zu kdnnen. Dies ist wichtig, um eine RO-Resektion und somit

eine Heilung herbeizuftiihren und Rezidive zu verhindern [11].

Falls notwendig, kdnnen weitere gezielte Nachexzisionen durchgefiihrt werden,
die auf die gleiche Art mikrographisch untersucht werden, bis eine RO-Resektion
erfolgt ist [4, 12, 13]. Wunden kénnen in unkomplizierten Féllen schon bei der
priméren Operation verschlossen werden, grof3e Tumoren oder problematische
Lasionen werden jedoch mit einer vorlaufigen Defektdeckung versorgt, um erst

bei sicherer Tumorfreiheit verschlossen zu werden [11].



Heutzutage existiert der Begriff ,Mohs’ Chirurgie” neben vielen anderen Verfah-
ren, welche alle das gleiche Prinzip beschreiben: Verschiedene chirurgische
Exzisionstechniken mit einer kompletten histologischen Schnittrandkontrolle (3D-
Histologie) [4, 12, 13].

Unter allen moglichen Therapieformen von Basalzellkarzinomen, geht diese
Technik mit der geringsten Rezidivrate einher [8, 10]. AulRerdem ist sie sehr ge-
webeschonend und verspricht daher gute kosmetische Ergebnisse. Um Gewebe
zu schonen und gleichzeitig den Tumor mdglichst vollstandig zu entfernen, wird
ein Sicherheitsabstand gewahlt, welcher sich nach TumorgréRe, Lokalisation

des Tumors und Tumortyp richtet [11].

Es gibt verschiedene Methoden, das Exzidat zu entfernen und makroskopisch zu
praparieren, um mdoglichst alle Rander des Gewebes untersuchen zu kénnen. In
der 3D-Histologie werden die Tumore meist en bloc entfernt und nach Techniken
wie der ,Tubinger Torte oder der ,Muffin-Methode“ zugeschnitten. Bei der ,TU-
binger Torte“ werden die Tumorrander als 1-3mm breite Streifen und die untere

Basis entfernt. Somit entstehen Mittelstiick, Rander und Basis.

Bei der ,Muffin-Technik® werden die Rander und die Basis als ein Stick vom Mit-
telteil getrennt und durch kleine Relaxierungs-Schnitte in eine Ebene gebracht,
als ob eine Muffin-Papierform in eine Ebene aufgefaltet wiirde. Somit entstehen
Mittelstiick und Rand und Basis als ein Stuck. Bei beiden Methoden werden die
einzelnen Teile so oft geteilt, dass sie in eine Standard Histologie-Kassette pas-

sen, um sie histologisch aufzuarbeiten [11].

Die Standardmethode fur die mikrographische Randkontrolle in Deutschland be-
ruht auf der Erstellung von Paraffinschnitte, welche viel Zeit benétigen (20h —
72h). Bis das Ergebnis der histologischen Untersuchung vorliegt, missen Wun-
den offengelassen werden oder erneut ergffnet werden, falls die histologische
Randkontrolle positiv ist. Dies ist unangenehm fir den Patienten und verursacht
mehrzeitige Operationen. Deshalb werden neben den Standarduntersuchungen
heutzutage auch Alternativen fur die histopathologische Untersuchung erforscht

[14]. Dazu gehéren z.B. die nicht invasiven in vivo Methoden der optischen Ko-



harenz-Tomographie (OCT) und der in vivo konfokalen Laser Scanning Mikro-
skopie (CLSM), welche in Zukunft Probeexzisionen ersetzen kdnnten. Bei der
OCT kann die Haut noch vor der Exzision vertikal mit einer Tiefe von bis zu 1-2
mm dargestellt werden [15]. Zur Anwendung dieser Methode bei Basalzellkarzi-
nomen existieren derzeit zu wenige aussagekraftige Studien [16, 17]. Die Ein-
dringtiefe der in vivo CLSM betragt im Gegensatz zur OCT nur bis zu 350 um [18,
19].

Zwei alternative ex vivo Methoden wurden in der folgenden Studie untersucht:
die konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) und die Rapid Lump Exami-
nation (RLE). Im Gegensatz zur Paraffinhistologie kann mit diesen beiden Me-
thoden Frischgewebe innerhalb kirzester Zeit untersucht und damit noch intrao-
perativ entschieden werden, ob bei Tumorfreiheit die Wunde zu verschliel3en ist,

oder bei verbleibenden Tumoranteilen eine Nachexzision durchzufiihren ist.

1.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die CLSM wurde 1957 von Marcin Minsky patentiert und seitdem stetig weiter-
entwickelt. Die ex vivo CLSM wird bisher hauptséchlich in der MKC von Basalzell-
karzinomen eingesetzt [20]. Sie ermdglicht die Untersuchung frischen Gewebes
in hoher Aufldsung mit einer Darstellung kleinsten Details. Somit entfallt die auf-
wandige Erstellung von Paraffin- oder Gefrierschnitten. Bei der CLSM scannt ein
Laser eine bestimmte Ebene und es entsteht ein hochauflésendes digitales Bild,
welches auf einem Bildschirm dargestellt wird. Zurzeit werden verschiedene Modi
angewendet: der Reflexions-Modus, welcher v.a. in vivo und daher in ungefarb-
tem Gewebe angewendet wird [21], der Fluoreszenz-Modus, bei dem das Ge-
webe mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt wird oder die Kombination aus Re-
flexion und Fluoreszenz-Farbung, welche v.a. bei ex vivo Untersuchungen An-
wendung findet [14, 22].

1.4 Rapid Lump Examination

Die RLE wurde von Moehrle et al. 2011 zur Untersuchung von Basalzellkarzino-

men erstmals beschrieben und durchgeflnhrt.



Hierbei wird das zu untersuchende Frischgewebe nach kurzer Fixierung und Far-
bung auf einem Objekttrager untersucht. Verwendet wird hierbei ein Stereomik-
roskop mit einer grol3en Tiefenscharfe, mit welchem eine dreidimensionale Dar-
stellung der kompletten Gewebeoberflache mikroskopisch moglich ist [23].

In einer ersten Pilotstudie 2011 erreichte die Methode im Vergleich zu Hamato-
xilin & Eosin-gefarbten (H&E) Paraffinschnitten eine Sensitivitdt von 90% und
eine Spezifitdt von 94% [23]. 2016 wurde von Veenstra et al. eine Pilotstudie mit
geringerer Fallzahl in der Niederlande durchgefuhrt, in der Sensitivitat und Spe-
zifitat im Vergleich zu mit H&E gefarbten Gefrierschnitten 84% und 94% betrugen
[24].

Die RLE konnte eine ergdnzende Rolle spielen, um noch vor der standardmalfi-
gen histologischen Beurteilung einschatzen zu kénnen, ob weiteres Gewebe ent-

fernt werden muss [25].

2. Fragestellung

Der H&E-gefarbte Paraffinschnitt als Goldstandard zur histopathologischen
Randkontrolle von Tumorexzidaten ist sehr zeit- und arbeitsaufwandig, weshalb
keine intraoperative Befundung der Absetzungsrander erfolgen kann. Der Nach-
weis von Tumorverbanden im Absetzungsrand hat somit ein mehrzeitiges opera-
tives Vorgehen zur Folge, welches fur den Patienten belastend ist und die Be-
handlungskosten erhght.

Um den Behandlungsprozess schneller durchfiihren zu kénnen und den Patien-
ten diese Nachteile zu ersparen, werden Alternativen gesucht. Bis heute gibt es
aul3er der Gefrierschnitttechnik keine Methode mit ausreichender Genauigkeit,
welche als Alternative zum Paraffinschnittverfahren eingesetzt werden kann.
Deshalb ist es von grof3em Interesse, histologische Verfahren fur die MKC zu
entwickeln und deren Genauigkeit in ausreichend hohen Fallzahlen zu tberpru-

fen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, innerhalb eines regularen klinisch-operativen

Behandlungsablaufes die RLE mit einem Stereomikroskop und die ex vivo CLSM
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mit einem neuen, erstmals klinisch eingesetzten konfokalen Laser Scanning Mik-
roskop in der MKC von Basalzellkarzinomen im Vergleich zu H&E-gefarbten Pa-

raffinschnitten zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material und Methoden Teil A: CLSM
3.1.1 Studiendesign und Aufbau

Das Studiendesign wurde der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat Tubingen zur Beurteilung vorgelegt (Protokoll Num-
mer 169/2016B0O2). Alle Patienten erklarten nach einer entsprechenden Aufkla-
rung schriftlich ihr Einverstandnis zur Studienteilnahme und Verwendung der Da-

ten.

Die Studie wurde im August und September 2016 in der Praxisklinik Tubingen
und an der Universitats-Hautklinik Ttbingen durchgefuhrt.

145 Patienten mit noch nicht bestatigtem Verdacht auf BZKs wurden in die Studie
aufgenommen. Eine Unterscheidung zwischen den klinischen Subtypen, Primar-
tumoren und Rezidiven erfolgte nicht. 65 Patienten waren mannlich, 80 Patienten
weiblich. Das Alter der Patienten lag zwischen 44 und 82 Jahren.

Von insgesamt 148 vermuteten Basalzellkarzinomen wurden mit einem neuen
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (HistologScanner™) 544 digitale Bilder er-
stellt. Dieses Mikroskop wurde durch die Firma SamanTree Medical SA, einer
Ausgriindung der Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Switzerland ent-

wickelt und fur diese Studie kostenlos zur Verfligung gestellit.

An beiden Untersuchungsstandorten wurde die Verwendung des Mikroskops in

den klinischen Ablauf integriert.

In der Praxisklinik Tubingen war Prof. Dr. Matthias Mohrle (MM) der Dermatochi-
rurg. Die histopathologischen Diagnosen an den Paraffinschnitten erstellte Dr.
Jan-Phillip Geppert am pathologischen Institut Dr. Geppert und Kollegen. MM
fuhrte als Dermatopathloge die Beurteilung der digitalen Bilder des konfokalen
Laser Scanning Mikroskops durch.

In der Universitats-Hautklinik Tabingen operierten diverse Operateure, verschie-

dene Dermatopathologen befundeten die H&E-Schnitte, wahrend MM Klinisch
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nicht involviert war und nachfolgend die digitalen mikroskopischen Bilder ohne

klinische Hintergrundinformationen befundete.

Die digitalen Bilder wurden an beiden Standorten durch die Doktorandin erstellt.

3.1.2 Prozedur

3.1.2.1 Exzision und Praparation

Die meisten BZKs wurden makroskopisch auf zwei verschiedene Arten prapa-
riert: zum einen mit der ,Muffin-Methode*, welche v.a. in der Praxisklinik Tulbin-
gen angewandt wurde und aus der Mittelstiicke mit zugehdrigen Quadranten (Q,
n=195) resultierten, zum anderen mit der ,Tubinger Torte“, welche v.a. in der
Universitats-Hautklinik angewandt wurde und aus der Basisschnitte (B, n=58),
laterale Rander (L, n=137) und Mittelstlicke (C, insgesamt n=104) resultierten
[11, 12]. Die Exzidate wurden en bloc vertikal zur Hautoberflache mit Sicherheits-
abstanden von 2-3mm entfernt. Au3erdem wurden Stanzbiopsien (P, n=22) und

Shave-Exzisionen (S, n=9) bei Verdacht auf BZKs in der Praxisklinik entnommen.
Die Haufigkeiten der verschiedenen Proben und ihre Verteilung zeigt Tabelle 1.

Aufgrund der GroRRe der histologischen Kassetten mussten einige der 148 Exzi-
date geteilt werden. Die chirurgische makroskopische Praparation erfolgte auf
Basis der Standardverfahren, um den klinischen Alltag realistisch beizubehalten.
Es war dann jedoch aufgrund der Grol3e der histologischen Préaparate haufig not-

wendig, solche Praparate ggf. mit mehreren Bildern vollstandig abzubilden.

3.1.2.2 Farben und Positionieren

Nach der Exzision und makroskopischen Praparation wurden die Proben in einer
0,1%igen Fluoreszenz-Proflavinldsung fur 30 sek gefarbt und kurz in Phosphat-
pufferlésung gewaschen. Voruntersuchungen zeigten, dass diese Aufarbeitung
nicht die nachfolgende histologische Einbettung in Paraffin und die Farbung mit

Hamatoxylin-Eosin (HE) beeinflusste.
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Anschliel3end wurden die Proben auf dem transparenten Boden einer modifizier-
ten Petrischale positioniert (Glass Bottom p-Dish 35 mm, Ibidi, Germany) (Abbil-
dung 1). Das verwendete Mikroskop (Histolog™ Scanner, SamanTree Medical
SA, Switzerland) ist ein inverses Mikroskop, d.h. die Probe wird Gber dem Laser

positioniert, welcher von unterhalb scannt.

Durch den Bildausschnitt des konfokalen Mikroskops (16x16 mm) mussten von
einigen Praparaten — zusatzlich zur bereits erfolgten makrochirurgischen Prapa-
ration — mehrere Bilder erstellt werden. So entstanden insgesamt 544 digitale

mikroskopische Bilder.

Das Mikroskop scannt in einer zweidimensionalen Ebene. Das bedeutet, dass
alle Gewebeanteile, welche nicht in dieser Ebene liegen, nicht gescannt werden

und somit nicht auf dem Bild erscheinen.

Abbildung 1: Gewebeprobe in einer speziellen Schale mit transparentem Boden
auf dem invertierten Mikroskop positioniert

Unformige Gewebestlicke erforderten kleine relaxierende Inzisionen am Rand,

um das Gewebe flacher in eine Ebene bringen zu kénnen.

Da das Gewebe fir die CLSM unfixiert gefarbt wurde, war eine saubere Oberfla-
che wichtig, um Artefakte z.B. durch Fasern eines Tupfers zu vermeiden (Abbil-
dung 2).

14



N Y

Abbildung 2: konfokales Bild; Artefakt durch Faser eines Tupfers (*)

Lediglich die Ebene, welche genau dem Boden der Schale auflag, wurde ge-
scannt. Entscheidend war deshalb, eine Technik fur eine plane und vollstandige
Auflage des Gewebes am Boden der Petrischale zu entwickeln. Neben den be-
reits genannten Hilfsinzisionen wurde eine selbst entworfene Konstruktion ver-
wendet: ein kleiner Ball aus Knete wurde in Frischhaltefolie gewickelt, wie eine
Art Pfannkuchen geformt und mit leichtem Druck Gber dem Gewebestlick positi-
oniert (Abbildung 3). Durch die Flexibilitdt der Knete konnte diese fur jedes Ge-
webestiuck individuell angepasst werden, in Abhangigkeit der Oberflachencha-
rakteristik. In 27% der Falle mussten die Gewebestiicke auf diese Art geebnet
werden. Das Ebnen und die exakte Positionierung der Proben war der aufwan-
digste Teil der Erstellung der CLSM-Bilder.

15



Abbildung 3: Knete in Frischhaltefolie zum Ebnen der Proben

3.1.2.3 Digitale Abbildungen

Im Hauptment des Mikroskops hatte der Nutzer die Mdglichkeit, eine Vorschau
des zu analysierenden Gewebes zu erstellen. Diese Vorschau zeigte den Bild-
ausschnitt in einer geringen Auflésung. Die Vorschau war innerhalb von 10 sek
mdglich und erlaubte eine schnelle Ubersicht tiber die Gewebeprobe und ihre

Position.

Im Falle eines nicht zufriedenstellenden Ergebnisses war eine schnelle Re-Posi-
tionierung der Probe maoglich. Anschliel3end konnte ein Bild in héherer Auflosung
innerhalb von 2,5 min erstellt werden. Das Mikroskop scannte mehrere kleine
Quadrat-formige Bereiche (,Kacheln®), welche am Ende zu einem Gesamtbild mit
beinahe nahtlosem Ubergang addiert wurden (,Mosaik®).

Die Bilder wurden auf einem externen Speichergerat anonymisiert fur die spatere

Evaluation gespeichert.

3.1.2.4 Evaluation

Nach der Erstellung der digitalen Bilder wurden die Gewebeproben topogra-
phisch orientiert in Histologiekassetten eingebettet und zur weiteren Aufarbeitung
in das pathologische Institut Dr. Geppert und Kollegen (Proben der Praxisklinik
Tubingen) bzw. in das dermatopathologische Labor der Universitats-Hautklinik

Tlbingen (Proben der Hautklinik) verschickt

16



Der Prozess des Einbettens, Fixierens und Farbens fir die Paraffinschnitte dau-

erte ca. 20h.

Die digitalen Bilder der CLSM wurden nachfolgend von Prof. Dr. Matthias Mo6hrle,
einem erfahrenen Dermatochirurgen mit der Zusatzbezeichnung Histopathologie
auf einem Computermonitor (iMac, Apple Inc., Cupertino, CA, USA) evaluiert.
Der Untersucher verfugte tber Erfahrungen mit einem konfokalen Laser Scan-
ning Mikroskop eines anderen Herstellers (VivaScope 2500, Mavig).

Die folgenden BZK-spezifischen Kriterien wurden bei der histopathologischen
Untersuchung zugrunde gelegt: basaloide Tumorzell-Knospen aus der Epider-
mis, Inseln mit variablen Atypien innerhalb der Epidermis, Tumorinseln mit ent-
zundlichem Infiltrat, periphere Pallisadenbildung der Zellkerne, artifizielle Spalt-

bildung des Stromas und solare Elastose in der Dermis.

Des Weiteren wurden folgende verschiedene Parameter dokumentiert: die histo-
pathologische Diagnose und die jeweils bendtigte Zeit zur Erstellung und Analyse

der digitalen Bilder.

Um einen mdoglichen Lerneffekt bei der Positionierung der Proben und Erstellung
der digitalen CLSM Bilder nachzuweisen wurde der Zusammenhang zwischen
Probennummer (als Faktor des zeitlichen Verlaufs) und die benétigte Zeit zum

Erstellen des digitalen Bildes analysiert.

Die Qualitat der Bilder wurde nach den Schulnoten 1 bis 6 (1 = sehr gut, 2 =
gut, 3 = befriedigend, 4 = ausreichend, 5 = mangelhaft, 6 = ungenigend) be-
wertet. Dabei wurden folgende Kriterien bertcksichtigt: ,Prozentanteil der dar-
gestellten Epidermis®, ,Helligkeit/Kontrast®, ,Farbung® und ,fehlende Areale®

(z.B. durch fehlerhaftes Positionieren oder Scannen oder Staub).

Es wurde auRerdem dokumentiert, ob sich der Untersucher seiner Diagnose,
die er aufgrund der Auswertung der CLSM Bilder erstellte, sicher oder unsicher

war.
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3.1.2.5 Statistik
Bei dieser Arbeit wurde die methodische Beratung des Instituts fur klinische Epi-
demiologie und angewandte Biometrie der Universitat Tubingen bei Frau Dipl.-

Stat. Aline Naumann in Anspruch genommen.

Fur die statistische Analyse wurde das Programm IBM® SPSS® (Version 24)

verwendet.

Die histopathologische Diagnose der CLSM Bilder wurde mit den Diagnosen,
welche anhand der Auswertung von H&E-gefarbten Paraffinschnitte gestellt wur-
den, verglichen:

Sensitivitat und Spezifitdt mit Konfidenzintervallen wurden berechnet. Diese Be-
rechnungen wurden fiur alle Proben insgesamt durchgefiihrt und zusatzlich ge-
trennt fur die Proben der Praxisklinik bzw. Universitats-Hautklinik. Au3erdem
wurden Sensitivitat und Spezifitat in Bezug auf die verschiedenen Probenarten
kalkuliert, abhangig von der verwendeten Technik der makroskopischen Préapa-
ration. Neben der Gesamtberechnung der Sensitivitat und Spezifitdt in Bezug auf
alle Probenarten, wurde diese erneut mit Ausschluss von Stanzbiopsien (P) und

Shave-Exzisionen (S) durchgefuhrt.

Der Zusammenhang zwischen korrekter Diagnose und Qualitat der Bilder in Form
von Schulnoten und der Zusammenhang zwischen korrekter Diagnose und Si-

cherheit bzgl. der Diagnose wurden untersucht.

3.2 Material und Methoden Teil B: RLE
3.2.1 Studiendesign und Aufbau

90 Patienten mit klinisch diagnostizierten BZKs bzw. Nachexzisionen von biop-
tisch gesicherten oder von nicht in sano operierten Tumoren nahmen im August

und September 2016 an der Untersuchung in der Praxisklinik Tibingen teil.

Das Studiendesign lag der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat Tidbingen zur Beurteilung vor (Protokollnummer
169/2016B0O2).
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Das Alter der Patienten lag zwischen 51 und 93 Jahren. 42 der Patienten waren
mannlich, 48 weiblich. Alle Subtypen von Basalzellkarzinomen wurden einge-
schlossen: solide, fibrosierende, superfizielle und andere Mix- oder Subtypen

wurden analysiert.

Das Frischgewebe wurde unmittelbar nach der chirurgischen Exzison, makrosko-
pisch prapariert und nach einer Untersuchung mit einem konfokalen Laser Scan-
ning Mikroskop (im Rahmen einer anderen Studie, vgl. Teil A) durch den Derma-
tochirurgen/Dermatohistologen (Prof. Dr. Matthias Méhrle.) mit einem Stereomik-
roskop beurteilt. Bei dieser mikroskopischen Direktbefundung lagen daher klini-

sche Hintergrundinformationen tber die Patienten vor.

Das Frischgewebe wurde topographisch orientiert in Histologiekassetten einge-
bettet und zur standardmafigen histopathologischen Untersuchung ins patholo-
gische Insititut Dr. Geppert und Kollegen verschickt, Die H&E-gefarbten Paraffin-
schnitte wurden durch einen Histopathologen (Dr. Jan-Philipp Geppert) beurteilt.
Anschliel3end wurden die RLE-Diagnosen mit den am Paraffinschnitt gestellten

Befunden verglichen.

3.2.2 Prozedur

3.2.2.1 Exzision und Praparation

Die Tumore wurden vom Dermatochirurgen exzidiert und makroskopisch préapa-
riert. Die Praparation erfolgte nach Standardverfahren der mikrographisch kon-
trollierten Chirurgie und wurde fir die Studie nicht abgewandelt. Hauptséchlich
wurde die ,Muffin-Methode®, wie in den deutschen S1-Leitlinien fur mikrogra-
phisch kontrollierte Chirurgie beschrieben, verwendet: das Exzidat wurde bei 12
Uhr markiert und das Mittelstlick wird vom Rest getrennt. Der restliche Teil wurde
durch kleine Hilfs-Einschnitte in eine Ebene gebracht. Dabei entstanden die Mit-
telstticke (C) und die dazugehoérigen Quadranten der Aul3enseite des Muffins (Q).

Einige Exzidate wurde nach der ,, Tubinger Torte" prapariert. Hier entstanden Mit-
telstticke (C), laterale Rander (L) und die Basis (B) aus dem Exzidat [11]. Aul3er-
dem wurden auch Stanzbiopsien (P) und Shave-Exzisionen (S) gewonnen und

analysiert.
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3.2.2.2 Fixierung, Farbung und Positionierung

Der RLE-Studie mit dem Stereomikroskop ging eine Untersuchung des Gewebes

mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop voraus (Teil A).

Die nativen Proben wurde nach folgendem Protokoll aufgearbeitet: 20 sek Fixie-
rung in Essigséaure, 10 sek waschen in Leitungswasser, 20 sek Farbung in Tou-
lidinblau (Toulidinblau O fur die Mikroskopie, Merck AG, Darmstadt) und noch-
mals waschen fir 5 sek in Leitungswasser. Vorherige Untersuchungen zeigten,
dass die Verwendung des konfokalen Laser Scanning Mikroskops zuvor und das
verwendete Farbeprotokoll die weiteren histologischen Standardverfahren nicht
beeinflussten.

Nach der Aufarbeitung wurde das Gewebe auf einen Standard-Objekttrager auf-
gebracht. Dieser wurde auf einer speziell entwickelten Halterung durch einen
Saugnapf fixiert. Mithilfe dieser speziellen Halterung war es mdglich, den Objeki-
trager in allen drei Ebenen zu bewegen und somit gesamte Oberflache des Ge-
webes einer vollstdndigen mikroskopischen Betrachtung zuganglich zu machen.
Ein Stereomikroskop mit einer grof3en Tiefenscharfe (Leica MA205A; Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) erlaubte eine plastische 3-dimensionale Dar-
stellung des Gewebes. Durch eine angebrachte Kamera war es maoglich, 2-di-
mensionale Bilder des Gewebes zu erstellen, welche jedoch nur zu demonstrati-

ven und nicht zu diagnostischen Zwecken verwendet wurden.

3.2.2.3 Evaluation
Wie bereits erwéhnt, erfolgte die postoperative Evaluation des Frischgewebes
mit der RLE durch Prof. Dr. Matthias Mohrle als Dermatochirurgen und Dermato-

histologen in Personalunion. Er fihrte die Tumorexzision durch und verfligte da-

her Uber klinischen Patienteninformationen. Das Stereomikroskop wurde mit ei-
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ner Vergro3erung von 10-100x verwendet. BZK-spezifische histologische Krite-
rien wurden berlcksichtigt: Spaltbildung, periphere Pallisadenbildung, typische

basaloide Tumorinseln und eine entzindliche Stromareaktion.

Die Zeit, welche zur Praparation und Evaluation benétigt wurde, wurde dokumen-

tiert.

Nach der Durchfihrung der RLE wurde das Gewebe standardmalig fur die his-
tologische Aufarbeitung in Histologie-Kassetten eingebettet. Die H&E-gefarbten
Paraffinschnitte lagen dem Histopathologen Dr. Jan-Philipp Geppert vor, welcher
die endglltige Diagnose stellte. Diese Verfahren zur histopathologischen Diag-

nostik entsprach dem Standard der Praxisklinik und erforderte ca. 20 h.

Zuletzt wurden die Diagnosen der RLE mit denen der Histopathologie verglichen.
Kriterien waren die An- und Abwesenheit von Basaliomgewebe und dessen Lo-

kalisation im Praparat.

3.2.2.4 Statistik

Bei dieser Arbeit wurde die methodische Beratung des Instituts flr klinische Epi-
demiologie und angewandte Biometrie der Universitat Tubingen bei Frau Dipl.-

Stat. Aline Naumann in Anspruch genommen.

Zur statistischen Analyse wurde IBM® SPSS® (Version 24) verwendet. Sensiti-
vitat und Spezifitat der RLE wurde im Vergleich der Diagnosen mit denen der
Histopathologie berechnet. Diese Berechnungen wurden fur die Gesamtanzahl
an Gewebeproben und fur die verschiedenen, aus der Praparation resultieren-
den, Teile gemacht. Des Weiteren wurden Sensitivitat und Spezifitat der Methode
insgesamt mit Ausschluss von Stanzbiopsien (P) und Shave-Exzisionen (S) be-
rechnet. Au3erdem wurden Minimum, Median und Maximum der Zeit zur Prépa-

ration und Evaluation des Gewebes errechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse Teil A: CLSM

Aufgrund der makroskopischen Praparation und des Bildausschnittes des konfo-
kalen Mikroskops, wurden aus 148 vermuteten BZKs 544 Gewebsbereiche ana-
lysiert. Aus der makroskopischen Praparation resultierten verschiedene Proben-
typen. In 19 von 544 Fallen konnten die Ergebnisse nicht verwendet und in die
Studie eingeschlossen werden. Es war in diesen Féllen nicht moglich, eine si-
chere Aussage Uber das Vorhandensein eines BZKs zu treffen. Dies lag daran,
dass teilweise zu grol3e Teile der Epidermis fehlten, Artefakte auftraten oder
Knorpel nicht plan dargestellt werden konnte. Letztendlich wurden 525 Proben in
die statistische Analyse eingeschlossen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Anzahl verschiedener Probentypen, resultierend aus der makroskopi-
schen Praparation der CLSM

Probe n

104
195
58
137
22
9
Gesamt 525*

MN|T|rm|olo

C = Zentrales Stiick eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tilbinger Torte“ oder ,Muffin Tech-
nik“

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tibinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tlbinger Torte”

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

S = Shave-Exzision

Unter den histologischen Subtypen waren 46 solide, 11 fibrosierende und 22 su-
perfizielle BZKs, aul3erdem 15 andere oder gemischte Typen. Dreiundzwanzig
Proben waren tumorfreie Nachexzisionen. In 29 Exzisionen mit dem klinischen
Verdacht auf ein BZK wurden andere Lasionen wie aktinische Keratose (n=9),
Plattenepithelkarzinom (n=6), seborrhoische Keratose (n=3), Follikulitis (n=3),
Narbengewebe (n=3), M. Bowen (n=2), Talgdriisenhyperplasie (n=1) fibrose Na-
senpapel (n=1) und dermale Fibrose (n=1) nachgewiesen (Tabelle 2). Diese Falle
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wurden nicht ausgeschlossen, da es das Ziel der Studie war, das Mikroskop in

einem realistischen klinischen Ablauf zu testen.

Tabelle 2: Verschiedene BZK Subtypen bei der CLSM

Subtyp n

Solides BZK 46
Fibrosierendes BZK 11
Superfizielles BZK 22
Andere Subtypen und Mischfor- 15
men

Tumorfreie Nachexzision 25
Klinische Fehldiagnosen 29
Gesamt 148

Von den 148 Exzidaten befanden sich 15 am Kapillitium, 7 an den Extremitéten,
10 am Ohr, 14 am Stamm und 101 im Gesicht (Tabelle 3). In einem Fall wurde
die Lokalisation nicht dokumentiert.

Tabelle 3: Lokalisation der Exzidate der CLSM

Lokalisation n
Kapillitium 15
Extremitaten 7
Ohr 10
Stamm 14
Gesicht 101
Gesamt 147*

*in einem Fall wurde die Lokalisation nicht dokumentiert

Die Grol3e der exzidierten Tumore variierte zwischen den kleinsten Shave-Exzi-
sionen und Stanzbiopsien von 3 mm bis hin zum grof3ten entfernten Tumor von
85x21 mm. Die Verteilung der Grof3en ohne Sicherheitsabstand ist in Tabelle 4

dargestellt.
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Tabelle 4: Verteilung der Grol3e der exzidierten Gewebestlicke der CLSM in mm
(n=525) ohne Sicherheitsabstand

Minimum Median Maximum
Lange (mm) 3 11 85
Breite (mm) 1 9 35

Die mediane Zeit zur Generierung und Evaluation eines CLSM Bildes betrug 5
min (Minimum 2 min und Maximum 20 min). Die mediane Zeit zur ausschlie3li-
chen Generierung eines digitalen Bildes war 5 min (Minimum 2 min; Maximum 3
min) und zur ausschliel3lichen Evaluation eines Bildes 10 sek (Maximum 60

sek; Minimum 2 sek).

Im Verlauf der Studie verkurzte sich die Zeit zur Generierung — nicht zur Evalu-
ation — eines Bildes verkirzte (Abbildung 4). Dies zeugt von einer Lernkurve in

der Positionierung und im Umgang mit dem Mikroskop.

24



2000 ©O
o

I= 1500400 0 O
E
= @
> o) 000 O o}
~
5 o o
S 10,00 @OCT0E omm o © o
S o 000 O 0000 o ©
© COmMD ® © O OO0 OB 0O o o000 o o
= uﬂmm&mhomo@mm @ ® O oW
I~ 0 0 T8

500000 CEDGEO QDO QOO OO T R XTI OO O 0
' @ (3] 0 oo 0 3] O
D oo © m{%::é} D 6 00 umo cm% QRO @BO

o ® @ W O D oo  oomC 0
o o o an o O O

0o

I | I I I
0 100 200 300 400 a00

Probennummer

Abbildung 4: x-Achse: Probennummer als Mal3 fur den zeitlichen Verlauf; y-
Achse: Zeit zur Generierung eines digitalen Bildes in Minuten; Dar-
stellung des Lerneffektes im Generieren eines digitalen Bildes im
Verlauf der Studie

Die histopathologischen Kriterien zur Diagnose eines BZKs konnten in den kon-
fokalen Bildern nicht immer angewandt werden. Manche Kriterien oder Artefakte,
welche normalerweise durch die histologische Aufarbeitung zustande kommen,
konnten in den konfokalen Bildern nicht gefunden werden. Der Grund dafir ist
die Untersuchung von frischem, also unfixiertem Gewebe. Das Phanomen bzw.

Artefakt der Spaltbildung war nicht vorhanden. Dahingegen konnten Kriterien wie
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periphere Pallisadenbildung, typische basaloide Tumorinseln und eine entzind-
liche Stroma Reaktion durchaus auch im konfokalen Bild nachgewiesen werden
(Abbildung 5).

,'1:‘“;"‘-’ o \:‘

.
'-

Abbildung 5: konfokales Bild; basaloide Tumorinsel mit peripherer Pallisadenbil-
dung (*), umgeben von entzindlicher Stromareaktion

Die Verteilung der verschiedenen Probenarten und die Anzahl der richtig positi-
ven, falsch positiven, richtig negativen und falsch negativen Diagnosen insge-
samt beim Vergleich der Diagnosen der konfokalen Bilder mit denen der H&E-
gefarbten Paraffinschnitte sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Der Vergleich der Diagnosen der konfokalen Bilder mit denen der H&E-gefarbten
Paraffinschnitte ergab insgesamt eine Sensitivitdtt von 73% (95%KI =
[65,27%;80,47%]) und eine Spezifitat von 96% (95%KI = [93,40%;97,60%]). In
kleinen Proben wie Shave-Exzisionen und Stanzbiopsien erreichten Sensitivitat
und Spezifitat 100% (Tabelle 6).
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Da kleine Proben wie Shave-Exzisionen und Stanzbiopsien nicht mit der klassi-
schen MKC untersucht werden, wurden diese aus den Berechnungen ausge-

schlossen.

Tabelle 7 zeigt den Vergleich der Diagnosen der konfokalen Bilder mit denen der
H&E-gefarbten Paraffinschnitte (ohne Shave-Exzisionen und Stanzbiopsien), die
Anzahl an richtig positiven, falsch positiven, richtig negativen und falsch negati-
ven Diagnosen. Es ergab sich eine Sensitivitat von  70%
(95%KI=[61,61%;78,40%]) und eine Spezifitat von 96%
(95%KI1=[93,17%;97,52%]) (Tabelle 8).
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Tabelle 5: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten insgesamt. Anzahl
der richtig positiven, falsch positiven, richtig negativen und falsch ne-
gativen Diagnosen beim Vergleich der CLSM mit der Histopathologie

H&E-gefarbter Paraffinschnitte

N Richt?g Fals.c'h Richti.g Falsch
positiv Positiv negativ negativ
C 104 67 1 23 13
Q 195 6 8 178 3
B 58 6 0 48 4
L 137 6 7 108 16
P 22 16 0 6 0
S 9 1 0 7 1
Gesamt 525 102 16 370 37

Tabelle 6: Sensitivitat und Spezifitat einzelner Probenarten und aller Probenarten
insgesamt beim Vergleich der CLSM mit der Histopathologie H&E-ge-
farbter Paraffinschnitte

n Sensitivitat Spezifitat
C 104 84% 96%
Q 195 67% 96%
B 58 60% 100%
L 137 27% 94%
P 22 100% 100%
S 9 50% 100%
Gesamt 525 73% 96%

Sensitivitat (95%KI=[65,27%:;80,47%]), Spezifitat (95%KI=[93.40%;97.60%])

C = Zentrales Stuck eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tubinger Torte® oder ,Muffin Tech-
nik”

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tlbinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tlbinger Torte”

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

S = Shave-Exzision
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Tabelle 7: Probenzahl n Gesamt und deren Verteilung in richtig positiven, falsch
positiven, richtig negativen und falsch negativen Diagnosen beim Ver-
gleich der CLSM mit der Histopathologie H&E-gefarbter Paraffin-
schnitte. Stanzbiopsien und Shave-Exzisionen ausgeschlossen

Richtig Falsch Richtig Falsch
positiv positiv negativ negativ

Gesamt 494 85 16 357 36

Tabelle 8: Sensitivitat und Spezifitat aller Probenarten insgesamt beim Vergleich
der CLSM mit der Histopathologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte.
Stanzbiopsien und Shave-Exzisionen ausgeschlossen.

n Sensitivitat Spezifitat

Gesamt 494 70% 96%
Sensitivitat (95%KI=[61,61%;78,40%]), Spezifitat (95%CI=[93,17%;97,52%)])

Da die Studie zum einen Teil in der Praxisklinik Tubingen und zum anderen Tell
in der Universitats-Hautklinik Tibingen stattfand, wurden die Berechnungen von
Sensitivitat und Spezifitat der CLSM verglichen mit der Histopathologie H&E-ge-
farbter Paraffinschnitten fur beide Untersuchungsorte separat berechnet (Tabelle
9 + 10 und Tabelle 11 + 12)
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Tabelle 9: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten in der Praxisklinik
Tubingen. Anzahl der richtig positiven, falsch positiven, richtig negati-
ven und falsch negativen Diagnosen beim Vergleich der CLSM mit der
Histopathologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte

N Richt?g Falstc_h Richti_g Falsch
positiv positiv negativ negativ
C 64 39 1 16 8
Q 172 4 7 158 3
B 14 4 0 6 4
L 16 0 2 14 0
P 22 16 0 6 0
S 9 1 0 7 1
Gesamt 297 64 10 207 16

C = Zentrales Stiick eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tubinger Torte* oder ,Muffin Tech-
nik*

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tubinger Torte”

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

S = Shave-Exzisionen
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Tabelle 10: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten in der Praxiskli-
nik Tubingen. Sensitivitat und Spezifitat der CLSM verglichen mit der
Histopathologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte

n Sensitivitat Spezifitat
C 64 83% 94%
Q 172 57% 96%
14 50% 100%
L 16 - 88%
P 22 100% 100%
S 9 50% 100%
Gesamt 297 80% 95%

Sensitivitat (95%KI=[69,66%;88,09%]), Spezifitat (95%KI=[91,74%;97,77%])

C = Zentrales Stuck eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tlbinger Torte® oder ,Muffin Tech-
nik*

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tubinger Torte”

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

S = Shave-Exzisionen
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Tabelle 11: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten in der Universi-
tats-Hautklinik Tubingen. Anzahl der richtig positiven, falsch positi-
ven, richtig negativen und falsch negativen Diagnosen beim Ver-
gleich der CLSM mit der Histopathologie H&E-gefarbter Paraffin-

schnitte
Richtig Falsch Richtig Falsch
n positiv positiv negativ negativ
C 40 28 0 7 5
Q 23 2 1 20 0
B 44 2 0 42 0
L 121 6 5 94 16
Gesamt 228 38 6 163 21

C = Zentrales Stiick eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tilbinger Torte oder ,Muffin Tech-
nik”

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tubinger Torte”

Tabelle 12: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten n der Universi-
tats-Hautklinik Tubingen. Sensitivitdt und Spezifitat der CLSM ver-
glichen mit der Histopathologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte

n Sens. Spez.

C 40 85% 100%
Q 23 100% 95%

B 44 100% 100%
L 121 27% 95%
Gesamt 228 64% 96%

Sensitivtat (95K1%=[50,90%;75,51%], Spezifitat (95%KI=[92,37%;98,69%])

C = Zentrales Stiick eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tibinger Torte“ oder ,Muffin Tech-
nik"“

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tlibinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tubinger Torte”
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In der Praxisklinik wurde eine hohere Sensitivititt von 80%
(95%KI=[69,66%;88,09%]) und eine &hnliche Spezifititt von 95%
(95%KI=[91,74%;97,77%]) (n=297) im Vergleich zur Universitats-Hautklinik er-
reicht. In beiden Szenarien gab es mehr falsch negative als falsch positive Er-
gebnisse. Kleinere Proben wie Stanzbiopsien (P), welche in der Mitte geteilt wur-
den, erreichten die hochste diagnostische Genauigkeit. Die noch kleineren
Shave-Exzisionen waren aufgrund ihrer Dinnheit wiederum schwieriger zu posi-

tionieren.

Die digitalen Bilder erscheinen in hoher Auflésung und in einer violetten Farbe,
die der H&E-Farbung in Teilen &hnelt (Abbildung 6).

Auch Differentialdiagnosen wie Talgdriisenhyperplasien wurden als solche er-
kannt (Abbildung 7).

Abbildung 6: Stanzbiopsie eines nodularen Basalzellkarzinoms. Konfokales Bild
(links) mit dazugehdrigem H&E-Schnitt (rechts).
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Abbildung 7: Stanzbiopsie einer Talgdrisenhyperplasie. Konfokales Bild (links)
mit dazugehoérigem H&E-Schnitt (rechts).

Wie bereits erwahnt, wurde die Bildqualitat in Schulnoten in Bezug zur Korrekt-
heit der Diagnose gesetzt. Generell war die Bildqualitéat vorwiegend gut: 80% der
Bilder wurden mit den Noten 1-3 bewertet. Mit einer guten Schulnote fur die Bild-
qualitat wurden haufiger richtige Diagnosen gestellt. Dies zeigt, dass die richtige
Diagnose stark mit der Bildqualitdt zusammenhangt, welche wiederum von der
Positionierung der Probe abhéngt (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Qualitat der konfokalen Bilder in Schulnoten in Relation zu korrekten

und inkorrekten Diagnosen bei der CLSM

Korrekte Inkorrekte
) ) Gesamt
Diagnose Diagnose
1 n (%) 70 (98) 1(2) 71
2 n (%) 199 (91) 18 (8) 217
3 n (%) 120 (85) 20 (14) 140
4 n (%) 50 (87) 7 (12) 57
5 n (%) 30 (83) 6 (16) 36
6 n (%) 3 (75) 1 (25) 4
Gesamt n 472 53 525

Schulnoten: 1 = sehr gut, 2 = gut, 3 = befriedigend, 4 = ausreichend, 5 = mangelhaft, 6 = ungentgend

Korrekte und inkorrekte Diagnosen wurden auf3erdem in Zusammenhang mit der
subjektiven Diagnosesicherheit des Untersuchers betrachtet. Es waren insge-
samt mehr richtige Diagnosen, wenn der Untersucher sich seiner Diagnose si-
cher war. Mit einer mehr als dreifach hdheren Chance war es wahrscheinlicher,
eine korrekte Diagnose mit einer sicheren Diagnose zu stellen als mit einer unsi-
cheren Diagnose (Odds Ratio [0; «] =3,57) (Tabelle 14).

Tabelle 14: Sicherheit des Untersuchers in Bezug auf seine Diagnose im Verhalt-

nis zu korrekten und inkorrekten Diagnosen bei der CLSM

Korrekte Inkorrekte
. . Gesamt
Diagnose Diagnose
,Sicher® n (%) 384 (92) 29 (7) 413
Lunsicher* n (%) 88 (78) 24 (21) 112
Gesamt n 472 53 525

Odds Ratio [0; ~] =3,57
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4.2 Ergebnisse Teil B: RLE
Unter den insgesamt 90 Exzidaten waren 35 solide, 3 fibrosierende und 17 su-
perfizielle BZKs. Funf Falle waren tumorfreie Nachresektate. Dreil3ig Exzisionen
mit dem klinischen Verdacht auf ein BZK zeigten andere Lasionen: aktinische
Keratose (n=14), Narbengewebe (n=5), seborrhoische Keratose (n=4), Plat-
tenepithelkarzinom (n=4), dermale Fibrose (n=1), Talgdrisenhyperplasie (n=1)
und fibrose Papel (n=1) (Tabelle 15).

Tabelle 15: Verschiedene BZK Subtypen der RLE

Subtyp n
Solides BZK 35
Fibrosierendes BZK 3
Superfizielles BZK 17
Tumorfreie Nachresektate 5
Klinische Fehldiagnosen 30
Gesamt 90

Da die RLE im Kontext eines klinischen Settings getestet wurde, sollte die Me-
thode in der Lage sein, BZKs von anderen Tumoren oder Diagnosen zu unter-
scheiden. Deshalb wurden die klinischen Fehl- bzw. Differentialdiagnosen nicht

aus der Analyse ausgeschlossen.

In 28 von diesen 30 klinischen Fehl- bzw. Differentialdiagnosen, wurde mit der
RLE die gleiche Diagnose wie am H&E-gefarbten Paraffinschnitt gestellt. Im ei-
nen Fall handelte es sich in der RLE um einen ,kleinen knotigen metachromati-
schen Tumor®, welcher nicht wie in der Paraffinhistologie als Kombination einer
solaren und seborrhoischen Keratose eingeordnet wurde. Im anderen Fall han-
delte es sich in der Paraffinhistologie um eine solare Keratose, welche in der RLE

falschlicherweise als BZK diagnostiziert wurde.

Sechs der vermuteten BZKs waren am Kapillitium lokalisiert, sechs an den Ext-

remitaten, neun am Ohr, 14 am Stamm und 54 im Gesicht (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Lokalisation der Exzidate der RLE

Lokalisation n
Kapillitium 6
Extremitaten 6
Ohr 9
Stamm 14
Gesicht 54
Gesamt 90

Aufgrund der makroskopischen Praparation, wurden aus den 90 klinisch diag-
nostizierten BZK bzw. Nachexzisionen 300 Gewebestlicke prapariert, woraus

verschiedene Probentypen resultierten.

Fur die makroskopische Praparation der Exzidate wurden die Standardverfahren
(,Muffin-Technik®, ,Tibinger Torte*) durchgefiihrt und es waren keine weiteren
Schritte notwendig. Dabei entstanden die in Tabelle 17 aufgefiihrten Probenar-
ten:

Tabelle 17: Anzahl verschiedener Probentypen, resultierend aus der makrosko-
pischen Praparation der RLE

Probe n
65
171
16
16
10
22
Gesamt 300

T|W»|r @O0

C = Zentrales Stuck eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tubinger Torte® oder ,Muffin Tech-
nik*

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tlbinger Torte”

S = Shave-Exzision

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

Das grofdte entfernte Exzidat war 33x43 mm, das kleinste 3x12 mm. Sicherheits-

abstande von 1-4 mm wurden angewendet.
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Die Fixierung und Farbung dauerte 55 sek (Tabelle 18).

Tabelle 18: Fixierungs- und Farbeprotokoll der RLE

Ldsung Zeit (sek)
Essigsaure (10%) 20
Leitungswasser 10
Toulidinblau-L6sung (0,2%) 20
Leitungswasser 5
Gesamt 55

Die Positionierung des Gewebes bereitete keine Probleme, da die leicht feuchten
Praparate gut auf dem Objekttrager hafteten, selbst wenn dieser auf der speziel-
len Halterung gekippt und gedreht wurde. Durch die dreidimensionale Betrach-
tung musste das Gewebe nicht in eine Ebene gebracht werden. In Fallen kleine-
rer Exzidate war es sogar moglich, alle Teile auf einen Objekttrager aufzubringen,
was die Evaluation beschleunigte.

Es zeigte sich, dass das Gewebe sehr zeitnah nach der Praparation analysiert
werden musste, da sich ansonsten bei Trockenheit die Rander des Gewebes
leicht aufgerollt hatten und somit Teile der Oberflache verdeckt worden waren.

Die Gesamtzeit zur Aufarbeitung und Evaluation der Gewebeteile war mit einem
Minimum von 60 sek, einem Median von 120 sek und einem Maximum von 480
sek sehr schnell, wobei die bendétigte Zeit in 7 Féllen nicht dokumentiert wurde
(Tabelle 19).

Tabelle 19: Zeit zur Aufarbeitung und Evaluation der Gewebeteile fur die RLE

nach der Entfernung und makroskopischen Praparation in Sekunden
(n=83*)

Minimum Median Maximum

Zeit (sek) 60 120 480

*In 7 von 90 Fallen wurde die Zeit nicht dokumentiert
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Einige der erwahnten histologischen Kriterien zum Nachweis von BZKs wie peri-
phere Palisadenbildung, spezifische basaloide Tumorinseln und entztindliche
Stromareaktionen konnten in der RLE auch beobachtet werden. Das Phanomen
der Spaltbildung konnte jedoch auch hier nicht nachgewiesen werden. Aul3erdem
war es schwierig, kleinste Tumorstrange in der RLE wahrzunehmen, wohingegen
Tumorinseln und grofR3ere Tumorstréange eindeutig zu identifizieren waren (Abbil-
dung 8 und 9).

Abbildung 8: Solides Basaliom (*), H&E-Schnitt (oben) und RLE (unten)
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Abbildung 9: Stanzbiopsie, Talgdriisenhyperplasie (*), H&E-Schnitt (links)
und RLE (rechts)

Untersucher gew6hnen sich an die dreidimensionale Darstellung und die unubli-
che blaue Farbung, wobei hier der Histopathologe (MM) durch friihere Arbeiten

in der RLE Erfahrungen gesammelt hatte.

Nach dem Vergleich der Diagnosen der RLE mit denen der H&E-gefarbten Pa-
raffinschnitte ergaben sich eine Sensitivitat von 92% (95%KI=[83,4%;92,1%])
und eine Spezifitdt von 98% (95%KI1=[95,21%;99,51%]). Diese Werte wurden
auch fur jeden Probentyp insgesamt berechnet (Tabelle 20 und 21). Auf3erdem
wurden Sensitivitat und Spezifitdt erneut insgesamt ohne Shave-Exzisionen und
Stanzbiopsien berechnet, um ein fur die MKC relevantes Ergebnis zu erhalten
(Tabelle 22 und 23).
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Tabelle 20: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten insgesamt. An-
zahl der richtig positiven, falsch positiven, richtig negativen und
falsch negativen Diagnosen beim Vergleich der RLE mit der Histopa-
thologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte

Probe N Richt?g Richti.g Falggh Falsch
positiv negativ positiv negativ

C 65 44 19 0 2

Q 171 4 157 8 2

B 16 5 10 0 1

L 16 0 16 0 0

S 10 1 8 0 1

P 22 15 5 1 1

Gesamt 300 69 215 9 7

C = Zentrales Stuck eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tubinger Torte* oder ,Muffin Tech-
nik*

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “Tubinger Torte”

S = Shave-Exzision

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie

Tabelle 21: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten insgesamt. Sen-
sitivitdat und Spezifitat der RLE verglichen mit der Histopathologie
H&E-gefarbter Paraffinschnitte

Probe

Sensitivitat (%)

Spezifitat (%)

n

C 65 96 100
Q 171 67 95

B 16 83 100

L 16 100 100

S 10 50 100
P 22 94 84
Gesamt 300 92 98

Sensitivitat (95%KI=[83,4%;92,1%]), Spezifitat (95%KI=[95,21%;99,51%])

C = Zentrales Stiick eines Exzidates nach Entfernung der Rander bei ,Tubinger Torte® oder ,Muffin Tech-
nik*

Q = Quadrant eines “Muffins”

B = Basis einer “Tubinger Torte”

L = Lateraler Rand einer “TUbinger Torte”

S = Shave-Exzision

P = Probeentnahme in Form einer Stanzbiopsie
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Tabelle 22: Anzahl der Proben und verschiedenen Probenarten insgesamt. An-
zahl der richtig positiven, falsch positiven, richtig negativen und
falsch negativen Diagnosen beim Vergleich der RLE mit der Histopa-
thologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte. Probeentnahmen und
Shave-Exzisionen ausgeschlossen

Richtig Richtig Falsch Falsch
Probe n . . L .
positiv negativ positiv negativ
Gesamt 268 53 208 3 4

Tabelle 23: Anzahl der Proben. Sensitivitat und Spezifitdt der RLE verglichen mit
der Histopathologie H&E-gefarbter Paraffinschnitte. Probeentnah-
men und Shave-Exzisionen ausgeschlossen.

n Sensitivitat (%) | Spezifitat (%)

Gesamt 268 93 99
Sensitivitéat (95%KI=[81,48%,;98,05%]), Spezifitat (95%KI=[95,88%,99,71%])
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5. Diskussion

5.1 Diskussion Teil A: CLSM
Im Vergleich zu anderen konfokalen Laser Scanning Mikroskopen, erschien die
Bedienung des verwendeten Mikroskops sehr einfach. Aufgrund der automati-
schen Kontrasteinstellung wurden hochauflosende Bilder generiert, ohne eigene

Einstellungen vornehmen zu mussen.

Andere Laser Scanning Mikroskope besitzen die Mdglichkeit, die Intensitat des
Lasers zu verandern oder den Reflexions- und/oder Fluoreszenzmodus zu wah-
len [26]. In manchen Fallen kdnnte dies nutzlich sein, aber die Arbeit mit dem
verwendeten Mikroskop zeigte, dass es auch ohne aufwandige Optionen maglich

war, ein gutes Bild zu erhalten.

Der zeitaufwandigste und schwierigste Teil der Untersuchung war die Positionie-
rung und das Ebnen der Proben. Es war dabei bei der Generierung der Bilder

eine Lernkurve zu beobachten.

Die Zeitersparnis durch die mikroskopische Untersuchung unfixierten Gewebes
durch die CLSM im Vergleich zu Paraffinschnitten ist unumstritten. Die minimale
Zeit zur Generierung und Evaluation eines digitalen Bildes lag bei 2,05 min, der
Median bei 5,17 min. Sogar der maximale Zeitbedarf von 20,17 min in dieser
Studie war deutlich schneller als die normalerweise bendtigte Zeit fur H&E-ge-
farbte Gefrier- oder Paraffinschnitte. Die erforderliche Zeit wurde beeinflusst von
der Positionierung und dem Ebnen, welches bei grol3en oder unférmigen Proben
notwendig war. Aul3erdem summieren sich diese Zeiten, wenn mehrere digitale

Bilder notwendig sind, um ein Exzidat komplett zu analysieren.

In anderen Studien, in denen konfokale Mikroskopie verwendet wurden, wurden
ahnliche Zeiten erreicht [27]. Allerdings fehlen in diesen Arbeiten detaillierte An-
gaben uber den Aufwand bei der Positionierung der Proben [26].

Karen et al. stellten eine Verbesserung von Sensitivitat im Verlauf fest, welche
sie auf die Lernkurve in der Evaluation konfokaler Bilder zurtickfuhrten [28]. In
dieser Studie war eine Lernkurve nur in Bezug auf die bendétigte Zeit, ein Bild zu
generieren, zu erkennen. Es gab keinen nachweisbaren Lerneffekt in der Evalu-

ation des Dermatochirurgen/Dermatohistologen (M.M.), was moglicherweise mit
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dessen langjahriger Erfahrung in der CLSM erklart werden konnte. Auf3erdem
erinnerten die Bilder dieses Mikroskops mit ihrer ,digitalen Farbung®“ sehr an
H&E-gefarbte Schnitte.

Da Histopathologen an die H&E-Farbung gewohnt sind, versuchten auch Gareau
et al. diese Farbung in der konfokalen Mikroskopie zu imitieren. Dabei verwen-
deten sie ein mulimodales konfokales Mikroskop und eine Kombination aus Re-
flexionsmodus (Bindegewebe) und Fluoreszenzmodus (Kernfarbung) [14, 29].

Die in dieser Studie im Fluoreszenzmodus generierten hochauflésenden Bilder
erschienen durch die ,digitale Farbung® in einer violetten Farbe, welche sehr an
H&E-gefarbte Schnitte erinnerte. Dadurch war die Analyse fur den Dermatohis-

tologen, der an diese blau-pinke Farbung gewohnt ist, einfacher.

In vorherigen Studien zur konfokalen Mikroskopie, waren die aus Einzelbildern
(,Kacheln®) zusammengesetzten Mosaike durch Stufenbildungen schwer zu be-
urteilen [20, 26]. In den Bildern des Histolog™Scanners fielen die Grenzen dieser

,2Kacheln“ nicht auf, was die Interpretation grof3er konfokaler Bilder erleichterte.

Digitale Bilder haben den Vorteil, dass ihre Information Giber weite Distanzen aus-
tauschbar ist. Dies kdnnte die interdisziplinare Kooperation und den Experten-
austausch in der Histopathologie vereinfachen. Aul3erdem werden die Bilder di-
gital gespeichert und kdnnen zu einem spateren Zeitpunkt erneut leicht aufgeru-

fen werden.

Wie bereits erwahnt, war das Ebnen der Proben essentiell. Kleine Proben waren
durch die begrenzte Grol3e des Tisches und deren Form leichter zu handhaben.
Die chirurgische Teilung der Exzidate in dieser Studie basierte auf den Standard-
verfahren (,Muffin-Technik®, ,Tubinger Torte“). Fir das verwendete Mikroskop
und seine kleine Schale wére eine weitere makroskopische Dissektion in sehr
kleine Proben notwendig gewesen. Dies wurde in der Studie jedoch nicht durch-
gefuhrt, um die Standardprozedur in der mikrographisch kontrollierten Chirurgie
zu bewahren. So mussten Gewebsstiicke in der Petrischale mehrfach verscho-

ben werden, um sie mit mehreren Bildern vollstandig abbilden zu kénnen.

Eine Optimierung des Histolog™Scanner waren eine groRere Schale zur einfa-

cheren Positionierung und die Moéglichkeit, tiefere optische Schnitte zu erstellen,
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um die Epidermis vollstandig darzustellen. Die Darstellung weiterer tieferer
Schichten wurde in einer Studie von Bennassar et al. mit dem VivaScope ® 2500
beschrieben [30]. Andere konfokale Laser Scanning Mikroskope besitzen die
Moglichkeit, durch Variation der Laser-Intensitat in tiefere Ebenen zu gelangen
[30, 31] oder zwischen Reflexionsmodus und einer Kombination aus Reflexion

und Fluoreszenz wéhlen [14, 22, 32].

Das Problem der inkomplett dargestellten Epidermis bestand auch in anderen
Studien: In verschiedenen Arbeiten wurden konfokale Bilder von BZKs publiziert,
in denen Teile der Epidermis fehlten [26, 27, 30].

Die Sensitivitat und Spezifitat dieser Studie variierte in Abhangigkeit vom Pro-
bentyp. Vor allem in kleinen Proben wie Probeentnahmen, war die Sensitivitat
ideal (100%). Die Sensitivitat insgesamt von 73% bedeutet jedoch, dass 27% der
Patienten das Risiko eines Rezidivs haben. Wenn kleine Proben wie Shave-Exzi-
sionen und Stanzbiopsien ausgeschlossen werden, bedeutet dies sogar ein Re-
zidiv-Risiko von 30%. Zu diesem Zeitpunkt kann die konfokale Laser Scanning
Mikroskopie nicht den Standard der H&E-gefarbten Paraffinschnitte ablésen. Mit
einer Spezifitat von 96% ist es denkbar, CLSM als unterstiitzende diagnostische
Methode vor dem Vorliegen H&E-gefarbter Schnitte zu verwenden: Sind keine
Tumorstrange in den konfokalen Bildern zu sehen, bestiinde somit ein geringes

Risiko an Uberresten von Tumorstrangen im Patienten.

Die hohere Sensitivitat (80%) in der Praxisklinik kann damit erklart werden, dass
der Untersucher uber klinische Hintergrundinformationen tber Patienten und Tu-
morcharakteristika verfigte, da er gleichzeitig der Operateur war. Ohne diesen
klinischen Hintergrund ist es in vielen diagnostischen Methoden schwieriger, eine
richtige Diagnose zu stellen. Klinische Hintergrundinformationen sind wichtig fur
Histopathologen. Der Zusammenhang in der Praxisklinik kommt naher an die Re-
alitat der Mohs’ Chirurgie, in welcher der Chirurg auch die Rolle des Pathologen

besetzt.

Es gab mehr ,falsch negative® als ,falsch positive“ Ergebnisse. Das heif3t, Tumor-
reste wurden o6fter Ubersehen, als dass sie falschlicherweise diagnostiziert wur-

den.
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Ein sogenanntes ,falsch negatives Ergebnis heildt, dass keine Tumorstrange in
dem konfokalen Bild zu erkennen waren, wahrend diese im zugehdrigen H&E-
gefarbten Paraffinschnitt vorhanden waren. Technisch gesehen muss man be-
denken, dass in der Produktion klassischer Gefrier- oder Paraffinschnitte immer
Gewebe verloren geht, welches vom Gefrier- oder Paraffinblock abgehobelt
wurde. Diese dinnen Gewebeschnitte erscheinen nicht auf den Objekttragern,
sondern werden verworfen. In der Betrachtung von frischem Gewebe, direkt von
der Oberflache des chirurgischen Exzidates, wie es in der Analyse der CLSM in

dieser Studie durchgefuhrt wurde, wurde kein Gewebe verworfen.

Basierend auf diesen Fakten, konnte es sein, dass in den ,falsch negativen® Fal-
len, in denen im konfokalen Bild kein BZK erkennbar war, Tumorgewebe durch
ein technisches Artefakt an die Oberflache gelangte; indem der Laborant/die La-
borantin dinne Schichten eines urspringlich negativen Randes abgehobelt
hatte.

Letztendlich muss davon ausgegangen werden, dass in einigen Fallen die stan-
dardmaRige Aufarbeitung der Paraffinblocke zu falschlicherweise positiven Ran-

dern geflhrt hat, wahrend die negative CLSM Diagnose korrekt gewesen ware.

Auf der anderen Seite konnte ein falsch positives Ergebnis im konfokalen Bild
folgendermal3en erklart werden: Tumorstrange, die im konfokalen Bild erkannt
wurden, kénnten bei der histopathologischen Aufarbeitung herausgebrochen o-
der abgehobelt worden sein. Abbildung 10 zeigt ein Beispiel, in welchem ein Teil
eines BZKs im konfokalen Bild dargestellt wird, jedoch im zugehdrigen H&E-ge-
farbtem Schnitt fehlt.

In solchen Fallen, kdnnten Paraffin-, aber auch Gefrierschnitte als Goldstandard
nicht korrekt sein und keine komplett sichere Detektion von Tumorstrangen ga-
rantieren. Deshalb kann angenommen werden, dass die tatsachliche Sensitivitat

und Spezifitat dieser Studie héher liegen misste als angegeben.
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Abbildung 10: Noduléres Basalzellkarzinom. Konfokales Bild (links) mit dazuge-
horigem H&E-Schnitt (rechts). Pfeil: BZK-Insel, die im H&E-Schnitt
fehlt

Der positive Zusammenhang zwischen Schulnoten und korrekter/inkorrekter Di-
agnose zeigt, dass die gewahlten Kriterien ,dargestellte Epidermis in Prozent,
,Helligkeit/Kontrast®, ,Farbung“ und ,fehlende Bereiche“ (z.B. als Folge unzu-
reichenden Ebnens, eines inkompletten Scans oder Artefakte durch Fasern 6.A.)
relevant sind, um eine richtige Diagnose zu stellen. Deshalb sollten diese Krite-
rien bei der Verbesserung des Mikroskops und generell der Generierung der Bil-

der, beachtet werden.

Die Sicherheit tber die Diagnose wurde offensichtlich auch durch die Bildqualitat
beeinflusst. Vom klinischen Standpunkt aus war es auffallend, dass die Diagnose
in den meisten Fallen richtig gestellt wurde, wenn sich der Dermatochirurg/Der-
matopathologe sicher war. Daraus lasst sich Folgendes schlie3en: Bei einer gro-
Ren subjektiven Sicherheit des Untersuchers kénnte die CLSM mit dem Histo-
log™Scanner eine gute Basis fur klinische Entscheidungen darstellen. Falls eine
Unsicherheit bestiinde, konnte der Operateur das Ergebnis der Paraffin- oder

Gefrierschnitte abwarten.

Die Differentialdiagnosen zwischen Adnexstrukturen der Haut wie Haarfollikeln

oder Drusen und BZKs war oft schwierig. Trotzdem konnten in dieser Arbeit in
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durch die hohe Qualitat der Bilder auch andere Hauterscheinungen wie die Talg-
drisenhyperplasien von BZKs differenziert werden (Abbildung 9). Mit einer Ver-
besserung der Bildauflosung ware es in der Zukunft ggf. moglich, die CLSM fur

weitere Indikationen zu nutzen.

Hartmann et al. untersuchten melanozytare Lasionen mithilfe der ex vivo CLSM
[22]. Longo et al. beschrieben die Differentialdiagnose von Adnexstrukturen, nor-
maler Haut und BZKs in konfokalen Bildern im Fluoreszenzmodus In einer Serie
von 64 BZKs erreichten sie im Vergleich der konfokalen Bilder zu H&E-gefarbten
Gefrierschnitten eine Sensitivitat von 94,9% und eine Spezifitdt von 96,8% [26].
Benassar et al. erreichten eine Sensitivitat von 88% und eine Spezifitat von 99%
in 80 Fallen von BZKs, indem sie konfokale Bilder des Fluoreszenzmodus mit

Gefrierschnitten verglichen [30].

Es gibt wenige Informationen lber die ex vivo Verwendung von OCT. Eine HD-
OCT Studie von Maier et al. zeigte eine Sensitivitat und Spezifitdt von 74% und
64% in 20 Fallen von BZKs im Vergleich zu Gefrierschnitten [17]. Verglichen mit

der OCT, sind die Ergebnisse des Histolog™Scanners eindeutig hoher.

Das Problem des Ebnens und der Positionierung zur vollstdndigen Darstellung

der Epidermis tritt bei der Methode der RLE hingegen nicht auf.

Die jetzige Studie untersucht die CLSM als mogliche Alternative zu Paraffin- oder
Gefrierschnitten. Um als solche Alternative genutzt werden zu kénnen, missen
die Ergebnisse bzgl. der diagnostischen Genauigkeit in der Zukunft weiter ver-
bessert werden. In bestimmten Situationen konnte die Untersuchung von Frisch-

gewebe sogar genauer sein als die heutigen Standardverfahren.

5.2 Diskussion Teil B: RLE
Generell ist die Bedienung des verwendeten Stereomikroskops sehr &hnlich zu
klassischen Lichtmikroskopen, welche zur routinemafigen histologischen Unter-

suchung verwendet werden.

Die standardmaf3ige makroskopische Préaparation nach der ,Tubinger Torte® bzw.
,Muffin Technik® eignete sich perfekt fur die Untersuchung mit dem Stereomikro-
skop. [11]. Somit konnte die RLE gut in den klinischen Alltag als Zusatz integriert

werden.
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Das Farbeprotokoll war 20-40 sek kirzer als in vorangegangen RLE Studien [23,
24]. Mit einem Median von 120 sek (Minimum 60 sek; Maximum 480 sek) fur die
Erstellung und Beurteilung eines kompletten Exzidates war die RLE deutlich
schneller als die CLSM [22]. Dieser kurze Zeitbedarf fur eine histopathologische
Diagnosestellung mithilfe der RLE ware von grof3em Vorteil fir Patient und Ope-

rateur im Vergleich zu Gefrier- oder Paraffinschnitten.

Der ganze Prozess der Praparation und Positionierung war sehr einfach ohne die
Notwendigkeit, das zu untersuchende Gewebe in irgendeiner Art zu ebnen oder
fixieren, wie es bei anderen Techniken wie der CLSM oder Gefrierschnitten not-
wendig ist [26, 33, 34].

Der Untersucher erhielt unverziiglich eine dreidimensionale Ubersicht und konnte
mit einer bis zu 100fachen Vergrof3erung arbeiten. Die RLE hatte kein limitiertes
Sichtfeld oder ein zusammengefiigtes Bildmosaik wie bei der CLSM [33]. Dies
erleichterte die Gewebsuntersuchung deutlich.

Es wurde bereits beschrieben, dass Untersucher sich an die dreidimensionale
Darstellung und die Toluidinblau-Farbung des Gewebes der RLE gewdhnen [24].
Eine Mikroskop-Kamera erlaubte es, zweidimensionale Fotos des Gewebes an-
zufertigen, in denen jedoch der dreidimensionale Effekt und die dadurch gewon-
nenen Zusatzinformationen verloren gingen. Daher wirde eine Analyse von
zweidimensionalen RLE Bildern, welche im Rahmen einer Studie verschiedenen

Untersuchern zur Beurteilung vorgelegt wiirden, keinen Sinn ergeben.

Die Sensitivitat und Spezifitat betrug insgesamt 92% und 98%. Fir laterale R&n-
der bei der Tubinger Torte wurde eine Sensitivitat und Spezifitat von 100% er-
reicht. Trotzdem hatte die RLE in den Quadranten der Muffins nur eine Sensitivi-
tat von 67%. Unter 171 Quadranten waren 3 falsch positive und 2 falsch negative
Falle. In den sogenannten ,falsch-negativen® Fallen, zeigten die H&E-Schnitte

winzige superfizielle Tumorauslaufer.

Es muss bedacht werden, dass diese Tumorstrdnge ggf. nur sichtbar wurden,
nachdem dinne Schichten im Labor vom Paraffinblock abgehobelt werden, be-
vor der zu beurteilende Schnitt auf den Objekttrager aufgezogen wurde. Moglich-

erweise konnten diese Tumorstrange nur durch die labortechnische Aufarbeitung
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an die Oberflache gelangen. Der H&E Schnitt zeigte dann Tumorauslaufer, wah-

rend der chirurgische Schnittrand a priori tumorfrei war.

Andererseits zeigen die falsch positiven Ergebnisse, dass z.B. Haarfollikel in der
RLE fur kleine BZK-Knospen gehalten wurden. In einem Fall wurde aufgrund ei-
nes Artefaktes auf dem H&E-Schnitt der in der RLE beschriebene Tumorauslau-
fer an dieser Stelle im H&E-Schnitt nicht diagnostiziert. Solche Artefakte kbnnten
eine niedrigere Sensitivitat erklaren und es bleibt fraglich, ob die H&E-Schnitte

die tatsachlichen Ergebnisse der chirurgischen Rander reprasentieren.

Wie alle Techniken, bei denen Frischgewebe untersucht wird, besitzt auch die
RLE den Vorteil, dass kein Gewebe verloren geht, so wie es bei der Aufarbeitung

von Paraffin- oder Gefrierschnitten der Fall ist.

Dies kdnnte die ,falsch negativen® Ergebnisse der RLE erklaren: in diesen Féallen
waren Tumorstrange im H&E-Schnitt vielleicht nur sichtbar, da eigentlich tumor-
freie Rander erst durch den Anschnitt bei der Aufarbeitung Tumor enthielten. An-
dererseits konnten bei sog. ,falsch positiven® Fallen Tumorstrange, die in der RLE
sichtbar waren, durch die Aufarbeitung abgeschnitten worden sein und somit irr-
timlicherweise zu ,tumorfreien“ Rander im H&E-gefarbten Paraffinschnitt geflhrt

haben.

Ein Nachteil der RLE ist die fehlende Funktion, tiefere histologische oder optische
Schnitte zu erstellen, was flr die histopathologische Beurteilung oft von Vorteil
ist und z.B. neben Gefrier- und Paraffinschnitten auch mit der OCT mdglich ist
[17].

Da die diagnostische Genauigkeit der RLE noch nicht ausreichend ist, kann die
RLE derzeit nur als Unterstitzung zur Standardhistologie dienen: sollten in der
RLE Tumorstrange zu sehen sein, konnte ein Operateur ziemlich sicher sein,
dass an dieser Stelle nachgeschnitten werden muss. Eine solche Nachexzision
konnte unmittelbar erfolgen, wobei alle histologischen Praparate dennoch zur
routinemanigen histopathologischen Untersuchung an Paraffinschnitten ge-
schickt werden sollten. Bei tumorfreien Schnittrdndern in der RLE kdnnte der De-
fekt offen gelassen werden, falls Zweifel bestiinden bzw. eine komplexe Rekon-
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struktion (wie z.B. mittels Transpositions-Lappen) notwendig ware. Ist der chirur-
gische Defekt mit einem einfacheren Primarverschluss oder einem Transplantat
zu verschlieBen, ware die sofortige Rekonstruktion bei einem negativen
Schnittrand in der RLE denkbar. Hiermit bestiinde ein geringes Risiko, dass zu
einem spéateren Zeitpunkt dennoch eine Nachexzision aufgrund positiver H&E-

gefarbter Randschnitte notwendig ware.
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6. Schlussfolgerung

6.1 Schlussfolgerung Teil A: CLSM
Diese Studie zeigt, dass die CLSM eine vielversprechende und schnelle Technik
in der MKC von BZKs ist.

Durch den Einsatz der CLSM kdnnte sich die Behandlung von Basaliompatienten
durch kurzere Krankenhausaufenthalte oder einer schnelleren ambulanten The-
rapie verbessern, indem eventuelle Nachexzisionen noch in derselben Sitzung
durchgefiuihrt werden kdonnten. Die Kombination aus Randkontrollen mit minima-
len Sicherheitsabstédnden und einer schnelleren Patientenbehandlung mit gerin-
gerem Risiko fur Infektionen durch die Vermeidung von offenen Wunden, konnte
zu geringeren Komplikationsraten und evtl. zu besseren kosmetischen Ergebnis-

sen fuhren.

Das in dieser Studie verwendete konfokale Mikroskop Histolog™Scanner war
leicht zu bedienen und ermdglichte eine exzellente Ubersicht in hochauflésenden

mikroskopischen Bildern, welche an H&E-gefarbte Schnitte erinnerten.
Weitere Untersuchungen und technische Verbesserungen sind notwendig.

Um Wissen und Expertise auszutauschen, sollten Arbeitsgruppen, die sich mit
dem Einsatz der CLSM in der mikrographisch kontrollierten Chirurgie beschafti-

gen, enger kooperieren.

6.2 Schlussfolgerung Teil B: RLE
Die RLE ist eine vielversprechende, jedoch nicht weit verbreitete Technik. Fur
einen erfahrenen Untersucher erdffnet sie neue Dimensionen und einen relativ

sicheren und schnellen Weg zu histologischen Informationen.

Ubung oder die Teilnahme als Untersucher an einer Studie sind notwendig, um
die RLE-Technik mit einer Genauigkeit anzuwenden, welche den Ergebnissen

dieser Studie entspricht.

Die RLE ist deutlich schneller als die CLSM oder die in der ,Mohs* Surgery“ etab-
lierte Gefrierschnellschnittmethode und ermdglicht daher die Vermeidung mehr-

zeitiger Operationen. Patienten mussten nur in wenigen Féllen oder Uberhaupt

52



nicht mit offenen Wunden stationdr auf das histologische Ergebnis der Paraffin-

schnitte warten.
Die diagnostische Genauigkeit der RLE sollte weiter verbessert werden.

Immunfarbungen am Frischgewebe mit BZK-spezifischen Antikorpern, wie z.B.

Anti-BerEp4-Antikorpern, kénnten einen Ansatz fur eine Immun-RLE darstellen.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund: Die sichere Entfernung maligner Hauttumoren wie Basalzellkarzino-
men erfordert tumorfreie Schnittrander. Goldstandard zur Evaluierung der
Schnittrander sind Gefrierschnitte oder H&E-geféarbte Paraffinschnitte. Vor allem
die Herstellung von Paraffinschnitten bendtigt viel Zeit (>20 h). Exzisionsdefekte
mussen bis zum Vorliegen freier Schnittrander haufig offengelassen werden. His-
tologische Verfahren, welche diese Zeitspanne verkirzen, dienen der Patienten-

sicherheit.

Ziel: Evaluation der Erstellung und Befundung von Bildern mit einem neuen kon-
fokalen Laser Scanning Mikroskop (Histolog™Scanner, SamanTree, Lausanne)
und Analyse der diagnostischen Genauigkeit einer weiteren Methode - der Rapid

Lump Examination (RLE) - im realen OP-Ablauf.

Methoden: Bei der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) wurden 544
digitale Bilder von 148 Exzisionen mit Verdacht auf Basalzellkarzinom generiert.
Das Frischgewebe wurde nach Inkubation mit 0,01%iger Proflavinlésung unter-
sucht. 303 Proben wurden in der ,Praxisklinik Tibingen® und 241 an der Univer-
sitats-Hautklinik Tubingen gescannt. Die Diagnosen der Bilder wurden mit der

Paraffinhistologie verglichen.

Bei der Verwendung der RLE wurden 300 Gewebsabschnitte aus 90 Exzisionen
mit Verdacht auf Basalzellkarzinom untersucht. Das entnommene Frischgewebe
wurde 20 sek in 10%iger Essigsaure, 10 sek in Leitungswasser, 20 sek in 0,2%i-
ger Toulidinblau-Lésung und 5 sek in Leitungswasser inkubiert. Anschliel3end
konnte das Gewebe direkt auf einem Objekttrager unter einem Stereomikroskop
untersucht werden. Die histopathologische Diagnose wurde mit der Paraffinhis-

tologie verglichen.

Ergebnisse: Bei der CLSM waren 525 von 544 Bildern auswertbar. Die Sensitivi-
tat der CLSM war 73% (95%KI = [65,27%;80,47%)]), die Spezifitat 96% (95%KI =
[93,40%;97,60%]). Die mediane Gesamtzeit fur die Erstellung und Befundung
betrug 310 sek (Minimum 123 sek und Maximum 1210 sek). Der aufwandigste
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Faktor beim Erstellen der Bilder war die plane Positionierung der Gewebeproben

auf dem Mikroskop.

Bei der RLE lag die Zeit zur Fixierung, Farbung und Beurteilung der Proben im
Median bei 120 sek (Minimum 60 sek und Maximum 480 sek). Die Sensitivitat
und Spezifitat betrugen 92% (95%KI=[83,4%;92,1%]) und 98%
(95%K1=[95,21%;99,51%]).

Diskussion: Die digitale Einfarbung der CLSM erleichtert die histopathologische
Beurteilung, trotzdem sollte die diagnostische Genauigkeit der CLSM noch ver-
bessert werden. Ausschlaggebend ist hier das Ebnen der Gewebeproben, um

eine komplette Darstellung auch grof3er Proben zu erhalten.

Die RLE ist eine schnelle Alternative, deren dreidimensionale Ansicht die histo-
pathologische Beurteilung erleichtert; jedoch sollte die diagnostische Genauigkeit

noch erhdht werden.

Schlussfolgerung: Sowohl die CLSM, als auch die RLE ermdglichen eine zeitspa-
rende histologische Beurteilung im Vergleich zu klassischen Paraffinschnitten o-
der Gefrierschnitten. Zahlreiche mehrzeitige Operationen kénnten unter Einsatz
der Methoden vermieden werden. lhre diagnostische Genauigkeit ist derzeit je-

doch noch zu gering, um die klassische Paraffinhistologie ersetzen zu kdnnen.

Teile der Zusammenfassung sind in Form von Abstracts im Internet einsehbar:

Freier Vortrag FV39: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) im Ver-
gleich zu HE-gefarbten Paraffinschnitten in der Mohs Chirurgie von Basalzellkar-
zinomen, 2017, Freie Vortrage. JDDG: Journal der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft, 15: 1-19. doi:10.1111/ddg.13299

Poster P58: Mikrographisch kontrollierte Chirurgie von Basalzellkarzinomen:
Rapid Lump Examination (RLE) im Vergleich zu HE-gefarbten Paraffinschnitten,
2017, Poster. JDDG: Journal der Deutschen Dermatologischen Gesellschatft,
15: 6-11. doi:10.1111/ddg.13252
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barkeit in den letzten Jahren — sogar wahrend seiner Urlaube. Ich héatte mir keine

bessere Betreuung vorstellen kbnnen.

Grolen Dank moéchte ich Melanie Schubert fir das Teilen ihres Wissens, ihre
Beratung wahrend der Entstehung der Arbeit und unsere stets amuisanten Tref-

fen aussprechen.

Das tolle Team der Praxisklinik Tubingen hat mich wahrend meiner Zeit bei ihnen
grofRartig unterstitzt und allzeit herzlich empfangen. Ich danke ihnen allen sehr

dafir.

AulRerdem bin ich den Pathologen Frau Dr. med. Gisela Metzler und Herrn Dr.
med. Jan-Philipp Geppert dankbar, die bei Fragen und zusatzlichen histologi-

schen Untersuchungen zur Verfligung standen.

Danke an das gesamte OP-Team der Universitats-Hautklinik Tubingen, die mich
wahrend meiner Zeit dort begleitet haben und von denen ich viel lernen konnte.

Vielen Dank auch an Frau Dipl.-Stat. Aline Naumann fur ihre auf3erordentlich gute
statistische Beratung und ihre verstandlichen Erklarungen.

Des Weiteren mdchte ich noch Nils NuRle sehr fur die Vermittlung des Themas

und die grofR3e Unterstitzung wahrend dieser Zeit danken.

Zuletzt geht mein Dank an meine Familie, die mich in meinem Vorhaben jederzeit

bestarkt hat und immer zu mir steht.
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