Aus der

Universitats-Hautklinik Tubingen

Direktuntersuchungen mit der konfokalen Laser
Scanning Mikroskopie (CLSM) im Vergleich zu
HE-gefarbten Paraffinschnitten von Biopsien bei
entzundlichen Erkrankungen und Tumoren der
Haut, sowie im Rahmen der mikrographisch
kontrollierten Chirurgie von Hauttumoren

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Ogrzewalla, Hanna Elisabeth

2024



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. M. Mohrle
2. Berichterstatter: Professorin Dr. A. E. Staebler

Tag der Disputation: 25.02.2022



Ich widme diese Arbeit meinen Eltern.

Meinem Vater Benjamin Ogrzewalla, der mir in den ersten 21 Jahren meines Lebens
bei allen Problemen zur Seite stand und mit dem es immer etwas zu entdecken gab.
Der die Welt so umarmt und in sich aufgesogen hat, das Leben mit Freuden und
Freunden in vollsten Ziigen genossen hat und diese Welt dann mit einem
Paukenschlag wieder verlassen hat.

Und ich widme diese Arbeit meiner Mutter, Hedwig Ogrzewalla, deren Kraft und Starke
ich nur bewundern kann, deren mitreiRendes, herzliches Lachen ihr nie verloren
gegangen ist und die mir fir immer ein Vorbild und Anker im Leben sein wird.

Ich danke euch fur alles.



Inhalt

ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS. ..ottt e 6
1. EINIEIIUNG ..t e e e e 8
1.1 Ubersicht HAUIUMOTE ...........cooueueieeeeeetceeeeeeeee ettt 8
1.1.1 Maligne MelanOme ..o 8
1.1.2 Non Melanoma Skin Cancer (NMSC) ........occuiiiiiiiiiiiieeeeee e 9
1.2 Behandlung von Hauttumoren ...........couviiiiiiiii e 10
1.2.1 Operative Verfahren zur Entfernung von Hauttumoren...............cc.ccccee 11
1.2.2 Aufbereitung des EXzidats..........ccueoeiiiiiiiii 12
1.2.3 Beurteilung der SChnittrander............ooouieiiiiiii e 14
1.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) .........cocciiiiiiiiiiiiiiiiee e 14
1.4 Fragestellung ........oeeiiiiiiii e 18
1.4.1 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von BZKs ..... 18
1.4.2 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von
MElANOZYLAreN TUMOIEN .......eiiiiiiiiiiie e e e e 18
1.4.3 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von Praparaten
der AllgemeindermatolOogie. ............ueiiiiiiiiiiiiie e 18
2. Material und MethOden ...........oooiiiiii e 20
2.1.ScannNen der PrODEN .......cooiiiiiiiiiie et 25
2.2 Beurteilung der Proben sowie der digitalen Scans .............ccccooviiiiiieiieciinees 31
2.3 StatistiSChe AUSWEITUNG.........coiiiiiiiie e 32
3. EIQEDINISSE ... 34
3.1 Darstellung des gescannten Gewebes in der CLSM ..........cccccooiiiiiiiiiieeeeceeeees 34
3.1.1 CLSM von BasalzellkarzinOmeN.............coouuiiiiiiiiiee e 34
3.1.2 CLSM von melanozytaren LASIONEN ............coeoiiiiieiiiiiie e 36
3.1.3 CLSM von Praparaten der allgemeinen Dermatologie.............cccccceeeeriinennn. 38
3.1.4 Darstellung weiterer Hautstrukturen im CLSM-Scan..........ccccccovvivviiennnennn. 43
3141 GEFAIE .o 43
T4 2 NEBIVEN ...ttt e a s 44
3.1.4.3 MUSKEIGEWEDE ... 45
3.1.4.4 Elastischer KNOIPEI ..........uueiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 46
3.1.4.5 EKKrine SChWeilBArlSeN........c.euiiiiiiiiiie e 47
3.1.4.6 HA@rTOIKEL. ......cooiieiie e 49
3.1.4.7 TalGATUSEN ..ot e e e e e eeas 50



3.2 Statistische AUSWEIUNG........cooiiiiie e 51

3.2.1 BasalzellkarzinOme ...........oooiiiiiiiiiiiiee et 51
3.2.2 Melanozytare LASIONEN ........coooiiiiiiiiieiieee e 58
3.2.3 Allgemeine Dermatologie ..........cocuuiiiiiiiiiiiiee e 63
3.2.4 Ubersicht statistische AUSWEIUNG ..........ccccocueeveuceeeeieeeeeeeeee e 69

4. DISKUSSION ...ttt ettt et ettt e e e e e s e e e e e e e e e nr e e e e e e e nne 70
4.1 Technische Probleme allgemein..............oeiiiiiiiiiiii e 70
4.1.1 Positionierung der Proben flr den Scanvorgang ...........cccccoeiieeieiiiieeecnnnn. 70
4.1.2 Farbung der Praparate ..............oeeeiiiiiiiiiieieeee e 70
4.1.3 Aufbereitung der Praparate fur die H&E-Farbung...........ccccoiiiiiiiinnne, 72
4.1.4 BINarbeituNg .....ooieeeeeieee e 73

4.2 BasalzellKarZiNOME .......ccooiiuiiiiiiee et e e 73
4.3 Melanozytare LASIONEN ...........uuiiiiieiiiie e 76
4.4 Allgemeine DermatolOgi€ . .........ouviiiiiiiiiieiiie e 79
4.5 SChIUSSTOIGEIUNG ....coiiiiiiiie ettt 82
5. ZUSAMMENTASSUNG ... ..eiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e b e e e e e nneeee s 83
ADBDIAUNGSVEIZEICNNIS ... e e 85
TabellENVEIZEICNNIS ....cciiiiii e e e 89
LiteraturverzeiChnis ......... ... 90
Erklarung zum Eigenanteil........... ..o 97
DaNKSAQUNG ..ottt e e e e e e e e e e aane 98



Abklirzungsverzeichnis

BZK: Basalzellkarzinom

CLSM: konfokale Laser Scanning Mikroskopie
Fa.: Firma

Gdf.: Gegebenenfalls

H&E: Hamatoxylin und Eosin

Kl: Konfidenzintervall

LMM: Lentigo maligna Melanom

M.: Morbus

ml: Milliliter

MMS: Mohs mikrographisch kontrollierte Chirurgie
MS: Mikrographisch kontrollierte Chirurgie

n = Anzahl

NaCl: Natrium-Chlorid

NMM: nodulares malignes Melanom

NMSC: non melanoma skin cancer

0.A.: oder Ahnliches

PEK: kutanes Plattenepithelkarzinom
SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Typ 2
SSM: superfiziell-spreitendes Melanom

Std.: Standard

s.0.: siehe oben

V.: Verruca

z.B.: zum Beispiel



Anmerkung: Zur besseren Lesbarkeit dieser Arbeit wurde die mannliche
Form gewahit. Es sind jedoch stets beide Geschlechter gleichermaRen
gemeint.



1. Einleitung

Basalzellkarzinome (BZK) und Plattenepithelkarzinome (PEK) gehoéren zu den
haufigsten Tumoren weltweit [1]. Die Inzidenz (= Falle pro 100.000 Einwohner)
maligner Melanome ist ebenfalls steigend. Fur das Jahr 2020 werden bis zu
100.000 neue Falle von Melanomen in den USA prognostiziert [2]. In
Deutschland gehen Prognosen von bis zu 40.000 Fallen von Melanomen fur
das 2030 aus [3]. Damit gehort Deutschland zu den Landern mit der hochsten
Melanom-Inzidenz weltweit [4]. Genaue Angaben fur die Inzidenz des malignen
Melanoms in Deutschland sind nicht moglich, da kein bundesweites
Krebsregister zur Verfugung steht [5]. Jedoch lassen sich aus den verfugbaren
Zahlen stetig steigende Inzidenzen fur Deutschland ablesen. Von 1970 bis 2012
stieg die Inzidenz des malignen Melanoms von 3 auf 19 Falle /100.000
Einwohner [5]. Auch wenn die Daten fur Basalzell- und Plattenepithelkarzinome
in Deutschland ebenfalls lickenhaft sind, wird auch hier von einem Anstieg der
Inzidenz von 400% und hoher innerhalb der letzten 30 Jahre ausgegangen [4].
Dies macht es notwendig, sichere und schnelle Verfahren zur Behandlung der

oben genannten Tumoren zu finden und stetig weiterzuentwickeln.
1.1 Ubersicht Hauttumore

Hauttumore werden ublicherweise in maligne Melanome und in Non-Melanoma-
Skin-Cancer (NMSC) eingeteilt.

1.1.1 Maligne Melanome

Maligne Melanome gehen von epidermalen Melanozyten aus. Ein Risikofaktor
fur maligne Melanome ist eine erhohte UV-Strahlung, vor allem wahrend der
Kindheit [6]. Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko fur Melanome umso
hoher ist, je ofter in der Kindheit Sonnenbrande erlitten wurden [7].

Des Weiteren korrelliert die Anzahl der melanozytaren Navi mit dem Risiko an
einem malignen Melanom zu erkranken [8]. Bei einem Naevus handelt es sich
um eine benigne Ansammlung von Melanozyten. Haufig entstehen Melanome,
vor allem der Subtyp des superfiziell-spreitenden Melanoms, aus bereits
bestehenden Naevi [9]. Der Anteil von Melanomen, welche auf Naevi



zuruckgehen, wird auf 30% geschatzt [9, 10].

Auch der Phanotyp spielt eine Rolle. So erkranken hellhautige, rothaarige
Menschen Uberdurchschnittlich haufig an malignen Melanomen. Als weitere
Risikofaktoren wurden helle Augen, Sommersprossen vor dem Alter von 15
Jahren, erhohte Photosensitivitat und nur geringe Braunung der Haut nach
Sonneneinwirkung festgestellt [11]. Wahrend in jungen Jahren die Inzidenz
maligner Melanome bei Frauen hoher ist, erkranken in hohem Alter doppelt so
haufig Manner. Die altersstandardisierte Inzidenz liegt fur Manner mit
19,5/100.000 Einwohner hoher als fur Frauen (18,6/100.000 Einwohner) [4].
Auch die Mortalitat ist fur Manner hoher als fur Frauen [4].

Es werden die folgenden grof3en Subtypen unterschieden: superfiziell
spreitendes Melanom (SSM), nodulares malignes Melanom (NMM), lentigo-
maligna-Melanom (LMM) sowie das akral-lentigindses Melanom.

Die Mortalitat korreliert mit der Eindringtiefe. Je langer das Melanom besteht,
desto tiefer dringt es in die Haut ein und desto hoher ist die Mortalitat. Ein
regelmafiiges Screening nach verdachtigen Hautlasionen ist notwendig, um

eine Diagnose bereits bei geringer Eindringtiefe stellen zu knnen [4].

1.1.2 Non Melanoma Skin Cancer (NMSC)
NMSCs werden in zwei grof3e Untergruppen aufgeteilt: in Basalzellkarzinome
(BZK) und die kutanen Plattenepithelkarzinom (PEK).

1.1.2.1 Basalzellkarzinome (BZK)

BZKs sind die haufigsten Tumoren innerhalb der Gruppe der NMSCs-

Sie gehen von den basalen Zellen der Epidermis aus. Im Gegensatz zu den
PEKSs sind BZKs deutlich weniger aggressiv. Sie wachsen zwar infiltrativ, aber
lokal begrenzt und metastasieren extrem selten. Im Falle einer Metastasierung
sind am haufigsten Lymphknoten betroffen, gefolgt von der Lunge, den
Knochen und der Haut [12]. Das Wachstum ist zwar invasiv, jedoch sehr
langsam, was die Prognose insgesamt glinstig macht.

Unter anderem werden die Subtypen nodular, superfiziell, solide und
fibrosierend unterschieden. Diese unterscheiden sich sowohl in ihrer



histologischen Erscheinung als auch in der Art der Therapie [4].
Risikofaktoren fur das Auftreten eines BZKs sind UV-Strahlung, ein heller
Hauttyp, Rauchen, Immunsuppression sowie die (haufige) Braunung im
Solarium [13].

1.1.2.2 Kutane Plattenepithelkarzinome (PEK)

Kutane Plattenepithelkarzinome gehen von den Keratinozyten aus. Sie bilden
innerhalb der NMSCs die zweitgrof3te Gruppe.

Die Risikofaktoren ahneln denen des BZKs, vor allem der Phanotyp und eine
intensive Belastung mit Sonnenlicht erhdhen das Risiko, an einem PEK zu
erkranken [14]. Jedoch wachsen PEKs im Vergleich zu BZKs deutlich
aggressiver und metastasieren haufiger [15]. Fur das Wachstum kutaner PEKs
scheint auRerdem auch das Mikromilieu eine wichtige Rolle zu spielen. So
entstehen PEKs haufig auf bereits chronisch geschadigtem Gewebe wie zum
Beispiel Narben, Brandwunden [16] oder sonnengeschadigter Haut [17].

Wie auch bei den Melanomen ist die Tumordicke fur die Prognose und die
Behandlung entscheidend, je tiefer der Tumor bereits in die Dermis
eingedrungen ist, desto wahrscheinlicher ist eine Metastasierung [18]. Mit
steigender Tumordicke, aber auch unter Immunsupression, verschlechtert sich
die Prognose fur die Patienten [17, 19].

Es werden unterschiedliche Subtypen unterschieden: das akantholytische
Plattenepithelkarzinom, das spindelzellige Plattenepithelkarzinom, das
verrukose Plattenepithelkarzinom, das pseudovaskulare
Plattenepizhelkarzinom, das adenosquamdose Plattenepithelkarzinom und der
M. Bowen [4]. Auch diese kdnnen, genau wie die verschiedenen Subtypen des

BZKs, mit der H&E (Hamatoxylin und Eosin) Histologie unterschieden werden.
1.2 Behandlung von Hauttumoren

Zur Behandlung von Hauttumoren stehen heutzutage unterschiedliche
Verfahren zur Verfugung. Moglich sind eine chirurgische Therapie,
Strahlentherapie, topische Therapie (Kryotherapie, Laser, ...) oder
Systemtherapie [20]. Haufig wird eine operative Entfernung der Tumoren
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durchgefuhrt.

Im Folgenden werden verschiedene operative Verfahren zur Entfernung eines
Tumors vorgestellt, dann die unterschiedlichen Moglichkeiten zur Aufbereitung
des Exzidats und zum Schluss die histopathologische Auswertung erlautert.

1.2.1 Operative Verfahren zur Entfernung von Hauttumoren

1.2.1.1 Mohs Mikrographisch kontrollierte Chirurgie (MMS)

Frederic Mohs entwickelte Anfang Mitte des 20. Jahrhunderts die spater nach
ihm benannte klassische ,Mohs Mikrographisch kontrollierte Chirurgie“ (MMS).
Die MMS sieht eine schiusselformige Entfernung des Tumors vor. Das Skalpell
wird im 45° Winkel angesetzt und der Tumor kreisrund umfahren. Das
schusselformige Exzidat wird sodann farbig oder mit Einschnitten markiert,
sodass eine topographische Orientierung fur die histopathologische
Aufarbeitung und Befundung gegeben ist. Nach ungefahr 30-60 Minuten kann
der Dermatopathologe die Gefrierschnitte der Schnittrander beurteilen [21, 22].
Das Verfahren ist jedoch relativ komplex. Eine besondere Infrastruktur und
entsprechend geschultes Personal ist erforderlich. Die Ergebnisse sind in der
Regel reproduzierbar, aul3er wenn bei der Erstellung der Gefrierschnitte
Material verloren geht [21]. Ist die lUckenlose Schnittrandkontrolle gegeben,
weist die MMS eine hohe Sensitivitat auf und hat wenig Rezidive [22].

1.2.1.2 Mikrographisch kontrollierte Chirurgie (MS)

Die MS entwickelte sich aus der MMS. Die Grundprinzipien einer
Schnittrandkontrolle sowie der Anbringung von Markierungen zur
topographischen Orientierung der MMS wurden in der MS beibehalten. Die MS
setzt jedoch auf eine andere Art der Tumorentfernung und auf unterschiedliche

Techniken zur Aufbereitung des Exzidats.

Die MS sieht eine SchnittfUhrung im 90° Winkel vor, dadurch ist nach der
Tumorentfernung eine bessere Adaption der Wundrander und somit eine
bessere Wundheilung gegeben. Analog zur MMS erfolgt aber auch hier eine
topographische Markierung mit Hilfe von Farbe, Einschnitten und/oder dem
Anbringen eines Fadens.
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Die Exzision erfolgt in der MS mit einem Sicherheitsabstand, welcher in
Abhangigkeit von der Art des Tumors, der Lokalisation und der Gro3e des
Tumors bestimmt wird [21, 22]. Er betragt meist zwischen 2-3 mm [22], kann
jedoch je nach Art und GrofRe des Tumor auch grof3er oder kleiner gewahlt
werden (1-10mm) [21].

Unter allen Verfahren zeigen die MMS und MS die niedrigsten Rezidivraten
sowie die besten asthetischen Ergebnisse. Bei aggressiv wachsenden Tumoren
und wenn eine sichere RO-Resektion erforderlich ist, ist die MMS und MS
aufgrund der Befundung des gesamten Schnittrandes die Methode der Wahl
[22]. AuRerdem ist die Methode gut fur Problemlokalisationen geeignet, da
wenig Gewebe entfernt wird und somit gute asthetische Ergebnisse erzielt
werden [22]. Die Patientenzufriedenheit ist bei der MS sehr hoch [22]. In einer
Studie mit tber 5.000 Befragten, bei welcher ein BZK oder PEK mithilfe der MS

entfernt worden war, bewerteten Uber 80% das kosmetische Ergebnis als ,gut

oder ,exzellent” [23].

1.2.2 Aufbereitung des Exzidats

Es gibt verschiedene Arten des makroskopischen Zuschnittes eines
Tumorexzidates, um die Schnittrander lickenlos beurteilen zu konnen [21, 22].
Im Folgenden wird lediglich auf diejenigen Verfahren eingegangen, welche in
Deutschland vorwiegend praktiziert werden. Diese kdnnen unter dem Namen
~3D-Histologie“ zusammengefasst werden [24].

1.2.2.1 Tiibinger Torte

Die Methode wurde von H. Breuninger in Tubingen als Alternative zur
klassischen MMS entwickelt. Das entfernte Exzidat wird in eine Basis, den
Rand und die Tumormitte aufgeteilt. Somit ist eine Kontrolle der Schnittrénder,
der Basis und des Tumors an sich moglich [25].

Zur besseren Einbettung des Schnittrandes in Histologie-Kassetten wird der
Rand meist in mehrere Abschnitte aufgeteilt. Hochste Prioritat hat dabei, dass
die topographische Orientierung weiterhin gegeben ist und jedem Schnittrand
die zugehorige Stelle im Gewebe zugeordnet werden kann. Dies kann durch

12



Farbmarkierungen, Einschnitte oder das Anbringen eines Fadens sichergestellt
werden [26].

1.2.2.2 Muffin-Technik

Bei der Muffintechnik wird der Tumor mit dem noétigen Sicherheitsabstand
entfernt und eine Markierung zur Orientierung angebracht. Meist erfolgt ein
Einschnitt bei 12 Uhr, 6 Uhr und ggf. 2 Uhr. Die Schnittrander werden nach
aulen geklappt, sodass das Praparat flach auf dem Objekttrager zu liegen
kommt. Somit ist die Basis mit den Schnittrandern vollstandig beurteilbar.

Je nach GroRe des Tumors und der Flexibilitat des Gewebes kann es notig
sein, eine weitere Inzision am Rand zu platzieren. Ist das Gewebe sehr derb
und bildet keine plane Oberflache, so kdnnen diese weiteren Einschnitte eine
Entlastung des unter Zug stehenden Gewebes ermoglichen. Damit wird die
flache Einbettung des Muffins in die Kassette erleichtert.

Nach Praparation des Muffins wird sodann die Tumormitte, welche sich mittig
im Muffin befindet, entfernt. Auch diese wird zur Beurteilung durch den
Dermatopathologen mit eingeschickt.

Im Falle von sehr grofien Exzidaten ist eine Teilung moglich. Die
topographische Orientierung muss auch bei Teilung des Exzidats gegeben sein
[21, 22].

1.2.2.3 Miinchner Methode

Wahrend das Vorgehen bei der Tubinger Torte sowie bei der Muffintechnik
relativ ahnlich ist (Entfernung des Tumors am Stuck, Beurteilung aufgeteilt in
Tumormitte, Rand und Basis) wird bei der Munchner Methode das Gewebe
horizontal aufbereitet [22]. Der Tumor wird meist schusselformig entfernt.
Sodann werden von unten nach oben horizontale Serienschnitte angefertigt.
Eine grof3e Zahl an histologischen Schnitten muss daher beurteilt werden. Dies
ermoglicht eine Verfolgung des Wachstumsmusters des Tumors durch die Haut
[21, 22].

Jedoch ist das Verfahren nicht geeignet fur epidermale Lasionen wie
beispielsweise Lentigo maligna oder M. Bowen, da die Epidermis nur
eingeschrankt beurteilt werden kann [22].
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1.2.3 Beurteilung der Schnittrander

In Deutschland erfolgt die Beurteilung der Schnittrander Uberwiegend an H&E-
gefarbten Paraffinschnitten. Diese Methode ist bedeutend langsamer als die
Erstellung von Gefrierschnitten, die Schnitte liegen bei einer guten Organisation
nach ca. 20 Stunden vor. Die Infrastruktur fur die Erstellung von
Gefrierschnitten im dermatochirurgischen Routinetrieb ist in Deutschland nicht
gegeben [21, 22].

Die Wunde sollte im Regelfall nicht geschlossen werden, wenn die Auswertung
der Schnittrander noch nicht vorliegt, denn im Falle von verbliebenem Rest-
Tumorgewebe ist eine Nachresektion bei bereits erfolgtem Wundverschluss
erschwert.

In diesem Fall erfolgt die Behandlung haufig zweizeitig oder im Rahmen einer
stationaren Aufnahme. Liegt das Ergebnis der histopathologischen
Untersuchung der Schnittrander vor, kann die Wunde bei Tumorfreiheit
geschlossen werden.

Die Beurteilung der Schnittrander an H&E-gefarbten Paraffinschnitten besitzt
den Nachteil einer deutlichen zeitlichen Verzogerung mit einem gesteigerten
Infektionsrisiko fur die noch nicht verschlossene Wunde.

1.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die histologische Beurteilung von (dermatologischen) Exzidaten erfolgt
heutzutage uberwiegend durch die Erstellung von Gefrierschnitten oder
paraffineingebetteten H&E-Schnitten. Seit einigen Jahren wird jedoch eine
weitere Methode fur den Einsatz im klinischen Alltag getestet und
weiterentwickelt: die konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) [27].

Die CLSM wurde bereits Mitte des 20. Jahrhunderts von M. Minsky entwickelt.
[28]. Ihr liegt folgendes Prinzip zugrunde: Ein Laser scannt Gewebe mit
monochromatischem Licht ab. Vom Gewebe zurtckstreuende Photonen
werden detektiert, aus der Intensitat der Photonen berechnet sich das konfokale
Bild.

Das Licht wird dabei abhangig vom Brechungsindex des Gewebes reflektiert.
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Hieraus ergibt sich das Bild im sogenannten Reflektionsmodus.

Eine weitere Moglichkeit ist die Farbung des Gewebes mit fluoreszierenden
Farbstoffen. Scannt der Laser das Gewebe ab, werden die fluoreszierenden
Farbstoffe angeregt und ebenfalls Photonen ausgesendet. Diese kdnnen
detektiert werden. Hieraus ergibt sich das Bild im sogenannten
Fluoreszenzmodus [29, 30].

Reflektions- und Fluoreszenzmodus konnen im sogenannten Fusionsmodus
kombiniert werden. [31, 32].

Die Besonderheit bei der CLSM im Vergleich zur konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie liegt darin, dass bei der CLSM durch eine Lochblende
lediglich die Signale der anfokussierte Ebene registriert werden [30][Thieme
Roderfeld]. Alle anderen Signale, welche Uber oder unter der fokussierten
Ebene liegen, werden gefiltert [30].

Hinter der Lochblende befindet sich ein Photomultiplier (PMT), welcher das

Licht, welches von der Lochblende durchgelassen wurde, detektiert.

Wahrend die ersten, in den 80er Jahren entwickelten Gerate die Praparate
zunachst noch mit einer unbeweglichen Lichtquelle scannten, war es im Laufe
der Jahre moglich, das Gewebe systematisch mithilfe eines Laserstrahls
abzuscannen [33]. Ab den neunziger Jahren war eine rdumliche Trennung
zwischen der Kuhlung des Lasers (und dem Laser an sich) und dem Scankopf
moglich. Somit wurden weniger Artefakte durch Vibrationen erzeugt. Auflerdem
wurde dadurch der Laser an sich besser erreichbar fur Wartungen und

Reparaturen [33].

Moderne konfokale Mikroskope ermdglichen es, Fluoreszenz- und
Reflektionsmodus miteinander zu kombinieren. Die Auflosung ist deutlich
grolRer. Des Weiteren ist es moglich, die schwarz-weilen CLSM-Scans mithilfe
einer Software ,anzufarben®, z.B. in rosa und blau (,pink and blue®) [34].
Hierdurch erscheinen die digitalen Scans in ahnlichen Farben wie auch die
H&E-gefarbten Paraffinschnitte. Die Befundung ist deutlich leichter und benétigt

weniger Einarbeitung.
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Heutzutage hat sich die CLSM bereits in vielen Disziplinen der Biologie und der
Medizin etabliert. In der Medizin werden in vivo von ex vivo Verfahren
unterschieden. Bei der in vivo CLSM wird die Lasion direkt am Patienten
untersucht. Die Eindringtiefe betragt 200 [35] - 300 uym [36]. Die Lasion wird im
Reflektionsmodus gescannt, vor allem Melanin, Keratin und Kollagen
erscheinen aufgrund des hoheren Brechungsindex heller und bilden einen
Kontrast zum umliegenden Gewebe [35]. Durch die geringe Eindringtiefe kann
lediglich die Epidermis vollstandig dargestellt werden, die Darstellung der
Dermis ist nur anteilig moglich [37]. Dadurch kdnnen mithilfe der in vivo CLSM
invasive Tumoren sowie dermale Prozesse nur unzureichend dargestellt
werden.

Bei der ex vivo CLSM wird die bereits exzidierte Lasion mithilfe eines Lasers
gescannt und ein digitales Bild erstellt. Durch die Entnahme der Lasion kann
diese auch subepidermal gescannt und begutachtet werden.

Sauermann et al. hatten bereits 2002 die sogenannte in vivo CLSM verwendet,
um Charakteristika von BZKs in 12 Patienten auszumachen [38]. Seitdem gab
es zahlreiche Studien, die die Anwendung der CLSM in unterschiedlichen
Gebieten der Medizin, genauer in der Dermatologie, untersucht haben. Die
Beurteilung von Schnittrandern kann mithilfe der ex vivo CLSM erfolgen. So
wurde die ex vivo CLSM zur Auswertung von Schnittrandern von OP-Exzidaten
verschiedener Tumoren (BZK, PEK, Melanom), zur Begutachtung entzundlicher
Veranderung (Psoriasis, Ekzeme, Lichen planus sowie Lupus erythematodes),
bei Dermatofibrosarcoma protuberans sowie bei Tumoren der Nagel eingesetzt
[39]. Besonders die Auswertung von Schnittrandern bei Basalzellkarzinomen
[39-45], Plattenepithelkarzinomen [39, 43, 46] und melanozytaren Lasionen [39,
47-51] wurden bereits mithilfe der ex vivo CLSM untersucht [39]. Auch wurden
unterschiedliche Farbeprotokolle in Bezug auf die diagnostische Genauigkeit
ausgewertet. So farbten Hartmann et al. melanozytare Lasionen mithilfe von
Immunfluoreszenz-Farbstoffen, um eine eventuell verbesserte Darstellung
melanozytarer Strukturen nachzuweisen [47]. Aber auch unterschiedliche

Farbungen zur besseren Darstellung von Basalzellkarzinomen und generell
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Tumoren der Haut (Toluidinblau, Methylenblau, Ethitidiumbromid,...) wurden in

Studien bereits eingesetzt [39].
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1.4 Fragestellung

Die vorliegende Dissertation untersucht die Moglichkeit zur Integration der ex
vivo CLSM in den klinischen Workflow einer operativen Hautarztpraxis.

Es wurden drei Fragestellungen untersucht: die diagnostische Genauigkeit der
CLSM im Rahmen der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie von BZKs, der
Einsatz der CLSM bei melanozytaren Lasionen sowie die Untersuchung von

Praparaten aus der allgemeinen Dermatologie mithilfe der CLSM.

1.4.1 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von
BZKs

Tumormittelschnitte und Randkontrollen von Basalzellkarzinomen sollten mit
dem konfokalen Mikroskop gescannt werden. Ziel war es herauszufinden, ob
die ex vivo CLSM eine gute Moglichkeit darstellt, schnell und mit hoher
Genauigkeit die entnommenen Tumoren und deren Schnittrander zu befunden

und ob ein Einsatz im intraoperativen Setting umsetzbar ware.

1.4.2 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von
melanozytaren Tumoren

Es wurde untersucht, ob im Routine-Workflow einer dermatologischen Praxis
mit der ex vivo CLSM eine sichere und schnelle Befundung melanozytarer

Exzisionen moglich ist.

1.4.3 Diagnostische Genauigkeit der CLSM bei der Untersuchung von
Praparaten der Allgemeindermatologie

Haufig wurde die Anwendung der CLSM unter dem Aspekt definierter
Tumorentitaten untersucht. Eine Implementierung der CLSM im alltaglichen
allgemeindermatologischen Workflow einer Praxis oder Klinik wurde bis dato
noch nicht untersucht. Daher sollten alle Patienten, bei denen im
Untersuchungszeitraum eine Biopsie oder ein Exzidat enthommen wurde, in die
Studie eingeschlossen werden. Die enthommenen Gewebe sollten mit dem ex
vivo CLSM gescannt werden.

Auch hier ware eine Anwendung der ex vivo CLSM im Falle hoher
diagnostischer Sicherheit in Zukunft denkbar: Die Entscheidung Uber das
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weitere diagnostische und therapeutische Procedere konnte unmittelbar nach
einer mikroskopischen Sicherung direkt in der Praxis oder Ambulanz getroffen

werden.

19



2. Material und Methoden

Die Studie fand von April bis Mai 2020 wahrend der Zeit der ersten Welle der
Coronavirus SARS-CoV-2 Pandemie in der Praxisklinik Tubingen - Haut und
Venen statt.

Ein positives Votum der Ethik-Kommission der Eberhard Karls Universitat
Tudbingen lag vor (Antrags-Nummer: 899/2019B0O1). Alle Patienten gaben vor
der Aufnahme in die Studie ihr informiertes schriftliches Einverstandnis.

Die Befundung der Scans erfolgte durch die Dermatopathologen A und B. Beide
sind Dermatologen mit der Zusatzbezeichnung Dermathohistologie.
Dermatopathologin A hat mehr als 20 Jahre Berufserfahrung im universitaren
und aul3eruniversitaren Bereich, Dermatopathologe B hat 4 Jahre

Berufserfahrung im universitaren Bereich.

Es wurden insgesamt 114 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei 107
wurden die Daten erhoben und ausgewertet. Bei 2 Patienten war die
Auswertung der Daten aufgrund von Fehlern nicht moglich. Die Praparate von 5
Patienten dienten zur Einarbeitung der zwei befundenden Dermatopathologen
A und B.

13 der 107 Patienten kamen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten in der Zeit
zwischen April und Mai 2020 in die Praxisklinik; ein Patient kam zu drei
unterschiedlichen Zeitpunkten. Dies ergab sich meist aus der Notwendigkeit
einer (oder zwei) Nachresektion(-en) aufgrund von verbliebenem
Tumorgewebe. Da die enthommenen Gewebeproben an unterschiedlichen
Tagen gewonnen wurden, erhielten die Patienten fur jeden Besuch bzw. jede
Intervention in der Praxisklinik eine neue Probandennummer.

Insgesamt wurden somit 122 Probandennummern fur 114 Probanden

vergeben.

Es wurden 64 Frauen und 48 Manner in die Studie eingeschlossen. Sie waren
zwischen 21 und 94 Jahre alt.
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Fir die Studie wurde das Gerat ,VivaScope 2500M-G4“ verwendet [Fa. Mavig,
Munchen]. Das Gerat wurde von der Firma Mavig kostenlos zur Verfugung
gestellt. Das Scannen konnte in zwei Wellenlangen bei 488 und 785nm
erfolgen. Der Laser konnte Praparate bis zu einer Grof3e von 25x25 mm

scannen.

Abbildung 1: Vivascope2500M-G4. Links der eigentliche Scanner mit der Offnung fiir das
Einlegen des Objekttrégers (weiller Stern). In der Mitte unten ist der Joystick zum
Verschieben der Probe liber dem Laser bzw. der Kamera (gelber Stern). Rechts der zum
Laser dazugehdrige Bildschirm (griiner Stern).

Mit freundlicher Genehmigung der Firma Mavig; [https.//www.vivascope.de/products/vivascope-
2500m-g4/].

Um einen Scan zu erstellen, wurde der Objekttrager in die vorgesehene
Halterung mittig eingespannt (vergleiche Abbildung 1). Der Laserkopf befindet
sich auf der linken Seite der Offnung Vivascopes, auf der rechten Seite der
Offnung ist eine Kamera angebracht, welche den Objekttrager von unten
abfilmt. Durch die Kamera konnte die Lagerung der Probe der Probe in hoher
Auflésung bereits vor dem Starten des Scanvorgangs begutachtet werden.
Uber den Bildschirm war die Auswahl des zu scannenden Bereichs der Probe
moglich. Mithilfe des Joysticks konnte der eingespannte Objekttrager Uber der

Kamera bzw. Uber dem Laser bewegt werden.
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Die Praparate von 5 Probanden wurden zu Beginn A und B zur Einarbeitung zur
Verfugung gestellt (n=26). Sowohl A als auch B erhielten im Rahmen der
Trainingsphase die digitalen Scans sowie die dazugehdorigen H&E-gefarbten
Objekttrager gleichzeitig. Dies ermoglichte es, nachzuvollziehen, wie sich die
Strukturen der H&E-Objekttrager auf den digitalen CLSM-Scans darstellten. Fur
die Einarbeitung standen Objekttrager und digitale Scans jeweils mehrere Tage
zur Verfugung, um eine ausreichende Einarbeitung zu gewahrleisten. Die

Praparate der Einarbeitung wurden nicht fur die weitere Studie verwendet.
Fir die Studie wurden insgesamt 620 Praparate gescannt.

26 Praparate von den ersten 5 Patienten dienten der Einarbeitung, es
verblieben daher noch 594 Praparat fur die Auswertung.

Fir das Erstellen eines jeden Scans wurde die dafur benotigte Zeit gemessen
und dokumentiert. Haufig ergaben sich Verzogerungen und Schwierigkeiten
aufgrund von technischen Problemen. Folgende technischen Probleme traten

vorwiegend auf:

Der Scan erschien stark streifig. In diesem Fall musste der Scan abgebrochen
werden, das Praparat nochmals neu platziert werden und der Scan wiederholt
werden (siehe Abbildung 2)

Der Laser scannte nicht den ausgewahlten Bereich ab. Eine Ursache dafur
konnte auch nach Rucksprache mit der Firma Mavig nicht gefunden werden.
Mehrere Neustarts des PCs waren in diesem Fall notwendig

Das Programm reagierte nicht mehr. Ein Beenden des Programmes und einer,

teilweise auch mehrere Neustarts waren von Noten
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Abbildung 2: Stark streifiger CLSM-Scan. Das fehlerhafte Scannen war
meist an den Réndern am ausgeprégtesten, wohingegen die Mitte des

Scans héufig ohne starke Streifenbildung gescannt wurde.

Die genannten Probleme erhdhten die bendtigte Zeit pro Scan deutlich. Meist
dauerte die Behebung eines technischen Problems zwischen 5 und 10 Minuten.
Daher wurde bei jedem Praparat dokumentiert, ob ein technisches Problem
wahrend des Scannens vorlag oder nicht. Die Dokumentation technischer
Probleme wurde nicht von Anfang an, sondern erst ab dem Proband 15

begonnen.
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Die Praparate wurden fur den Scan und zur Beurteilung durch den

Dermatopathologen folgendermalen aufbereitet:

in Muffins, welche jeweils in 4 Quadranten aufgeteilt wurden
in geteilte, halbierte Stanzen

in Tumormittelschnitte

in Randschnitte

und in Basisschnitte.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Anzahl und Art der Préparate

Muffinquadranten 207
Halbierte Stanzen 42
Tumormittelschnitte 239
Randschnitte 86
Basisschnitte 20
Gesamt: 594

Von den 107 Patienten wurden insgesamt 594 Praparate beurteilt. Diese hohe
Anzahl an Praparaten im Vergleich zur Anzahl der Patienten erklart sich durch
folgende Grunde:

1. Der Zuschnitt, welcher die korrekte Befundung im Rahmen der 3D-Histologie
ermaoglicht, bedingt die Aufteilung einer einzigen Lasion in mehrere Praparate.
Der Zuschnitt einer Lasion mithilfe der Technik der ,Tubinger Torte” ergibt
beispielsweise eine Basis, 4 Rander und 1-3 Tumormittelschnitte; bei der
Aufbereitung als Muffin fallen ebenfalls ein bis drei Tumormittelschnitte
zusatzlich zum Muffin an.

Jede Stanze wurde in der Mitte halbiert, um die dadurch entstehende
Schnittkante anschlie}end mit dem konfokalen Mikroskop plan scannen zu

konnen.

2. In der MMS ist es Ublich einen Tumor in sog. Quadranten zu zerteilen und zu
beurteilen [22]. Ein Muffin wurde zwar nicht makroskopisch in vier Quadranten
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zerteilt wie in der Mohs Chirurgie; jedoch aus Grunden der Vergleichbarkeit mit
diesem Verfahren der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie immer virtuell in
vier Quadranten aufgeteilt und auch durch die befundenden
Dermatopathologen als vier getrennte Quadranten ausgewertet: 0:00 - 3:00h,
3:00 - 6:00h, 6:00 - 9:00h und 9:00 - 12:00h. Somit ergab ein Muffin vier
Praparate.

3. Einige Patienten hatten mehrere Tumore an unterschiedlichen Lokalisationen
oder wurden an der gleichen Lokalisation mehrfach, aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten operiert (siehe oben).

2.1 Scannen der Proben

Nach Entnahme des Exzidats erfolgte der Zuschnitt durch den
Dermatochirurgen (z.B. als Tbinger Torte, Muffin 0. A.). Sofern es notwendig
war, wurden auRerdem Schnitte zur Entlastung und/oder zur Orientierung
angebracht. Das war in erster Linie bei einem Muffin-Zuschnitt der Fall oder bei
sehr derber, wenig flexibler Haut.

AnschlieRend wurden alle Praparate direkt vor Ort in der Praxisklinik Haut und
Venen gescannt. Da haufig mehrere Praparate pro Patient anfielen (s.o.)
wurden die Praparate bis zum Farben und Scannen auf mit Ringer-Losung
angefeuchteten Kompressen gelagert. So konnte ein Austrocknen der Proben
verhindert werden. Aul3erdem garantierte das Lagern auf feuchten
Kompressen, dass die Proben durch die CSLM in der Praxisklinik nicht fur die

spatere Einbettung in Paraffin beeintrachtigt wurden.

Fur den Scanvorgang wurden die Proben zunachst 30 Sekunden im Farbebad
eingefarbt [Farbewannchen ,Tissue-Tek Cryomod — Standard®, Fa. Sakura
Finetek, USA, LOT 32571]. Dieses bestand aus ca. 2,5ml Ringerlactat Losung
[500 ml, Fa. Braun] sowie 20 Tropfen Acridine Orange [Fa. Morphisto, 1%].

In der vorliegenden Studie kam ein neues Farbeprotokoll zur Anwendung. Im
Gegensatz zu bisherigen Verfahren [49, 52] wurde das Praparat im Anschluss
an das Farbebad nicht noch einmal in NaCl-Losung oder Ringerlactat-LOsung

gewaschen, sondern direkt auf dem Objekttrager platziert. Dieses neue,
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schnellere Vorgehen bei der Einfarbung der Praparate hatte keine

Beeintrachtigung in der Bildqualitat zur Folge.

Das Praparat musste mit der zu scannenden Seite nach unten auf dem
Objekttrager auf dem inversen Mikroskop platziert werden. Insbesondere bei
Praparaten, welche der Randkontrolle dienten oder oberflachliche (epidermale)
Lasionen enthielten, musste die Epidermis plan auf dem Objekttrager aufliegen.
Das flache Platzieren der Epidermis auf dem Objekttrager bereitete insgesamt
die groRten Probleme. Die unfixierten Praparate konnten meist nur schwer
vollstandig plan platziert werden, hieraus resultierte eine nur unzureichende

Darstellung der Epidermis.
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Um die plane Positionierung der Praparate auf dem Objekttrager zu
ermoglichen, konnte das Praparat zwischen einem Objekttrager und einer
Glasplatte mithilfe von Magneten eingeklemmt werden (siehe Abbildung 3).
Durch Kombination unterschiedlich grof3er Magneten des Objekttragers und der
Glasplatte konnte der Abstand variiert werden. Eine grobe Voranpassung an die
Dicke des Praparats war dadurch moglich. War bereits absehbar, dass ein
hoher Druck bendtigt werden wirde, um das Praparat flach auf den
Objekttrager aufzubringen, konnte bereits vor der Lagerung des Praparats ein

starkerer Magnet gewahlt werden.

Abbildung 3: Kombination von Objekttrdger und Glasplatte.
Verbindung mithilfe von Magneten.

Um den ausgeubten Druck an das Praparat anpassen zu kdnnen, wurde
zusatzlich Schaumstoff iber dem Praparat zwischen Objekttrager und
Glasplatte platziert (siehe Abbildung 4). Durch das Hinzufugen von Schaumstoff
konnte der Druck weiter erhoht werden. Durch die Verwendung unterschiedlich
harten Schaumstoffs und einen an das Praparat angepassten Zuschnitt konnte
der Druck variiert und an das Praparat angepasst werden.
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Abbildung 4: Es wurde Schaumstoff zwischen Glasplatte und
Objekttrager geklemmt, um ein besseres Fixieren der Probe mit mehr
Druck zu erméglichen.

Des Weiteren wurde eine Methode von Peters et al. tUbernommen, welche das
Fixieren der Praparate auf dem Objekttrager erleichterte [53]. Hierbei wurde
Knete verwendet und Uber dem Praparat platziert (siehe Abbildung 5). Die
Knete wurde in Frischhaltefolie gewickelt, um Verunreinigung des Praparats
auszuschliel3en.

'
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Abbildung 5: Bereits vorbereitete Knete, welche geformt und in
Frischhaltefolie gewickelt ist.
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Je nach Beschaffenheit des Praparats (Dicke, Derbheit der Haut, Grad der
Unebenheit) konnte die Knete leicht angepasst werden.

Es ergaben sich durch diese Methode mehrere Vorteile. Die Knete war weniger
nachgiebig als der Schaumstoff. Bei besonders derben Praparaten konnte
somit durch die Knete mehr Druck aufgebaut werden als mit Schaumstoff. Dies
war beispielsweise bei Praparaten der Nase oder der Kopfhaut haufig
notwendig, da diese sich nur schwer dem Objekttrager anpassten. Zusatzlich
war es moglich den Druck innerhalb des Praparats entsprechend zu variieren.
So konnte beispielsweise durch das Formen eines Rings aus Knete gezielt der
Rand eines Muffins rundherum flach auf den Objekttrager angedruckt werden,
wahrend der Druck auf der Basis des Muffins vergleichsweise geringgehalten
werden konnte. Die Gefahr von Quetsch-Artefakten konnte hierdurch minimiert
werden (siehe Abbildung 6).

R 10

Abbildung 6: Platzierung der Knete zwischen Glasplatte und
Objekttrager.

29



Nach dem Einlegen des Objekttragers in das VivaScope war ein
makroskopisches Bild als Vorschau verfugbar. Anhand dieses Bildes konnte
direkt eingeschatzt werden, ob das Praparat richtig positioniert und die

Epidermis dargestellt war oder ob das Praparat neu gelagert werden musste
(siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Makroskopisches Bild. Das Préparat ist durch das Férbebad mit Acridine
Orange leicht orange-rétlich geférbt. Zur besseren Fixierung und Aufbringung von
Druck ist es von Schaumstoff umgeben, rechts ist einer der Magneten sichtbar.

Folgende Kriterien mussten erfullt sein, um eine gute Lagerung der Probe

anhand des makroskopischen Bildes garantieren zu kdnnen:

Keine Stellen mit Uberlappendem Gewebe

Keine Stellen mit Gewebe, welches nach oben weggeklappt ist

Epidermis Uberall sichtbar

Praparat mittig gelagert (nicht zu nah an den Magneten rechts und links; nicht
uber den Objekttrager hinausschauend)

Keine Luftblasen unter dem Gewebe eingeschlossen (sonst ist ein Scannen mit

dem Laser nicht moglich)

War nach Einschatzung mithilfe des makroskopischen Bildes das Praparat
richtig gelagert, wurde mit dem eigentlichen Scanvorgang begonnen. Dieser
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dauerte je nach GroRRe des Praparats zwischen 20 Sekunden und mehreren
Minuten. Haufig war erst nach Beurteilung des Scans durch den Laser
ersichtlich, an welchen Stellen des Praparats die Epidermis nicht ausreichend
dargestellt war. In diesen Fallen war ein neues Lagern der Probe und die
Wiederholung des bereits genannten Vorgehens erforderlich.

War der Scanvorgang beendet und das Praparat zufriedenstellend dargestellt,
konnte die Probe in Histologie-Kassetten eingebettet und in Formalin gelagert
werden. Das Bild wurde in dieser Zeit auf dem PC gespeichert. Der
Speichervorgang bendtigte10 bis 20 Sekunden, die GroRe der Bilder betrug
teilweise mehrere Gigabyte.

2.2 Beurteilung der Proben sowie der digitalen Scans

Nach dem Scannen der Proben in der Praxisklinik Haut und Venen wurden die
Proben im Institut fur Pathologie, Zytologie und Dermatohistologie | Dr. Geppert
und Kollegen in Paraffin eingebettet und mit Hamatoxylin und Eosion gefarbt.

Die erstellten H&E-Objekttrager wurden zunachst von Dermatopathologin A
befundet und anschlieRend von Dermatopathologe B. Sowohl A als auch B
befundeten jeweils lediglich die H&E-gefarbten Objekttrager eines jeden
Praparats, nicht jedoch Schnitte welche mittels Immunhistochemie gefarbt
wurden. Somit wurde sichergestellt, dass ein Vergleich von CLSM nur mit den
H&E-gefarbten Paraffinschnitten moglich war.

Bei der Befundung sowohl der Objekttrager als auch der digitalen Scans, waren
den Befundenden das Alter des Patienten, Lokalisation der Lasion sowie
klinische Angaben - wie auf dem Uberweisungsschein vermerkt - bekannt. Die
Praparate waren jedoch noch nicht den drei Fragestellungen zugeordnet. Es
war fur den Befundenden nicht ersichtlich, ob der CLSM-Scan zur Gruppe der
BZKs, der melanozytaren Lasionen oder der allgemeinen Dermatologie

gehorte. Sie befundeten die Scans in einer chronologischen Reihenfolge.

B befundete zuerst die CLSM Scans, danach erfolgte die Befundung durch A.
Beide dokumentierten dabei jeweils zusatzlich zum Befund der Scans vier

weitere Parameter:
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. Bendtigte Zeit fur die Beurteilung eines Scans [in Sekunden]. Wahrend A die
Befundung in den Workflow der taglichen Praxisroutine integrierte und somit
mehr zeitlichen Druck hatte, konnte B die Befundung bei freier Zeiteinteilung
vornehmen. Um dies abzubilden, wurde die Zeit pro Scan festgehalten.

. Note [Qualitat des Schnittes; von 1 = sehr gut bis 6 = ungenugend]. Die
Einschatzung des Scans erfolgte jeweils subjektiv durch den
Dermatopathologen. Fehlende Epidermis, schlechte Farbung (zu schwach / zu
stark), umgeklappte Areale oder auch durch technische Probleme
hervorgerufene Streifen im Scan fuhrten zu einer schlechteren Note.

. Dargestellte Epidermis [in %]. Die vollstandige Darstellung der Epidermis ist
insbesondere bei der Befundung epidermaler Lasionen wie beispielsweise
einem M. Bowen von entscheidender Bedeutung und wurde daher
dokumentiert.

. Die diagnostische Sicherheit des Untersuchers bei der Befundung [,sicher” vs.

Lunsicher”].

Diese Parameter wurden zur weiteren Auswertung herangezogen. Ziel war es,
eventuelle Pradiktoren ausmachen zu kdnnen, mit welchen sich einschatzen

lieRe, ob der Befund eher richtig oder eher falsch sein wirde.

Des Weiteren wurde die Grolde aller Praparate bestimmt. Hierfur wurde ein
integriertes Tool der Software “VivaScan” der Fa. Mavig verwendet. Mithilfe
dieses Tools konnten Lange und Breite der Praparate schnell und genau
gemessen werden und damit annaherungsweise die Flache berechnet werden.
Auch hier wurde der Parameter erhoben, um auszuwerten, inwiefern
Unterschiede in der Gro3e der Praparate sich bei der Genauigkeit der

Befundung niederschlagen.
2.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Arbeit wurde die Beratung durch Frau Anne-
Kristin MUnch des Instituts fur klinische Epidemiologie und angewandte

Biometrie in Anspruch genommen.
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Zur statistischen Auswertung wurde die Software IBM SPSS ®; Version 27

verwendet.

Die Praparate wurden entsprechend der drei verschiedenen Fragestellungen
(BZKs, melanozytare Lasionen und allgemeine Dermatologie) in drei Gruppen
aufgeteilt.

Innerhalb jeder Gruppe wurden Sensitivitat, Spezifitdt und diagnostische
Genauigkeit der Untersucher A und B bestimmit.

Die Interrater-Reliabilitat (Cohens Kappa) wurde sowohl fur die Auswertung der
CLSM-Scans als auch fur die Auswertung der H&E-gefarbten Schnitte

bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Darstellung des gescannten Gewebes in der CLSM

Durch die digitale Farbung der gescannten Gewebe wird die H&E-Farbung zwar
imitiert, jedoch ergeben sich auch einige Abweichungen bei der Darstellung im
CLSM-Scan. Im Folgenden wird zunachst auf die Besonderheiten in der CLSM-
Bildgebung bei Basalzellkarzinomen, bei melanozytaren Lasionen sowie bei
Praparaten der Allgemeindermatologie eingegangen. Am Ende des Kapitels
wird eine Ubersicht Uber die Darstellung dermatologischer Strukturen im CLSM-

Scan gegeben.

3.1.1 CLSM von Basalzellkarzinomen

Typisch bei der Darstellung von Basalzellkarzinomen ist die Palisadenstellung
der Zellen am Rand des Tumors sowie die Spaltbildung zwischen Tumorzellen
und dem Tumorstroma. Basalzellkarzinome wachsen haufig in Tumorstrangen
oder Tumorinseln (vergleiche Abbildung 8). Die Darstellung von
Basalzellkarzinomen im CLSM-Scan ist der Erscheinung im H&E-gefarbten
Praparat sehr dhnlich. Die Zellkerne farben sich im H&E-gefarbten Schnitt
durch die Anfarbung mit Hdmatoxylin blau (siehe Abbildung 9), die digitale
Farbung des CLSM-Scans fuhrt ebenfalls zur Blaufarbung der Zellkerne (siehe
Abbildung 10). Aufgrund der geringeren Auflésung im CLSM-Scan kann die
Morphologie der Zellkerne mithilfe der ex vivo CLSM nicht ausreichend beurteilt
werden. Im H&E-Schnitt kdnnen sich die Zellkerne der Tumorzellen eines

Basalzellkazinoms langlich und vergrof3ert zeigen.
Lot S TR

- Abbildung 8: CLSM-Detailscan eines fibrosierenden,
infiltrativ wachsenden Basalzellkarzinoms. Die
& Palisadenstellung der peripheren Tumorzellen ist im
+ 4| CLSM-Scan gut zu erkennen (schwarze Pfeile). Auch die
v Spaltbildung rund um das Tumorgewebe ist sichtbar
; L (gelber Pfeil).

-



Abbildung 9: H&E-Schnitt eines fibrosierenden Basalzellkarzinoms, 40-fache
Vergré3erung. Gut sichtbar sind die Tumorstrdnge, welche das Bindegewebe
durchziehen (blaue Pfeile). Am Unterrand der Epidermis ist, etwas dunkler angeférbt,
die Basalzellschicht zu erkennen (gelber Pfeil).

Abbildung 10: UbersichtsvergréBerung des CLSM-Scans aus Abbildung 9. Auch im
CLSM-Scan sind schon bei niedriger Vergréf3erung die Tumorstrédnge des
Basalzellkarzinoms sichtbar (blaue Pfeile). Rechts oben aulen wurde zu wenig Druck
auf das Préparat aufgebracht, wodurch das Gewebe nicht vom Laser erfasst werden
konnte (schwarzer Stern). Gut zu erkennen ist die Basalzellschicht der Epidermis,
welche ebenfalls durch die groBen, runden Zellkerne dunkel angeférbt ist (gelber Pfeil).
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3.1.2 CLSM von melanozytaren Lasionen

Wahrend es bei der Darstellung von Basalzellkarzinomen wenig Abweichungen
zwischen H&E-Farbung und CLSM-Scan gibt, ist die Erscheinung
melanozytarer Lasionen im CLSM-Scan abweichend.

Das Melanin der Melanozyten erscheint im H&E-gefarbten Praparat braun
(vergleiche Abbildung 12) und hebt sich dadurch vom restlichen, pink-blau
gefarbten Gewebe ab. Im CLSM-Scan wird Melanin als Chromophor im
Reflexionsmodus jedoch intensiv pink dargestellt (vergleiche Abbildung 11
sowie Abbildung 13) und ist dadurch nicht so schnell und einfach vom restlichen
rosa Gewebe (u.a. Kollagen, Keratin) abzugrenzen. Dies kann die

Diagnosestellung bei melanozytaren Lasionen erschweren.

~ Abbildung 11: CLSM-Scan eines Melanoma in situ, SSM-Typ.
" Die Melanozyten erscheinen im CLSM-Scan grellpink
. (schwarzer Pfeil). Teilweise sind Melanozytennester zu
- erkennen (roter Pfeil). Die Zellform der Melanozyten l&sst
< sich im CLSM-Scan aufgrund der fehlenden Auflésung nur
- schwer ausmachen.
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Abbildung 12: H&E-geférbtes Préparat eines Compoundnaevus, 100-fache VergréRerung.

Junktional zeigen sich lberwiegend einzelstehende, kleine Melanozyten. Diese zeigen auf Grund der
fehlenden Zytokeratine im Zytoplasma ein Halo-artiges Retraktionsartefakt zum Zellkern (rote Pfeile).
Dermal sind Melanozytennester zu sehen, apikal sind diese stark pigmentiert (schwarze Pfeile), zur

Tiefe hin verliert sich die Pigmentierung (gelbe Pfeile) In der mittleren Dermis sind Kollagenfibrillen zu
erkennen (lila Pfeil).

.
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Abbildung 13: CLSM-Scan des Compoundnaevus aus Abbildung 12.

Im CLSM-Scan stellen sich die apikalen, stark pigmentierten Melanozytennester
(schwarzer Pfeil) im Gegensatz zur H&E-Férbung intensiv pink geféarbt dar, tiefer
dermal gelegen zeigen sich die nicht-pigmentierten Melanozytennester (gelber Pfeil).
Das Stratum corneum der Epidermis ist schrdg angeschnitten (griiner Pfeil). Die
Kollagenfibrillen férben sich im CLSM-Scan deutlich stérker an als im H&E-Schnitt
(siehe lila Pfeil, vergleiche oberes Bild). Au3erhalb des gescannten Gewebes wurde
der Objekttrager sowie Reste der Farbelésung mitgescannt, welche ebenfalls stark
pink erscheinen, jedoch nicht zum Prédparat an sich gehéren (schwarzer Stern).
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3.1.3 CLSM von Praparaten der allgemeinen Dermatologie

Die Praparate der allgemeinen Dermatologie umfassen eine Vielzahl an
Diagnosen (vergleiche auch Tabelle 9).

Die Darstellung von Fett (z.B. in einem Lipom) unterscheidet sich im CLSM-
Scan von der H&E-Farbung. Die Zellkerne werden starker angefarbt und die
Zellgrenzen sind deutlicher zu erkennen (vergleiche Abbildung 14 und
Abbildung 15). Weitere Praparate der allgemeinen Dermatologie weisen eine
hohe Ubereinstimmung im CLSM-Scan mit dem H&E-gefarbten Praparat auf.
Seborrhoische Keratosen (Vv. seborrhoicae) sind durch eine Hyperkeratose
sowie Hyperpigmentierung gekennzeichnet. Gelegentlich sind auch Hornperlen
sichtbar. Die Hyperkeratose ist im CLSM-Scan wie auch im H&E-gefarbten
Praparat deutlich sichtbar, pigmentierte Melanozyten sind jedoch, wie bereits
erwahnt, im CLSM-Scan durch die Darstellung in pink schwerer zu erkennen
(vergleiche Abbildung 16 und Abbildung 17).

Die Plattenepithelkarzinome zeigten im CLSM-Scan genauso wie im H&E-
gefarbten Schnitt eine deutliche Akanthose und teilweise Hornperlen
(vergleiche Abbildung 18 und Abbildung 19). Die zwiebelschalenartige
Schichtung der Hornperlen ist in der H&E-Farbung besser zu erkennen als im
CLSM-Scan.

Entzindliche Infiltrate, also die Ansammlung von Lymphozyten, Histiozyten und
Granulozyten im Gewebe, zeigen sich sowohl in der H&E-Farbung als auch in
der CLSM blau gefarbt. Eine Differenzierung der Entzindungszellen gelingt auf
Grund der geringeren Auflosung in der CLSM nur schwer (Abbildung 20 und
Abbildung 21).
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Abbildung 14: H&E-geférbtes Préparat eines Lipoms, 40-fache Vergré8erung.
Zwischen den Adipozyten ist Bindegewebe zu erkennen (lila Pfeil). Die Zellkerne der
Adipozyten sind flach und am Rand lokalisiert (roter Pfeil). Die Zellgrenzen sind in der
H&E-Farbung spérlich angefarbt nur schwach zu erkennen.
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Abbildung 15: CLSM-Scan des Lipoms aus Abbildung 14. Auch hier ist Bindegewebe
zwischen den Adipozyten zu erkennen, welches sich im Vergleich zum H&E-gefédrbten
Schnitt deutlich stérker anférbt (lila Pfeil). Die exzentrisch gelegenen Zellkerne sind
intensiver angeférbt (roter Pfeil). Die Zellgrenzen zwischen den Adipozyten sind im
Vergleich zum H&E-gefarbten Schnitt aus Abbildung 14 deutlicher zu erkennen.
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Abbildung 16: H&E-geférbtes Préparat einer V. seborrhoica, 100-fache Vergré3erung.
Zu sehen ist die Akanthose (geschwungene Klammer) sowie das braun erscheinende
Melanin der pigmentierten Keratinozyten (schwarze Pfeile). Der weil3e Pfeil zeigt auf
ein Gefadl3, apikal ist das Stratum corneum zu sehen (griiner Pfeil).
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Abbildung 17: CLSM-Scan der V. seborrhoica aus

Abbildung 16. Auch hier zeigt sich eine ausgeprégte Akanthose (geschwungene
Klammer). Auch im CLSM-Scan sind Blutgefél3e zu erkennen (weiller Pfeil). Unten
rechts ist ein Haarfollikel zu sehen (orangener Pfeil).
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Abbildung 18: H&E-geférbtes Préparat eines hochdifferenzierten PEKs, 20-fache
VergréBerung.
Es finden sich infiltrativ wachsende Nester atypischer Keratinozyten (blauer Pfeil).
Diese zeigen zentral zahlreiche Hornperlen (gelber Pfeil). Begleitend findet sich ein
lymphozytéres Infiltrat (roter Pfeil).
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Abbildung 19: CLSM-Scan des hochdifferenzierten PEKs aus Abbildung 18. Auch im
CLSM-Scan zeigen sich infiltrative Nester atypischer Keratinozyten mit zahlreichen
Hornperlen (gelber Pfeil) sowie lymphozytéres Infiltrat (roter Pfeil).
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Abbildung 20: H&E-geférbtes Préparat eines Abszesses (halbierte Stanze), 20-fache
VergréBerung. Tief dermal gelegen findet sich eine neutrophilenreiche
Entziindungsreaktion, begleitend auch lymphozytdre und histiozyétre Infiltrate (roter
Pfeil), ganz unten ist univakuoldres Fettgewebe zu sehen. Aufgrund des Einbettens in
Paraffin ist es zu Artefakten (Uberlagerungen und Rissbildung) im Préparat gekommen
(schwarze Sterne).

Abbildung 21: CLSM-Scan des Abszesses aus Abbildung 20. In der tiefen Dermis
finden sich entziindliche Infiltrate (rote Pfeile), ganz unten ist univakuoléres
Fettgewebe zu sehen. Auch ein GefédlBbaum ist zu erkennen (weil3er Pfeil).
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3.1.4 Darstellung weiterer Hautstrukturen im CLSM-Scan
Im Folgenden wird ein Uberblick iber die Darstellung allgemeiner Strukturen
der gesunden Haut im CLSM-Scan gegeben.

3.1.4.1 GefaRe

Gefale sind im CLSM-Scan gut zu erkennen. Die Zellkerne der Endothelzellen
sind dunkelblau gefarbt, die Gefale sind haufig von kollagenen Fasern
umgeben (vergleiche Abbildung 22 und Abbildung 23). Je nach Schnittfiihrung
kann eine Aufsicht auf die Zellen des Endothels moglich sein oder das Lumen

eroffnet sein (im Quer- oder Langsschnitt).

S
Abbildung 22: Darstellung eines Gefdl3baums in einem CLSM-Scan. Das Epithel des Gefél3es ist
angeschnitten, das Lumen jedoch nicht eréffnet. Die Zellkerne sind dunkel angeférbt. Das Gefal3
ist von kollagenen Fasern (blauer Pfeil) sowie teilweise auch Fettgewebe (gelber Pfeil)

umgeben. Parallel zum Gefal3 verlduft ein Nerv (griiner Pfeil, vergleiche auch

Abbildung 24)
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Abbildung 23: Darstellung von Gefél3en in einem CLSM-Scan. Das Lumen ist eréffnet, die flachen,
dunkel angeférbten Zellkerne des Endothels sind randsténdig zu erkennen (schwarze Pfeile).
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3.1.4.2 Nerven
Auch periphere Nerven sind im CLSM-Scan sichtbar. In der Haut folgen die

Nerven haufig dem Verlauf der Gefalie (vergleiche

Abbildung 24, sogenannter ,Gefa-Nerven-Strang®“). Der Nerv ist von mehreren
Lamellen flacher Zellen umgeben, deren langliche Kerne sich im CLSM-Scan
dunkelblau farben. Die Lamellen sind teilweise im CLSM-Scan als langliche
Streifung zu erkennen. Das Zytoplasma erscheint hell-pink, der Nerv ist in das

Bindegewebe der Haut eingebettet.

Abbildung 24: Ausschnitt eines CLSM-Scans. Ein Nerv (griiner Pfeil) verlduft parallel
zu einem Geféal3 (schwarzer Pfeil). Der Nerv ist von mehreren Lamellen flacher Zellen
umgeben, welche einen langlichen Zellkern aufweisen (gelber Pfeil), welcher dunkel
gefarbt ist. Um den Nerv findet sich Bindegewebe (blauer Pfeil), welches den Nerv
schiitzt.
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3.1.4.3 Muskelgewebe

Im Gegensatz zu Nerven und Gefal3en entspricht die Anfarbung von
Muskelgewebe im CLSM-Scan nicht dem H&E-Schnitt (vergleiche Abbildung 25
und Abbildung 26). Wahrend sich im H&E-Schnitt Muskelgewebe rot farbt,
erscheint es in der CLSM blau. Die randstandigen Zellkerne sind sowohl in der

H&E-Farbung als auch im CLSM-Scan gut zu erkennen und blau angefarbt.

Abbildung 25: Ausschnitt eines H&E-geférbter Schnitts, 40-fache Vergrél3erung. Die
einzelnen Muskelfasern férben sich rot an. Randsténdig sind in blau die Kerne zu
erkennen (schwarzer Pfeil).

Abbildung 26: Ausschnitt eines CLSM-Scans. Darstellung von Muskelfasern in hellblau.

Die Zellkerne sind dunkelblau geférbt (schwarzer Pfeil). Links ist Fettgewebe zu
erkennen (gelber Pfeil).
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3.1.4.4 Elastischer Knorpel

Im Rahmen der Studie wurde ein Teil des elastischen Knorpels der Ohrmuschel
bei einem Patienten entnommen. In diesem sind sowohl die Chondrozyten als
auch die elastischen Fasern gut zu sehen (vergleiche Abbildung 27). Die
Zellkerne der Chondrozyten sind blau gefarbt, wahrend das Zytoplasma hell

gefarbt ist.

" ( '.;— i e E ean” ¥ ' K ok
Abbildung 27: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung von elastischem Knorpel. Zu
sehen sind die Chondrozyten (schwarzer Pfeil) sowie die dunkel angeférbten elastischen
Fasern (gelber Pfeil).
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3.1.4.5 Ekkrine Schweidrisen

Sowohl die ekkrinen Schweifdrisenendstiicke als auch die Ausfihrungsgange
sind im CLSM-Scan deutlich zu erkennen. Die Schwei3drisenendstiicke sind
wie in der HE-Farbung sind stark aufgeknault (vergleiche Abbildung 28). Daher
erkennt man im CLSM-Scan, bedingt durch die Schnittfihrung, haufig viele
Anschnitte des Ganges dicht nebeneinander. Meist sind die
Schweildriisenendstlicke von Fettgewebe umgeben. Neben myoepithelialen
Zellen gibt es zwei verschiedene sekretorische Zellarten innerhalb der ekkrinen
Schweilldrisen, serdse und mukdse Zellen. Die serdsen Zellen zeigen sich im
CLSM-Scan wie auch im H&E-gefarbten Schnitt hellgefarbt, wohingegen die

mukodsen Zellen jeweils dunkler gefarbt sind.

Abbildung 28: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung eines ekkrinen
Schweil3driisenendstiicks. Der Gang ist mehrfach angeschnitten. Zu sehen sind
sowohl helle, serése Zellen (weilBer Pfeil) als auch dunkle, mukédse Zellen
(schwarzer Pfeil). Die Driise ist von Fettgewebe umgeben (gelber Pfeil).
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Die Endstlcke ekkriner Schweildriisen verlaufen gerade und nicht mehr
geknault. Sie durchziehen Dermis sowie Epidermis und enden auf der Haut.
Das Epithel ist kubisch und zweireihig (vergleiche Abbildung 29).

Abbildung 29: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung eines Ausfiihrungsganges
einer ekkrinen Schweil3driise. Der Gang verléauft nicht mehr geknéult, sondern gerade
durch Dermis und Epidermis. Das Epithel ist kubisch, die Zellen sind im CLSM-Scan
stark dunkel angeférbt (schwarzer Pfeil).
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3.1.4.6 Haarfollikel

Haare und Haarfollikel sind im CLSM-Scan gut zu erkennen. Das Melanin farbt
sich im CLSM-Scan pink und nicht, wie in der H&E-Farbung, braun (siehe
Abbildung 30).

Im Haarbulbus sind die verschiedenen Schichtungen zu erkennen. Zentral
befindet sich das Haar, welches intensiv pink gefarbt ist. Teilweise sind noch
einzelne Zellkerne von Zellen zu erkennen, welche noch nicht verhornt sind.
Um das Haar ist die Wurzelscheide mit verschiedenen Schichtungen zu
erkennen.

Umhdllt wird das Haar von einer bindegewebigen Schicht. Ebenfalls haufig
neben einem Haarfollikel zu finden sind Talgdrisen sowie der M. arector pili.

Abbildung 30: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Haarfollikel, Talgdriise und
ekkriner Schweilldriise. Der Haarfollikel zeigt den Haarschaft (roter Pfeil), die
epitheliale Wurzelscheide sowie das umgebende Bindegewebe (blauer Pfeil).
Rechts neben dem Haarfollikel ist eine Talgdriise (grtiner Pfeil), unterhalb des
Haarfollikels eine Schweil3driise (orangener Pfeil) zu sehen. Der M. arector pili

ist auf diesem Scan nicht dargestellt. 49



3.1.4.7 Talgdriisen

Talgdrisen sind in Lappchen gegliedert und meist assoziiert an Haarfollikeln zu

finden (vergleiche Abbildung 31). Peripher sind die Zellen noch klein und haben

einen, im Verhaltnis zum Zytoplasma, grof3en Zellkern. Diese peripheren Zellen

erscheinen dunkelblau. Nach zentral nimmt die GroRe des Zellkerns relativ zum

Zytoplasma ab. Die zentralen Zellen erscheinen daher heller und haben nur

noch einen kleinen Zellkern.
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Abbildung 31: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung
einer Talgdriise. Die Talgdrtise ist in L&ppchen gegliedert.
Die peripheren Zellen erscheinen dunkelblau (blauer Pfeil),
die zentralen Zellen erscheinen durch die Lipidvakuolen
heller und haben mittig den Zellkern (schwarzer Pfeil).
Unterhalb der Epidermis zeigt sich aufgrund des
Lichtschadens eine ausgeprégte solare Elastose (roter
Pfeil), die Talgdrtise ist von Fettgewebe (gelber Pfeil)
umgeben.
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3.2 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte aufgeteilt in die drei Fragestellungen.

3.2.1 Basalzellkarzinome

Insgesamt wurden 335 Praparate der Fragestellung 1 (Basalzellkarzinome)
zugeordnet. Das Praparat eines Probanden konnte aufgrund von technischen
Problemen nicht in die Auswertung aufgenommen werden. Somit wurden 334

Praparate in die Auswertung eingeschlossen.

176 Praparate stammten von mannlichen Probanden, 158 Praparate von
weiblichen Probandinnen. Die Probandinnen und Probanden waren im Mittel
67,57 Jahre alt bei einem Minimum von 37 Jahren und einem Maximum von 89

Jahren.

Die haufigste Lokalisation der Lasionen war mit 26,3 % die Nase, gefolgt von
Stirn/Schlafe mit 22,94%.

181 Praparate dienten der Randkontrolle (Quadranten oder Randschnitte). In
der uberwiegenden Zahl der Falle handelte es sich bei den Randschnitten um
gezielte Nachexzisionen nach vorausgegangenen Biopsien oder Exzisionen.

153 Praparate waren Tumormitten, halbierte Stanzen oder Basen.

204 der 334 Praparate waren tumorfrei. Die gesicherten BZK-Diagnosen
wurden weiter unterteilt in Basalzellkarzinom-Subtypen (vergleiche auch
Tabelle 2). Es fanden sich folgende Subtypen: 3 pigmentierte, adenoide oder
keratotische BZKs, 67 BZKs konnten dem soliden oder superfiziell-soliden Typ
zugeordnet werden, 28 mal wurde ein superfizielles BZK gefunden, 13 BZKs
waren fibrosierend und 17 BZKs waren schmalstrangig/infiltrativ
beziehungsweise kleinknospig. Des Weiteren wurden zwei Praparate eines
Angiofibroms in die erste Fragestellung eingeschlossen, da dieses nach den
klinischen Angaben verdachtig war auf ein BZK.

Bei der Auswertung galt ein Praparat immer dann als richtig positiv befundet,
wenn ein in der H&E-Histologie vorliegendes BZK auch im Scan als BZK
erkannt wurde. Die Bewertung als richtig positiv erfolgte unabhangig von der
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Klassifizierung des Subtyps. Wurde eine andere Lasion erkannt, beispielsweise
ein PEK oder eine melanozytare Lasion, so wurde der Befund als falsch positiv
gewertet.

Als richtig negativ wurde jedes Praparat gewertet, welches in der H&E-
Histologie tumorfrei war und in der CLSM ebenfalls als tumorfrei bewertet
wurde.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die Diagnosen und Subtypen der Fragestellung 1:
Basalzellkarzinome

Diagnose / Subtyp Haufigkeit
Tumorfrei / “normale” Haut 204
Pigmentiertes, adenoides oder 3

keratotisches BZK
Superfiziell-solides oder solides BZK | 67

Superfizielles BZK 28
Fibrosierendes BZK 13
Schmalstrangig / infiltratives bzw. 17

Kleinknospiges BZK

Angiofibrom 2
Gesamt 334

Die Dermatopathologin A gab in 72,8% der Falle eine hohe Sicherheit bei der
Befundung an, in 27,2% war sie sich unsicher. Der Dermatopathologe B gab bei
der Befundung in 79,9% der Falle an, sich bei der Befundung sicher zu sein, in

20,1% war er sich unsicher.

A benotete die Qualitat der Bilder im Schnitt mit einer Schulnote von 2,31
(Minimum: 1, Maximum: 6), B mit einer Schulnote von 2,46 (Minimum: 1,

Maximum:5)

A gab im Mittel an, dass 75,91% der Epidermis auf den Scans abgebildet ware
(Median: 90%). B gab im Mittel an, dass 73,96% der Epidermis abgebildet ware
(Median: 80%).
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Die Praparate waren im Schnitt 13,5mm lang und 7,3mm breit. Im Durchschnitt

betrug die GroRe der gescannten Praparate 79,85mm 2 (Median: 60,3 mm?).

Die Zeit zur Erstellung der Scans betrug im Mittel 7,97 Minuten (Median = 6
Minuten). Das Minimum lag bei einer Minute, fur die langste Erstellung eines
Scans wurden 35 Minuten benétigt. Es traten bei 12,62% der Praparate
technische Probleme bei der Erstellung der Scans auf.

Fir die Befundung bendtigte A im Schnitt 26,56 Sekunden (Minimum 5
Sekunden, Maximum 200 Sekunden; Median 20 Sekunden), B bendtigte im
Mittel 45,96 Sekunden (Minimum 15 Sekunden, Maximum 210 Sekunden;
Median 42,5 Sekunden), siehe auch Tabelle 3.

Tabelle 3: benétigte Zeit fiir die Befundung der Scans der Fragestellung 1 (BZK) durch
Dermatopathologin A und Dermatopathologe B

Zeit A ZeitB
N Giiltig 334 334
Fehlend 0 0
Mittelwert 26,56 45,96
Standardfehler des Mittelwerts 1,140 1,108
Median 20,00 42,50
Std.-Abweichung 20,827 20,242
Varianz 433,755 409,740
Minimum 5 15
Maximum 200 210
Perzentile 25 10,00 30,00
50 20,00 42,50
75 30,00 60,00

A erreichte eine Sensitivitat von 59,5% (95%KI= [50,20; 68,33%]) und eine
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Spezifitat von 94,79% (95%KI= [90,86%; 97,37%]) (siehe Tabelle 4). B
erreichte eine Sensitivitat von 71,09% (95% Konfidenzintervall Ki=
[62,42%;78,76%]) und eine Spezifitdt von 89,81% (95%KI= [84,84%; 93,58%]),
vergleiche Tabelle 5.

Die Interrater-Reliabilitat der H&E-Histologie Diagnosen von A und B war bei
kappa= 0,891. Dies entspricht einer beinahe perfekten Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von A mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,440. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer

moderaten Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von B mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,558. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer

moderaten Ubereinstimmung.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die diagnostische Genauigkeit von Dermatopathologin A fiir
die Fragestellung 1: Basalzellkarzinome

Dermato- Wert 95%
pathologin A Konfidenzinter-
vall

Untere Grenze Obere Grenze

Sensitivitat 59.50% 50.20% @ 68.33% @
Spezifitat 94.79% 90.86% @ 97.37% @
Accuracy 81.93% 77.36% @ 85.92% @

Positive 11.41 6.30 ° 20.67 "

Likelihood Ratio

Negative 0.43 0.34° 0.53°
Likelihood Ratio

Pravalenz 36.45% 31.39% ° 41.71% ©

Positive 86.75% 78.38% ° 92.89% °
Predictive Value

Negative 80.32% 75.10% °© 84.93% °
Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die diagnostische Genauigkeit von Dermatopathologe B fiir
die Fragestellung 1: Basalzellkarzinome

Dermato- Wert 95%

pathologe B Konfidenzintervall

Untere Grenze Obere Grenze

Sensitivitat 71.09% 62.42% *® 78.76% 2
Spezifitat 89.81% 84.84% @ 93.58% *?
Accuracy 82.63% 78.14% 2 86.54% @

Positive 6.97 4.58° 10.62 °

Likelihood Ratio

Negative 0.32 0.24° 0.42°
Likelihood Ratio

Pravalenz 38.32% 33.21%°¢ 43.61% °

Positive 81.25% 73.36% ° 87.73% ¢
Predictive Value

Negative 83.33% 78.06% ° 87.83% ¢
Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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In einem weiteren Schritt wurde fur die erste Fragestellung ausgewertet,
inwieweit es mithilfe der CLSM moglich ist, auch den Subtyp eines BZKs richtig
zu bestimmen. HierfUr dokumentierten sowohl A als auch B zusatzlich zu der
Diagnose (tumorfrei vs. BZK) auch den Subtyp, welchem sie das BZK zuordnen

wiuirden.

B diagnostizierte in 76,6% den BZK-Subtyp richtig; A in 74,5%. A hatte in 67%
der Falle den Subtyp des fibrosierenden BZKs im CLSM-Scan richtig erkannt, B
in 73% der Falle. B dokumentierte den Subtyp bei 90 der 128 Praparate mit
einem BZK, A bei 51 der 128 Praparate. Die Bestimmung des Subtyps wurde
bei schlecht auswertbaren Scans nicht vorgenommen.
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3.2.2 Melanozytare Lasionen
Es wurden 86 Praparate in die Fragestellung 2 (Melanozytare Lasionen)

eingeschlossen.

60 Praparate stammten von weiblichen Probandinnen, 26 von mannlichen
Probanden.

Die Probandinnen und Probanden waren im Schnitt 61,17 Jahre alt (Minimum
21 Jahre, Maximum 91 Jahre).

18,6% der Praparate waren an der Wange lokalisiert, 11,63% an den Augen /
den Augenlidern. An Ohr, Wirbelsaule / Flanke und Gesal} / Genitalbereich

waren jeweils weitere 10% der Praparate lokalisiert.

28 der 86 Praparate waren tumorfrei. Bei 22 Praparaten konnte in der H&E-
Histologie eine Lentigo maligna / ein Melanoma in situ gesichert werden. Bei 10
Praparaten wurde ein dysplastischer Naevus diagnostiziert, bei 26 ein

melanozytarer Naevus / eine naevoide Lentigo.

Ein Praparat wurde dann als richtig positiv in der CLSM-Befundung gewertet,
wenn die Diagnose der H&E-Diagnose entsprach. Es wurde keine Unterteilung
in Subtypen o.A. durchgefiihrt. Ein CLSM-Befund war dann richtig negativ,
wenn auch in der H&E-Histologie kein Tumorgewebe und keine melanozytare

Lasion diagnostiziert wurde.

Die Dermatopathologin A war sich in 37% der Falle bei der Befundung sicher,
Dermatopathologe B war sich bei 18,6% aller Praparate sicher. B hatte alle
Praparate (n=86) befundet, A hatte 13 der 86 Praparate als “nicht auswertbar”
eingestuft und keine Befundung durchgefuhrt.

A bendtigte durchschnittlich pro Scan 27,81 Sekunden fur die Befundung
(Minimum: 10 Sekunden, Maximum: 120 Sekunden; Median: 20 Sekunden). B
bendtigte fur die Befundung im Durchschnitt 70,29 Sekunden (Minimum: 30,
Maximum 160 Sekunden; Median 60 Sekunden).
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A benotete die Scans im Durchschnitt mit einer 2,14 (Minimum: 1, Maximum: 4,
Median: 2). B bewertete die Scans der melanozytaren Lasionen im Durchschnitt
mit einer Schulnote von 2,73 (Minimum: 1, Maximum: 5, Median: 2).

A bewertete, dass im Mittel 84,25% der Epidermis bei den Scans zu sehen war;
B schatzte, dass 75,29% der Epidermis auf den Scans abgebildet waren.

Die Praparate waren im Schnitt 14,4mm lang und 11,39mm breit. Die Grol3e der
Praparate betrug im Durchschnitt 136,96mm? (Median 75,5mm?).

Die Erstellung der Scans dauerte im Schnitt 8,22 Minuten (Minimum: 2 Minuten,
Maximum 31 Minuten, Median: 5,75 Minuten). Die Befundung bendtigte bei A
im Durchschnitt 27,81 Sekunden, bei B 70,29 Sekunden (siehe Tabelle 6). Es
traten bei 4,8% der Scans technische Probleme auf.

Tabelle 6: Ubersicht (iber die benétigen Zeiten fiir die Befundung der melanozytéren
L&sionen durch Dermatopathologin A und Dermatopathologe B.

Zeit A Zeit B
N Giltig 73 86
Fehlend 13 0
Mittelwert 27,81 70,29
Standardfehler des Mittelwerts 2,717 3,322
Median 20,00 60,00
Std.-Abweichung 23,214 30,806
Varianz 538,879 949,032
Minimum 10 30
Maximum 120 160
Perzentile 25 10,00 50,00
50 20,00 60,00
75 30,00 80,00

A erreichte eine Sensitivitat von 19,05% (95%KI= [8,60; 34,12%]) und eine
Spezifitat von 96,3% (95%KI= [81,03%; 99,91%]), B erreichte eine Sensitivitat
von 85,11% (95% Konfidenzintervall Ki= [71.69%;93,80%]) und eine Spezifitat
von 66,67% (95%KI=[49,78%; 80,91%]); siehe Tabelle 7 und Tabelle 8.
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Die Interrater-Reliabilitat der H&E-Histologie Diagnosen von A und B war bei

kappa= 0,905. Dies entspricht einer beinahe perfekten Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von A mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,187. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer geringen

Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von B mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,672. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer

substanziellen Ubereinstimmung.
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Tabelle 7: Ubersicht (iber die Genauigkeit der Diagnosen durch Dermatopathologin A
fir die Fragestellung 2: Melanozytére L&sionen

Dermato- Wert 95%
pathologin A Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze
Sensitivitat 19.05% 8.60% @ 34.12%2
Spezifitat 96.30% 81.03%2 99.91%°2
Accuracy 50.72% 38.41%?2 62.98% °
Positive 5.14 0.68° 38.84°

Likelihood Ratio

Negative 0.84 0.71° 0.99°
Likelihood Ratio

Pravalenz 60.87% 49.11%°¢° 71.83%°¢

Positive 88.89% 59.47%° 99.33%°
Predictive Value

Negative 43.33% 31.27%° 55.95%°

Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die Genauigkeit der Diagnosen durch Dermatopathologe B
fir die Fragestellung 2: Melanozytére L&sionen

Dermato- Wert 95%
pathologe B Konfidenzinter-
vall

Untere Grenze Obere Grenze

Sensitivitat 85.11% 71.69% @ 93.80% @
Spezifitat 66.67% 49.78%?2 80.91%?2
Accuracy 76.74% 66.39% ® 85.18%?*

Positive 2.55 1.61° 4.04°

Likelihood Ratio

Negative 0.22 0.11° 0.46°
Likelihood Ratio

Pravalenz 54.65% 44 11%° 64.92% °

Positive 75.47% 62.86% ° 85.68% ¢
Predictive Value

Negative 78.79% 63.00% ° 90.28%°¢
Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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3.2.3 Allgemeine Dermatologie
174 der insgesamt 594 Praparate wurden in den dritten Teil der Studie

(Allgemeine Dermatologie) eingeschlossen.

80 Praparate stammten von mannlichen Probanden, 94 von weiblichen
Probandinnen. Die Probandinnen und Probanden waren zwischen 25 und 95
Jahren alt (Mittelwert: 69,3103 Jahre, Median: 73 Jahre).

21,82% der Proben wurden an der Stirn oder Schlafe entnommen. 18,79% der
Praparate waren an Unterschenkel bzw. Fuld lokalisiert, 13,33% am Arm.

35,1% der Praparate waren tumorfrei bzw. zeigten in der H&E-Histologie
“normale” Haut (z.B. bei Nachexzisionen oder Randkontrollen in sano). Ein PEK
konnte in 16% aller Praparate gesichert werden, eine V. seborrhoica in 12,07%
der Falle (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Ubersicht (iber die Diagnosen Allgemeine Dermatologie (Fragestellung 3) mit Haufigkeit und

Anzahl der Préparate. Zur besseren Auswertbarkeit der Daten wurden teilweise unterschiedliche, aber

dhnliche Diagnosen in Gruppen zusammengefasst.

Diagnoseiibersicht Allgemeine Dermatologie

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente Kumulierte Prozente

Gultig Tumorfrei/normale Haut 61 35,1 35,1 35,1

Trichoepitheliom 2 1,1 1,1 36,2

Hypertrophe solare 3 1.7 1,7 37,9

Keratose

M. Bowen/ Bowenoide 14 8,0 8,0 46,0

solare Keratose

PEK G1 & 18 10,3 10,3 56,3

Keratoakanthom

Desmoplastisches PEK 10 57 5,7 62,1

V. seborrhoica 21 12,1 12,1 74,1

Lichen ruber 11 6,3 6,3 80,5

Prurigolasion/Chron. 4 2,3 2,3 82,8

Ekzem

Abszess/Epidermalzyste/L 14 8,0 8,0 90,8

ipom

Dermatofibrom/M. 9 5.2 5.2 96,0

Ledderhose

Fehlverhornung/lymphozy 7 4,0 4,0 100,0

tares Infiltrat (unspez.

Veranderungen)

Gesamt 174 100,0 100,0
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A war sich bei 60,9% der befundeten CLSM-Scans sicher bei der Diagnose; B
war sich in 66,1% der Falle sicher. Keines der Praparate wurde als “nicht
auswertbar” gewertet.

A bewertete die Scans im Durchschnitt mit einer 2,26 (Minimum: 1, Maximum:
5, Median: 2), B gab fur die Scans der Praparate im Durchschnitt eine
Bewertung mit der Schulnote 2,34 (Minimum: 1, Maximum: 5, Median: 2).

82,80% der Epidermis waren laut A auf den Scans abgebildet, 73,57% laut B.

Die Praparate der Gruppe “Allgemeine Dermatologie” waren im Durchschnitt
12,3mm lang, 8,2mm breit und hatten eine Flache von 99,02mm? (Median:
68,5mm?).

A bendtigte durchschnittlich 28,71 Sekunden pro Praparat fur die Befundung
(Minimum: 10 Sekunden, Maximum 150 Sekunden, Median: 20 Sekunden), B
bendtigte im Durchschnitt 46,93 Sekunden (Minimum: 10 Sekunden, Maximum:
200 Sekunden, Median: 45 Sekunden), siehe Tabelle 10. Die Erstellung der
Scans bendtigte im Durchschnitt 7,07 Minuten (Minimum: 2,5 Minuten,
Maximum: 33 Minuten, Median: 5,75 Minuten). Es gab bei 11,2% der Praparate
technische Probleme bei der Erstellung des Scans.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die benétigten Zeiten fiir die Befundung der Préparate der
allgemeinen Dermatologie durch Dermatopathologin A und Dermatopathologe B

Zeit A Zeit B
N Gultig 174 174
Fehlend 0 0
Mittelwert 28,71 46,93
Standardfehler des Mittelwerts 1,688 2,022
Median 45,00 20,00
Std.-Abweichung 26,673 22,268
Varianz 495,862 711,445
Minimum 10 10
Maximum 150 200
Perzentile 25 10,00 30,00
50 20,00 45,00
75 40,00 60,00

A erreichte eine Sensitivitat von 75,00% (95%KI= [64,36; 83,81%]) und eine
Spezifitat von 80,00% (95%KI= [70,25%; 87,69%]). Die Sensitivitat von B
betrug 91,01% (95% Konfidenzintervall Ki= [83,05%;96,04%]), die Spezifitat
betrug 71,76% (95%KI= [60,69%%; 81,00%]); siehe Tabelle 11 und Tabelle 12.

Die Interrater-Reliabilitat der H&E-Histologie Diagnosen war bei kappa= 0,902.
Dies entspricht einer beinahe perfekten Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von A mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,614. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer

substanziellen Ubereinstimmung.

Die Interrater-Reliabilitat der CLSM-Diagnosen von B mit der H&E-Diagnose lag
bei kappa = 0,740. Nach Landis und Koch (1977) entspricht dies einer

substanziellen Ubereinstimmung.
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Tabelle 11: Ubersicht tiber die diagnostische Genauigkeit bei der Auswertung der
CLSLM-Befundung durch Dermatopathologin A fiir die Fragestellung 3: allgemeine
Dermatologie

Dermato- Wert 95%
pathologin A Konfidenzinter-
vall

Untere Grenze Obere Grenze

Sensitivitat 75.00% 64.36% 2 83.81% @
Spezifitat 80.00% 70.25% @ 87.69% 2
Accuracy 77.59% 70.66% @ 83.55% @

Positive 3.75 2.44° 5.77°

Likelihood Ratio

Negative 0.31 0.21° 0.46°
Likelihood Ratio

Pravalenz 48.28% 40.92% °© 55.68% °

Positive 77.78% 67.94% ° 85.88% ¢
Predictive Value

Negative 77.42% 68.25% ° 85.10% °
Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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Tabelle 12: Ubersicht tiber die diagnostische Genauigkeit bei der Auswertung der
CLSLM-Befundung durch Dermatopathologe B fiir die Fragestellung 3: allgemeine
Dermatologie

Dermato- Wert 95%
pathologe B Konfidenzinter-
vall

Untere Grenze Obere Grenze

Sensitivitat 91.01% 83.05% 2 96.04% @
Spezifitat 71.76% 60.96% 2 81.00% @
Accuracy 81.61% 75.04% @ 87.07% 2

Positive 3.22 2.28° 4,550

Likelihood Ratio

Negative 0.13 0.06° 0.25°
Likelihood Ratio

Pravalenz 51.15% 43.75% © 58.52% °

Positive 77.14% 68.52% ° 84.46% °
Predictive Value

Negative 88.41% 79.49% ° 94.53% °
Predictive Value

@ Exakte Clopper-Pearson-Konfidenzintervalle nach Clopper & Pearson (1934)
b Log method* - Konfidenzintervalle nach Altman et al. (2000)

¢ Profile-Likelihood-Konfidenzintervall nach Venzon & Moolgavkar (1988)
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3.2.4 Ubersicht statistische Auswertung

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Fragestellungen BZK, Melanozytére
Lé&sionen sowie die Prdparate der Allgemeinen Dermatologie.

BZK Melanozytare Allgemeine
Lasionen Dermatologie

Dermatopathologe A B A B A B

Noten 2,31 2,46 2,14 2,73 2,26 2,34

Notendurch- 2,39 2,44 2,3

schnitt

Sicherheit 72,8% 79,9% 37,0% 18,6% 60,9% 66,1%

% Epidermis 7591 73,96 84,25%  75,29%  82,80% 73,57%
% %

GroRe der 79,85mm? 136,96mm? 99,02mm?

Praparate

(Durchschnitt)

GroRe der 60,3mm? 74,5mm? 68,5mm?

Praparate (Median)

Zeit Erstellung des 7,97 min 8,22 min 7,07 min

Scans

Technischer 12,62% 4,8% 11,2%

Fehler

Zeit Befundung 26,56 4596 27,81s 70,29s 28,71s 46,93s
S S

Sensitivitat 59,5% 71,09 19,05% 8511%  75% 91,01%

%

Spezifitat 9479 89,81 96,30% 66,67%  80% 71,76%

% %
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4. Diskussion

4.1 Technische Probleme aligemein

4.1.1 Positionierung der Proben fur den Scanvorgang

Eine haufige Schwierigkeit beim Erstellen der CLSM-Scans war die plane
Positionierung der Probe auf dem Objekttrager, so dass das Praparat flach auf
dem Objekttrager zu liegen kam und die Unterseite des Gewebes vollstandig
gescannt werden konnte. Diese Schwierigkeit des sogenannten ,flattening*
wurde auch schon von anderen Gruppen beschrieben [36, 53]. Gerade wenn
das Gewebe sehr weich und die Epidermis dunn war (z.B. Auge, Lippe,
Wange), konnte das Gewebe, insbesondere die Epidermis, oft nur unvollstandig
dargestellt werden. Dies bedingte in der Folge auch eine unvollstandige
Befundung und erschwerte die Diagnosestellung. Besonders wichtig war die
vollstandige Darstellung der Epidermis vor allem bei melanozytare Lasionen wie
Junktions- und Compound-Navi, da diese eine epidermale Komponente
besitzen. Bei unvollstandiger Epidermisdarstellung konnte es vorkommen, dass
die eigentliche Lasion nicht auf dem Scan erschien. BZKs, entzindliche
Hauterkrankungen, Lipome etc. kdnnen teilweise auch bei unzureichend

dargestellter Epidermis befundet werden.

4.1.2 Farbung der Praparate

Frihere Generationen von CLSM-Geraten lieferten Ublicherweise schwarz-
weilde Bilder fur den Reflexionsmodus [44, 46, 50, 51, 54-57] und meist grun
gefarbte Darstellungen im Fluoreszenzmodus [40-42, 45, 46, 48, 50, 53, 55, 57-
59] welche getrennt oder als Overlays begutachtet wurden.

Mittlerweile ist es auch moglich, digital gefarbte ,pink and blue“-CLSM-Scans zu
erstellen [31, 34, 43, 60], welche eine hohe Ahnlichkeit zu den H&E-gefarbten
Schnitten aufweisen.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Verfugbarkeit der bereits ,pink and blue®

gefarbten CLSM Bilder als Ansatz gewahlt.

Die pink-blau gefarbten CLSM-Scans weisen eine hohe morphologische
Ahnlichkeit zu den H&E-gefarbten Schnitten auf, jedoch entspricht die artifizielle
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Farbung der CLSM-Scans nicht immer der H&E-Farbung.

Strukturen mit besonders hohem Brechungsindex wie beispielsweise Melanin
oder Haarschafte , stellen sich im CLSM-Scan anders dar als in der H&E-
Farbung [31] und bergen daher das Risiko, dass Strukturen verwechselt oder
ubersehen werden (vergleiche auch Abbildung 12 und Abbildung 13).

Im Reflexionsmodus erscheinen Melanozyten aufgrund des hohen
Brechungsindex des Melanins als helle, weil3e Punkte [61]. Auf diesem Effekt
beruht der Einsatz der in vivo CLSM bei oberflachlichen melanozytaren
Hautveranderungen.

In der digital gefarbten ex vivo CLSM erscheinen Melanozyten und andere
pigmentierte Strukturen (Haarschaft / Haarwurzel), intensiv pink und sind
dadurch deutlich schwerer innerhalb des restlichen pink-blauen Scans zu
identifizieren (Abbildung 12 und Abbildung 13).

An H&E-gefarbten lichtmikroskopischen Schnitten zeigen sich die Melanozyten
aufgrund des Melanins meist als helle oder braun-gefarbte dendritische oder
ballonierte Zellen. Sie heben sich vom restlichen pink-blau eingefarbten
Gewebe ab und kénnen daher gut erkannt werden.

Das Melanin ist in Abbildung 12 (H&E-Farbung) als braunes Band subepidermal
zu sehen. In der CLSM (Abbildung 13) sind die Melanozytennester stark pink
angefarbt und deutlich schwerer zu sehen.

Es bestehen weitere Unterschiede zwischen dem CLSM-Scan und H&E-
gefarbten Praparaten. Die Basalmembran Iasst sich nicht so gut abgrenzen wie
in der H&E-Farbung [31]. Die Auflosung der CLSM-Scans ist geringer als in der
H&E-Histologie. Eine Beurteilung der Zellkerne ist im CLSM-Scan nur
eingeschrankt moglich, hierdurch kdnnen maligne Veranderungen schlechter
beurteilt werden.

Beide Dermatopathologen sind geubt in der Befundung von H&E-gefarbten
Objekttragern, welche ein rot-blaues mikroskopisches Bild ergeben (,pink and
blue®). Die CLSM-Scans wurden in der gleichen Farbkombination artifiziell
dargestellt und wirkten daher sehr ahnlich zu den H&E-gefarbten Objekttragern.
Der an H&E-gefarbten Schnitten geschulte Blick von Dermatopathologen
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verbindet mit der Farbe rosa Eosin-gefarbte Strukturen wie z.B. Keratin,
Kollagen, Muskelfilamente oder Erythrozyten. In den ,pink and blue® CLSM-
Scans sind jedoch auch pigmentierte Strukturen pink gefarbt.

Es ware denkbar, dass die stark H&E-ahnlichen CLSM-Scans dazu verleiten,
die Diagnose schnell zu stellen und nicht auf die Besonderheiten in der
Darstellung des Gewebes in der CLSM zu achten. Bei einer zu schnellen
Befundung innerhalb weniger Sekunden konnte daher Tumorgewebe in der
CLSM ubersehen werden und dadurch eine niedrige Sensitivitat zustande

kommen.

4.1.3 Aufbereitung der Praparate fir die H&E-Farbung

Neben den Unterschieden in der Farbung bei CLSM und H&E kommt noch ein
weiterer, wichtiger Unterschied zum Tragen. Bei der CLSM wird das
Frischgewebe unfixiert gescannt. Das zu scannende Gewebe wird flach auf den
Objekttrager aufgebracht und direkt von dem Laser gescannt.

Bei der Erstellung H&E-gefarbter Objekttrager muss die Probe zunachst in
Paraffin eingebettet werden. Nach der Einbettung kann das Praparat am
Mikrotom in ca. 2-5um dicke Scheiben geschnitten werden. Diese Scheiben
werden anschliellend auf einem Objekttrager fixiert und mit H&E gefarbt. Damit
das Praparat auf einer Schnittstufe vollstandig zur Darstellung kommt, ist es
haufig notwendig, zunachst die ersten Schnitte zu verwerfen. Da das Praparat
nicht perfekt parallel zur Schnittebene des Mikrotoms gelagert ist, wird es bei
den ersten Schnittstufen nur teilweise angeschnitten. Diese Schnittstufen sind
nicht verwertbar, da das Praparat nicht in seiner Gesamtheit zur Darstellung
kommt.

Peters et al. diskutierten bereits 2019 die Moglichkeit falsch negativer
Ergebnisse in H&E-gefarbten Schnitten durch die unterschiedliche Art der
Probenaufbereitung bei CLSM und H&E-gefarbten Schnitten [53]. Demnach ist
es denkbar, dass ein Resttumor zwar in den tieferen Schnittstufen der H&E-
Histologie sichtbar ist, jedoch die tatsachlichen, au3ersten Schnittrander,
welche in der CLSM gescannt wurden, tumorfrei sind. Da die H&E-Histologie
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als Goldstandard dient, fuhrt dies irrtumlich zu falsch negativen Befunden in der

CLSM und somit zu niedrigeren Werten in der Sensitivitat.

4.1.4 Einarbeitung
Gegebenenfalls hatte die diagnostische Treffsicherheit mit einer langeren und

intensiveren Einarbeitung gesteigert werden konnen.

Mu et al. berichten zwar Uber eine Einarbeitungszeit von lediglich 5 Minuten zur
Auswertung digital gefarbter CLSM-Mosaike [43]. Eine intensive Umstellung
oder Einarbeitung der Histopathologien wie bei fruheren CLSM Bildern, welche
in weild / schwarz dargestellt waren, schien nicht mehr erforderlich.

Der “Leitfaden Digitale Pathologie” des Bundesverbands deutscher Pathologen
e.V. jedoch empfiehlt einen Probenumfang von 60 Praparaten, welche “das
Spektrum und die Komplexitat der Probentypen und Diagnosen der
Routinediagnostik reprasentativ abbilden” [62]. Diese Empfehlung wurde in der
vorliegenden Studie nicht umgesetzt. Lediglich 26 Praparate dienten zur
Einarbeitung.

In zukUnftigen Studien sollte darauf geachtet werden, ausreichend Praparate
zur Verfugung zu stellen, um sicherzustellen, dass ein hinreichendes Training

der (Dermato-)Pathologen stattfindet.
4.2 Basalzellkarzinome

Die Einbettung von entnommenen Gewebeproben in Paraffin, der aktuelle
Goldstandard, ist sehr zeitaufwandig. Daher ist im Regelfall nur eine zwei-
beziehungsweise mehrzeitige Behandlung des Patienten maoglich. Erst nach
garantierter Tumorfreiheit kann die Wunde verschlossen werden. Das
Offenlassen der Wunde birgt ein Infektionsrisiko, welches mit der Gefrierschnitt-
Methode oder der CLSM verringert werden konnte. Mit der CLSM stinde daher
neben der Gefrierschnitttechnik eine Moglichkeit zur Verfigung, mit welcher
auch perioperativ befundet und im Falle von verbleibenden Tumorstrangen
direkt nachreseziert werden konnte. Bei Tumorfreiheit konnte der Defekt noch in
derselben OP-Sitzung verschlossen und somit ein einzeitiges
Behandlungskonzept realisiert werden.
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Fraglich ist, ob die diagnostische Genauigkeit der ex vivo CLSM fur die
mikroskopisch kontrollierte Chirurgie von Basalzellkarzinomen ausreichend ist
und ob die ex vivo CLSM im ambulanten intraoperativen Setting umsetzbar

ware.

Die Befundenden hatten hohe Werte fur die Spezifitat (A: 94,79%, B: 89,81%).
Wurde ein Praparat als tumorfrei befundet, so traf dies auch mit einer
Wahrscheinlichkeit von 89,81% bzw. 94,79% zu. Dies bedeutet umgekehrt,
dass bei 10 bzw. 5 von 100 Patienten, bei welchen in der CLSM kein Tumor
gesehen wurde, noch ein Resttumor vorhanden war.

Die Ergebnisse decken sich mit den Werten, welche bisher publiziert wurden.
Malvehy et al. geben fur die Spezifitat, welche bei 7 Studien zur CLSM von
BZKs mit CLSM gefunden wurden, Werte zwischen 89,2% und 100% an [39-45,
53].

Die Sensitivitat betrug bei Dermatopathologin A 59,50%, bei B 71,09%.
Malvehy et al. geben fur 7 verschiedene Studien bei der Befundung von BZKs
mithilfe von CLSM Sensitivitaten zwischen 73% bis 100% an [39-45, 53].

Die in dieser Studie gefundenen Werte liegen (zum Teil deutlich) darunter.
Jedoch wurden bei einem Grol3teil der Vergleichsstudien ausschlie3lich BZKs
eingeschlossen [39, 40, 42, 45, 53]. Fur die Befundenden der bereits
publizierten Studien war also von vornherein klar, dass in dem CLSM-Scan
entweder ein BZK zu sehen ist oder “normale” Haut / tumorfreies Gewebe.

Da den Befundenden in dieser Studie lediglich klinische Angaben bekannt
waren, nicht aber welcher Gruppe der CLSM-Scan zugeordnet war (BZK,
Melanozytare Lasionen, allgemeine Dermatologie), gab es deutlich mehr
Moglichkeiten an Diagnosen. Es war nicht im Voraus selektiert worden, welches
Praparat ein BZK enthielt und welches eine melanozytare Lasion oder
allgemeine dermatologische Krankheitsbilder. Diese Zuordnung fand erst nach
der abschlielienden Befundung der H&E-Objekttrager und der CLSM-Scans
statt. So konnte es sich zwar entweder um ein BZK oder “normale” Haut /
tumorfreies Gewebe handeln, aber dartuber hinaus war auch eine Vielzahl an
weiteren dermatologischen Diagnosen prinzipiell vorstellbar. Dieses Vorgehen

ermoglichte es, die CLSM in einem realistischen Setting zu erproben. Zwar wird
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in aller Regel bei Nachexzisionen bereits vor Beginn der Befundung des CLSM-
Scans bekannt sein, um welchen Tumor es sich handelt, da dieser bei der
Erstbehandlung diagnostiziert wurde. Bei der Vielzahl an Patienten, die
erstmalig mit einer auffalligen Hautlasion den Hautarzt aufsuchen, wird es
jedoch bei der Uberwiegenden Mehrheit nicht von vornherein feststehen, um
welche Hautlasion es sich handelt. Analog dazu war auch in der vorliegenden
Studie nicht eindeutig ersichtlich, um welche Art der Lasion es sich handelte;
Anhaltspunkte ergaben lediglich die klinischen Angaben auf dem
Uberweisungsschein. So konnte ein realistisches Setting im ambulanten
Workflow einer operativen Hautarztpraxis oder Klinikambulanz imitiert werden.
Fur den klinischen Einsatz der ex vivo CLSM bei BZK ist die in dieser Studie
festgestellte Sensitivitat von 65,3% und Spezifitat von 92,3% noch nicht
ausreichend, um die Histologie mit HE gefarbten Paraffinschnitten zu ersetzen.

Die Zeit zur Erstellung der Scans war fur die BZK-Praparate im Vergleich zur
Grolde der Praparate lang. Die Praparate hatten die kleinste durchschnittliche
GroBe (79,85mm?), jedoch brauchte der Scan trotzdem fast eine Minute langer
als der Scan der Praparate “Allgemeine Dermatologie” (7,97min (Median: 6,0
Minuten) vs. 7,07min (Median: 5,75 Minuten)).

Eine Erklarung fur diese verlangerte BZK-Scanzeit konnte die Notwendigkeit
der absolut planen Positionierung bei Randkontrollen und die hdhere Rate an
technischen Problemen sein: Bei 12,62% aller Scans der BZK-Gruppe trat ein
technisches Problem auf, mehr als in den beiden anderen Gruppen. Die hohe
Anzahl an technischen Problemen in der BZK-Gruppe konnte sich wiederum
auf die Bildqualitat ausgewirkt haben. Dafur spricht, dass bei Praparaten der
BZK-Gruppe die Epidermis unzureichender auf den Scans abgebildet war
(durchschnittlich 75%).

Dennoch fielen die Schulnoten fur die erzielten digitalen Scans der BZKs nicht
schlechter aus (Note BZK-Gruppe: Durchschnitt 2,39 | Median 2,0;
Melanozytare Lasionen: 2,44 | Median 2,0; Allgemeine Dermatologie:
Durchschnitt 3,0 | Median 2,0).

Die Befunder gaben eine hohe Sicherheit bei der Diagnose der BZK-Scans an.

Zumeist erschwerte ein technischer Fehler bei Erstellung des Scans die spatere
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Diagnosefindung, da der eigentlich klinisch relevante Bereich nicht gescannt
werden konnte oder der Scan stark streifig erschien. Bei der Gruppe der BZKs
jedoch zeigte sich, dass die Untersucher die hochste Sicherheit hatten (76,35%
gegenuber 63,5% (Allgemeine Dermatologie) und 27,8% (melanozytar)) und die
Befundung am schnellsten durchfuhrten (durchschnittlich 36,26 Sekunden
gegenuber 37,82 Sekunden (Allgemeine Dermatologie) und 49,05 Sekunden
(melanozytar)). Die BZK-typischen basaloiden Tumorinseln mit peripherer
Palisadenstellung konnten in guten Scans “auf einen Blick” erkannt und
befundet werden (vergleiche auch Abbildung 8).

Eventuell verleiteten die CLSM-Scans in der gewohnten Farbkodierung die
Befunder dazu, die Praparate routiniert schnell, aber moglichweise nicht
hinreichend genau zu befunden. Dafur konnte die schnelle Zeit und hohe
~.gefuhlte Sicherheit® bei der Befundung sprechen. Diese Problematik wird in
den bisherigen Studien, welche digital gefarbte CLSM-Scans ausgewertet
haben, nicht thematisiert [31, 34, 43, 60]. Jedoch wird dort darauf hingewiesen,
dass einige Strukturen sich im CLSM-Scan anders darstellen als in der H&E-
Farbung [31, 34]. Eine erhohte Fehleranfalligkeit durch die befundenden
Dermato- bzw. Histopathologen wird nicht genannt.

4.3 Melanozytare Lasionen

Eine besondere Schwierigkeit liegt in der Beurteilung von melanozytaren
Lasionen mithilfe eines ex vivo konfokalen Mikroskops. Wahrend flr das
Befunden von Basalzellkarzinomen bereits einige Studien mit gro3eren
Fallzahlen vorliegen, ist die Untersuchung von melanozytaren Lasionen mittels
der ex vivo CLSM noch nicht gut erforscht [39].

Die Epidermis war von allen Scans in der Gruppe der melanozytaren Lasionen
am vollstandigsten abgebildet; durchschnittlich waren 79,77% der Epidermis
sichtbar. Dennoch wurden die CLSM-Scans von GM und SF am schlechtesten
bewertet (Durchschnittliche Note: 2,44 | Median 2,0).

Von allen Scans war die Erstellung der CLSM-Scans melanozytarer Lasionen
am zeitintensivsten, durchschnittlich 8,22 Minuten wurden bendtigt. Technische
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Fehler traten hingegen am seltensten auf, in 4,8% der Falle (im Vergleich dazu
traten bei den BZK-Scans mehr als doppelt so haufig (12,62%) technische
Fehler auf).

Der erhohte Zeitaufwand lasst sich in diesem Fall daher nicht mit dem Auftreten
technischer Probleme erklaren.

Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass wahrend des Scannens bewusst ein
starker Fokus auf die vollstandige Darstellung der Epidermis gelegt wurde.
Dafur spricht, dass in keiner anderen Gruppe ein so hoher Prozentsatz der
Epidermis dargestellt werden konnte. Um die Epidermis maoglichst vollstandig
scannen zu kdnnen, waren bei ca. der Halfte aller Praparate zwei oder mehr
Versuche notwendig, um die Epidermis darstellen zu konnen. Dies resultiert in
einem hoheren Zeitbedarf, unabhangig von technischen Problemen.

Nicht nur der Zeitaufwand fur das Erstellen der CLSM-Scans in der Gruppe der
melanozytaren Lasionen war hoher, auch der Zeitbedarf zur Befundung der
Scans durch A und B war in der Gruppe der melanozytaren Lasionen am
hochsten (durchschnittlich 49,05 Sekunden | Median 40 Sekunden) im
Vergleich zu durchschnittlich 37,82 Sekunden | Median 32,5 Sekunden
(Allgemeine Dermatologie) und durchschnittlich 36,26 Sekunden | Median
20,557 Sekunden (BZK).

Der hohere Zeitaufwand konnte sich durch grol3ere Praparate ergeben. Mit
136,96mm? waren die Praparate in der Gruppe der melanozytaren Lasionen mit
Abstand am grofdten. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass die Scans
durch die ungewohnte Farbgebung schwieriger zu befunden waren. Fir eine
grolRere Unsicherheit bei der Befundung spricht, dass die Sicherheit bei der
Befundung lediglich bei durchschnittlich 27,8% lag; ein sehr niedriger Wert im
Vergleich zur Sicherheit bei der Befundung von BZKs (durchschnittlich 76,35%)
und allgemeinen dermatologischen Lasionen (63,5%). Die grofl3e Unsicherheit
bei der Befundung kdnnte auch die schlechten Noten trotz sehr vollstandiger
Darstellung der Epidermis und wenigen technischen Fehlern erklaren.

Bis dato gab es noch keine Studie, in welcher eine groRere Anzahl an
melanozytaren Lasionen in der ex vivo CLSM im Vergleich mit der H&E-
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Histologie untersucht wurde. Hartmann et al. beschrieben aber diagnostische
Kriterien zur Befundung von CLSM-Scans melanozytarer Lasionen [50]. Des
Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass die Tumordicke von Melanomen
in der CLSM sehr gut mit der Tumordicke in der H&E-Histologie korreliert [49].
Eine Studie zur diagnostischen Genauigkeit bei der Anwendung der ex vivo

CLSM bei melanozytaren Lasionen liegt bis dato jedoch nicht vor.

Die Sensitivitat betrug bei A lediglich 19,05%, bei B 85,11%. Eine Sensitivitat
von lediglich 19,05% ist extrem niedrig. Von 100 Patienten, bei welchen eine
melanozytare Lasion von A diagnostiziert wurde, hatten nur 20 Patienten
tatsachlich eine solche.

Aufgrund dieser Werte ist eine Implementierung der CLSM in den Routinealltag
einer Praxis oder Klinikambulanz gegenwartig keinesfalls geeignet. Im
Gegensatz zu der Befundung von Basalzellkarzinomen braucht es zum
Erkennen von melanozytaren Lasionen, aufgrund der Unterschiede in der
Farbung zwischen CLSM und H&E (vergleiche Kapitel 3.1.2), eine deutlich
grundlichere Einarbeitung. Um eine hohere diagnostische Genauigkeit zu
erreichen, ware eine neue, gegebenenfalls spezifischere Farbung denkbar.
Hartmann et al. farbten Melanome bereits mit Immunfluoreszenzfarbstoffen
(S100 und Melan A) und erstellten anschlieRend CLSM-Scans. Hierdurch
konnte eine spezifischere Anfarbung erreicht werden, jedoch dauerte das
Anfarben des Gewebes bis zu zwei Stunden [47]. Nicht nur das Farbemittel,
auch eine andere Laserfrequenz konnte eventuelle eine Verbesserung der
Darstellung von Melanomen ergeben. Melanin hat bei einer Wellenlange von
335nm sein Absorptionsmaximum [63]. Der in der Studie verwendete Laser
scannte bei Wellenlangen von 488 und 785nm. Eventuell kbnnte das Scannen
bei einer Wellenlange von 335nm (insbesondere bei melanozytaren Lasionen)
neue Erkenntnisse und eine bessere Beurteilbarkeit ergeben.

Die Spezifitat betrug bei A 96,30% und bei B 66,67%. Diese Werte liegen
deutlich hoher als bei der Sensitivitat. Wurde in dem CLSM-Scan eines
Praparats keine melanozytare Lasion (wie beispielsweise ein melanozytarer

Naevus oder ein Melanoma in situ) gesehen, so war mit einer
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Wahrscheinlichkeit von rund 67% bzw. 96% auch tatsachlich kein Tumor

vorhanden. Auch hier liegen analog zur Sensitivitat keine Vergleichswerte vor.

Insgesamt muss festgestellt werden, dass die diagnostische Genauigkeit noch
nicht ausreicht, um melanozytare Tumoren allein auf der Basis von CLSM-
Scans mit einem kombinierten Reflexions- und Fluoreszenzmodus mit Acridine

Orange Kernfarbung zu stiutzen.
4.4 Aligemeine Dermatologie

Die Gruppe “Allgemeine Dermatologie” enthielt alle Praparate, welche weder
BZKs (und deren Randkontrollen / Nachexzisionen) oder melanozytare
Lasionen (und deren Randkontrollen / Nachexzisionen) enthielten. In dieser
Gruppe konnten die hochsten Werte fur Sensitivitat (A: 75,00%, B: 91,01%) und
Spezifitat (A: 80,00%, B: 71,76%) erzielt werden. Auch die Schulnoten fur die
digitalen Scans waren mit durchschnittlich 2,30 (BZK: 2,38, Melanozytar: 2,44)
am besten. Die vergebenen Noten und die erreichten Werte fur Sensitivitat bzw.
Spezifitat korrelieren miteinander: je besser die Note fur die Scans innerhalb
einer Gruppe, desto hoher waren Sensitivitat und Spezifitat.

Jedoch waren sich die Befundenden bei der Begutachtung der CLSM-Scans
der dritten Gruppe nur in 63,5% der Falle mit der Diagnose sicher. Bei uber
einem Drittel der Falle waren sie sich hingegen unsicher. Trotzdem war die
Diagnose im Vergleich zu den beiden anderen Fragestellungen am haufigsten
richtig.

Grunde hierfur kdnnten die bereits genannten sein: es konnte sein, dass die
Pathologen bei der Befundung der BZKs aufgrund der sehr schnellen
Befundung (durchschnittlich ca. 36 Sekunden pro Praparat) haufiger Tumor
und/ oder Resttumore Ubersahen. Dagegen spricht jedoch, dass fur die Gruppe
der Allgemeinen Dermatologie lediglich ca. 1,5 Sekunden mehr Zeit fur die
Befundung im Vergleich zu den BZKs notwendig war. Ein groRerer Unterschied
besteht in der Sicherheit bei der Befundung. Bei keiner der drei Gruppen waren
sich die Befundenden so sicher, wie bei der Gruppe der BZKs, ohne dass
jedoch auch die Ergebnisse am besten waren. Bei der Befundung der Scans
der allgemeinen Dermatologie bestand mehr Unsicherheit. Diese Unsicherheit
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konnte dazu gefuhrt haben, dass die Scans genauer und kritischer ausgewertet
wurden und somit weniger Auffalligkeiten Ubersehen wurden. Unter Umstanden
konnte sich die etwas groRere Unsicherheit positiv auswirken und die besseren
Werte fur Sensitivitat und Spezifitat erklaren.

Bei den melanozytaren Lasionen war eines der grof3en Probleme, dass das
Melanin farblich nicht klar abgrenzbar war von dem umliegenden Gewebe
(vergleiche Abbildung 10) [31]. Diese Probleme gab es weder bei der ersten
Gruppe der BZKs noch bei den Praparaten, welche der allgemeinen
Dermatologie zugeordnet wurden. Die fehlende Abgrenzbarkeit des Melanins
hat mit hoher Wahrscheinlichkeit dazu beigetragen, dass in der Gruppe der
melanozytaren Lasionen relativ schlechte Werte fur Sensitivitat und Spezifitat
erreicht wurden, vor allem im Vergleich mit jenen Werten der Praparate der

allgemeinen Dermatologie.

Es wurden viele Praparate gescannt, welche eine Verruca seborrhoica, ein
Plattenepithelkarzinom bzw. Keratoakanthom, ein Lipom oder einen Abszess
zeigten (vergleiche Tabelle 9). Diese Praparate machten neben den tumorfreien
Praparaten einen Grof3teil der Praparate aus und zeigten sich im CLSM-Scan
sehr ahnlich zu den H&E-Schnitten (siehe Abbildung 15, Abbildung 17,
Abbildung 19 und Abbildung 21). Die Gesamtstruktur der Lasion als ,prima
vista“- Eindruck und eine grofte Ahnlichkeit zwischen H&E-gefarbtem
Objekttrager und CLSM-Scan konnte die diagnostische Genauigkeit erhoht

haben.

Vergleicht man die Anzahl der moglichen Diagnosen, so war diese in der
Gruppe Allgemeine Dermatologie am grofdten: insgesamt wurden die Praparate
12 Diagnosegruppen zugeordnet (vergleiche Tabelle 9). Fur die erste Gruppe
der BZKs gab es nur 2 mogliche Diagnosen (tumorfrei oder BZK), in der Gruppe
der melanozytaren Lasionen 4 mogliche Diagnosen (tumorfrei, Melanoma in
situ, dysplastischer Naevus oder melanozytarer Naevus/ naevoide Lentigo).
Obwohl die Anzahl moglicher Diagnosen deutlich grofder war wurden dennoch
die besten Werte fur Sensitivitat und Spezifitat erreicht. Bisher wurde die ex

vivo CLSM wie in dieser Studie noch nicht bei allgemeinen Hautlasionen
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eingesetzt. Es keine Vergleichswerte in der Literatur vor. Jedoch wurden bereits
einzelne Krankheitsbilder spezifisch mithilfe der CLSM untersucht [39]. Bertoni
et al. untersuchten die Darstellung von Psoriasis, Lichen planus, Ekzemen und
diskoidem Lupus erythematodes mithilfe der ex vivo Fluoreszenz-mikroskopie.
Hierbei zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen dem ex vivo Scan und den
H&E-gefarbten Schnitten [64]. Die Darstellung entzundlicher Hauterkrankungen
im ex vivo CLSM-Scan korreliert gut mit dem H&E-gefarbten Schnitt [65].
Bulldse Pemphigoide kdnnen ebenfalls mithilfe der CLSM dargestellt werden,
dabei wurden hohe Werte fur die Spezifitat, jedoch nur niedrige Werte fur die
Sensitivitat (47,75%) erreicht [66]. Auch Mucormykosen konnten in der ex vivo
und in vivo CLSM dargestellt werden [67]. Des Weiteren konnte mithilfe der ex
vivo CLSM innerhalb weniger Minuten der Nachweis eines intracerebralen
Pilzbefalls erbracht werden [68]. Cinotti et al. konnten tinea capitis und tinea
barbae mithilfe der ex vivo und in vivo CLSM darstellen und so innerhalb
weniger Minuten die Verdachtsdiagnose bestatigen [69]. Bagci et al. farbten
Praparate kutaner Vaskulitis mithilfe von Immunfluoreszenzfarbstoffen und
scannten die Praparate mithilfe der ex vivo CLSM im Fluoreszenzmodus.
Hierbei zeigte sich eine gute Korrelation im Vergleich zur direkten
Immunfluoreszenz [70]. Die bisherigen Studien zeigen, dass haufig eine gute
Korrelation zwischen dem CLSM-Scan und den H&E-gefarbten Praparaten
besteht. Dies konnte die hohe diagnostische Genauigkeit der vorliegenden
Arbeit erklaren.

Dass eine so hohe diagnostische Genauigkeit erreicht werden kann, selbst
wenn ohne Vorauswahl alle entnommenen Praparate in die Studie
eingeschlossen werden, lieRe eine Anwendung der CLSM im Setting einer
Hautarztpraxis oder Klinikambulanz denkbar erscheinen. Auffallige Lasionen,
welche makroskopisch nicht ausreichend zu beurteilen sind, kdnnten so
innerhalb weniger Minuten gescannt werden und grof3tenteils in unter einer
Minute befundet werden. Eine schnelle Ruckmeldung an den Patienten und die
Planung des weiteren Vorgehens ware im Idealfall und bei eindeutigem Befund
des CLSM-Scans innerhalb eines Termins moglich.
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4.5 Schlussfolgerung

Die vorliegende klinische Studie wurde im Routineablauf einer

dermatochirurgischen Praxis durchgefuhrt.

Die CLSM schnitt bei der Befundung von BZKs mit einer Sensitivitat von
65,23% und Spezifitat von 92,3% schlechter ab als in den Studien, welche
bereits publiziert worden sind. Die bisherigen, besseren Ergebnisse konnten
unter Umstanden dadurch zustande gekommen sein, dass bereits eine
Vorauswahl getroffen wurde und ausschliel3lich BZKs in die Studie
eingeschlossen wurden. Die schlechteren Ergebnisse konnten aber auch durch
die eventuell ungenugende Einarbeitung der (Dermato-) Pathologen bedingt

sein.

Die Befundung von melanozytaren Lasionen ist durch die veranderte Farbung
des Melanins in pink (im CLSM-Scan) anstatt braun (im H&E-gefarbten Schnitt)
deutlich schwieriger. Bei melanozytaren Lasionen fand sich die geringste
diagnostische Genauigkeit mit einer Sensitivitat von 52,08% und Spezifitat von
81,485%. Zurzeit ist eine diagnostische Anwendung der CLSM im Bereich der
melanozytaren Lasionen nicht sinnvoll. Mit intensiverem Training in der
Befundung digitaler CLSM-Scans melanozytarer Lasionen und ggf. durch den
Einsatz anderer Farbeprotokolle und Wellenlangen konnten in der Zukunft die
diagnostische Treffsicherheit ggf. gesteigert werden.

Die besten Ergebnisse wurden bei allgemeindermatologischen Praparaten
erreicht: Die Sensitivitat betrug 83,01%, die Spezifitat 75,88%. Bislang gibt es
keine Untersuchungen zur CLSM in diesem Bereich. Hier ist ein Einsatz der ex
vivo CLSM aufgrund der relativ hohen diagnostischen Genauigkeit denkbar.

Die ex vivo CLSM ist eine sehr schnelle Methode zur Untersuchung von
unfixiertem Frischgewebe. Die Erstellung eines digitalen CLSM-Scans ist
innerhalb weniger Minuten moglich. Auch die Befundung kann sehr schnell
erfolgen. Bei einem ausreichenden Training ist zusatzlich zur
Standardhistologie an H&E-gefarbten Paraffinschnitten ein supportiver Einsatz
eines konfokalen Mikroskops vorstellbar.

82



5. Zusammenfassung

Einleitung: Die CLSM ermoglicht eine schnelle Erstellung histopathologischer,
digitaler Scans von unfixiertem Frischgewebe. Die Befundung von
Schnittrandern, Tumormitten, Stanzbiopsien und weiteren Proben ist innerhalb

weniger Minuten maoglich.

Fragestellung: Der Einsatz der CLSM im Routinealltag einer dermatologischen
Hautarztpraxis wurde hinsichtlich Zeitbedarf und diagnostischer Genauigkeit bei
BZKs, melanozytaren Lasionen und allgemeinen dermatologischen Lasionen

untersucht.

Material und Methoden: Die Studie fand von April bis Mai in der “Praxisklinik
Tdbingen - Haut und Venen” statt. Es wurden 594 Praparate von 107 Patienten
in die Auswertung eingeschlossen. Zwei (Dermato-)Pathologen (A und B)
befundeten unabhangig voneinander jeweils die H&E-gefarbten Objekttrager
einer Lasion und die digitalen CLSM-Scans. Sensitivitat, Spezifitat und
Interrater-Reliabilitat wurden erhoben. Weitere Parameter wie die Sicherheit bei
der Befundung, Zeitaufwand, Anteil der dargestellten Epidermis und subjektive
Bewertung der Qualitat des Scans wurden durch die Pathologen dokumentiert.

Ergebnisse: Die Auswertung erfolgte in drei Gruppen: BZKs und
Schnittrandkontrollen, melanozytare Lasionen und alle weiteren Praparate,
welcher weder der ersten noch der zweiten Gruppe zugehorig waren
(“Allgemeine Dermatologie”). Die Werte fur Sensitivitat und Spezifitat waren in
der Gruppe der BZKs zwar hoch, jedoch niedriger als in bisher publizierten
Studien (Sensitivitat: A = 59,5%; B = 71,09% | Spezifitat: A = 94,79%; B =
89,81%). Melanozytare Lasionen unterlagen bei der Befundung haufig Fehlern
und wiesen eine nur unzureichende diagnostische Genauigkeit auf (Sensitivitat:
A =19,05%; B = 85,11%| Spezifitat: A = 96,30%; B = 66,67%). Die Befundung
der Praparate Allgemeine Dermatologie ging mit relativ hohen Werten fur
Sensitivitat und Spezifitat einher (Sensitivitat: A = 75,00%; B = 91,01%)|
Spezifitat: A = 80,00%; B = 71,76%). Die Erstellung der Scans dauert im
Durchschnitt 7,75 Minuten.
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Diskussion: Die niedrigeren Werte bei der Befundung der BZKs im Vergleich
zu bisherigen Studien kdonnten durch die hohere Anzahl unterschiedlicher
Praparate erklart werden. Melanozytare Lasionen sind in der CLSM aufgrund
der anderen Anfarbung des Melanins (pink statt wie in der H&E-Farbung braun)
schwerer zu diagnostizieren. Die Befundung der Praparate in der letzten
Gruppe “Allgemeine Dermatologie” lieferte eine hohe diagnostische

Genauigkeit; bisher gibt es keine Vergleichsstudien.

Schlussfolgerung: Die CLSM ist eine sehr schnelle Methode, welche die Art
der Diagnosefindung in der Pathologie revolutionieren konnte. Dennoch zeigen
die gefundenen Ergebnisse, dass die diagnostische Genauigkeit noch nicht
ausreicht, um die H&E-Histologie zu ersetzen. Eine supportive Anwendung

ware in einigen Fallen denkbar (z.B. Praparate der allgemeinen Dermatologie).
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VON MAQNELEN. ...ttt naeens 27

Abbildung 4: Es wurde Schaumstoff zwischen Glasplatte und Objekttréger
geklemmt, um ein besseres Fixieren der Probe mit mehr Druck zu ermdéglichen.

....................................................................................................................................... 28
Abbildung 5: Bereits vorbereitete Knete, welche geformt und in Frischhaltefolie
GEWICKEIL ISL. ...ttt sttt s e e s e s te s e e e 28

Abbildung 6: Platzierung der Knete zwischen Glasplatte und Objekttrager. ...... 29
Abbildung 7: Makroskopisches Bild. Das Préparat ist durch das Farbebad mit
Acridine Orange leicht orange-rotlich gefarbt. Zur besseren Fixierung und
Aufbringung von Druck ist es von Schaumstoff umgeben, rechts ist einer der
MAGNELEN SICAIDAL ..ottt 30
Abbildung 8: CLSM-Detailscan eines fibrosierenden, infiltrativ wachsenden
Basalzellkarzinoms. Die Palisadenstellung der peripheren Tumorzellen ist im
CLSM-Scan gut zu erkennen (schwarze Pfeile). Auch die Spaltbildung rund um
das Tumorgewebe ist sichtbar (gelber Pfeil). .............ocuoveeereeviniierieieeseen, 34
Abbildung 9: H&E-Schnitt eines fibrosierenden Basalzellkarzinoms, 40-fache
VergréBerung. Gut sichtbar sind die Tumorstrdnge, welche das Bindegewebe
durchziehen (blaue Pfeile). Am Unterrand der Epidermis ist, etwas dunkler
angeférbt, die Basalzellschicht zu erkennen (gelber Pfeil). ...........c.ccccevenuennen. 35
Abbildung 10: UbersichtsvergréBerung des CLSM-Scans aus Abbildung 9.
Auch im CLSM-Scan sind schon bei niedriger VergréBerung die Tumorstrénge
des Basalzellkarzinoms sichtbar (blaue Pfeile). Rechts oben aul3en wurde zu
wenig Druck auf das Préparat aufgebracht, wodurch das Gewebe nicht vom
Laser erfasst werden konnte (schwarzer Stern). Gut zu erkennen ist die
Basalzellschicht der Epidermis, welche ebenfalls durch die gro3en, runden
Zellkerne dunkel angeférbt ist (gelber Pfeil). ............coooceeveveeveneniiieieeseeee, 35
Abbildung 11: CLSM-Scan eines Melanoma in situ, SSM-Typ. Die Melanozyten
erscheinen im CLSM-Scan grellpink (schwarzer Pfeil). Teilweise sind
Melanozytennester zu erkennen (roter Pfeil). Die Zellform der Melanozyten I&sst
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sich im CLSM-Scan aufgrund der fehlenden Auflbsung nur schwer ausmachen.

Abbildung 12: H&E-gefarbtes Préaparat eines Compoundnaevus, 100-fache
VergréBerung. Junktional zeigen sich lberwiegend einzelstehende, kleine
Melanozyten. Diese zeigen auf Grund der fehlenden Zytokeratine im
Zytoplasma ein Halo-artiges Retraktionsartefakt zum Zellkern (rote Pfeile).
Dermal sind Melanozytennester zu sehen, apikal sind diese stark pigmentiert
(schwarze Pfeile), zur Tiefe hin verliert sich die Pigmentierung (gelbe Pfeile) In
der mittleren Dermis sind Kollagenfibrillen zu erkennen (lila Pfeil)....................... 37
Abbildung 13: CLSM-Scan des Compoundnaevus aus Abbildung 12. Im CLSM-
Scan stellen sich die apikalen, stark pigmentierten Melanozytennester
(schwarzer Pfeil) im Gegensatz zur H&E-Fé&rbung intensiv pink geférbt dar,
tiefer dermal gelegen zeigen sich die nicht-pigmentierten Melanozytennester
(gelber Pfeil). Das Stratum corneum der Epidermis ist schrdg angeschnitten
(griiner Pfeil). Die Kollagenfibrillen férben sich im CLSM-Scan deutlich stérker
an als im H&E-Schnitt (siehe lila Pfeil, vergleiche oberes Bild). Aul3erhalb des
gescannten Gewebes wurde der Objekttrager sowie Reste der Férbelbsung
mitgescannt, welche ebenfalls stark pink erscheinen, jedoch nicht zum Préparat
an sich gehdren (SCAWArzer Stern). .............oooeeeveneeieieeeseeeeseeee e 37
Abbildung 14: H&E-gefarbtes Préparat eines Lipoms, 40-fache Vergré3erung.
Zwischen den Adipozyten ist Bindegewebe zu erkennen (lila Pfeil). Die
Zellkerne der Adipozyten sind flach und am Rand lokalisiert (roter Pfeil). Die
Zellgrenzen sind in der H&E-Féarbung spérlich angeférbt nur schwach zu
(=TT =T o USSR 39
Abbildung 15: CLSM-Scan des Lipoms aus Abbildung 14. Auch hier ist
Bindegewebe zwischen den Adipozyten zu erkennen, welches sich im Vergleich
zum H&E-geférbten Schnitt deutlich stédrker anféarbt (lila Pfeil). Die exzentrisch
gelegenen Zellkerne sind intensiver angeférbt (roter Pfeil). Die Zellgrenzen
zwischen den Adipozyten sind im Vergleich zum H&E-geférbten Schnitt aus
Abbildung 14 deutlicher Zu €rKENNEN. ..............ccceeeevceeecieeeieeeeeeseesee e 39
Abbildung 16: H&E-geférbtes Préparat einer V. seborrhoica, 100-fache
Vergrél3erung. Zu sehen ist die Akanthose (geschwungene Klammer) sowie
das braun erscheinende Melanin der pigmentierten Keratinozyten (schwarze
Pfeile). Der weil3e Pfeil zeigt auf ein Gefal3, apikal ist das Stratum corneum zu
S€NEN (GIUNEE PEII)......c.eoeeeeeeeeeeeeeee e 40
Abbildung 17: CLSM-Scan der V. seborrhoica aus Abbildung 16. Auch hier zeigt
sich eine ausgeprédgte Akanthose (geschwungene Klammer). Auch im CLSM-
Scan sind Blutgefé&l3e zu erkennen (weiller Pfeil). Unten rechts ist ein
Haarfollikel zu sehen (orangener PIEIl). ...........cccoooeveeeeveneeeieieeseeee e 40
Abbildung 18: H&E-gefarbtes Préparat eines hochdifferenzierten PEKs, 20-
fache VergréRerung. Es finden sich infiltrativ wachsende Nester atypischer
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Keratinozyten (blauer Pfeil). Diese zeigen zentral zahlreiche Hornperlen (gelber
Pfeil). Begleitend findet sich ein lymphozytéres Infiltrat (roter Pfeil).................... 41
Abbildung 19: CLSM-Scan des hochdifferenzierten PEKs aus Abbildung 18.
Auch im CLSM-Scan zeigen sich infiltrative Nester atypischer Keratinozyten mit
zahlreichen Hornperlen (gelber Pfeil) sowie lymphozytéres Infiltrat (roter Pfeil).

Abbildung 20: H&E-gefarbtes Préparat eines Abszesses (halbierte Stanze), 20-
fache VergréBerung. Tief dermal gelegen findet sich eine neutrophilenreiche
Entziindungsreaktion, begleitend auch lymphozytére und histiozyétre Infiltrate
(roter Pfeil), ganz unten ist univakuoléres Fettgewebe zu sehen. Aufgrund des
Einbettens in Paraffin ist es zu Artefakten (Uberlagerungen und Rissbildung) im
Préparat gekommen (SChwarze Sterne). .............oceecveeeeeveesvesiesiesiesieseesenans 42
Abbildung 21: CLSM-Scan des Abszesses aus Abbildung 20. In der tiefen
Dermis finden sich entziindliche Infiltrate (rote Pfeile), ganz unten ist
univakuoléres Fettgewebe zu sehen. Auch ein GefdBbaum ist zu erkennen
(WEIBEE PTEII). ...ttt 42
Abbildung 22: Darstellung eines Gefédl3baums in einem CLSM-Scan. Das
Epithel des Gefélies ist angeschnitten, das Lumen jedoch nicht eréffnet. Die
Zellkerne sind dunkel angeféarbt. Das Gefal3 ist von kollagenen Fasern (blauer
Pfeil) sowie teilweise auch Fettgewebe (gelber Pfeil) umgeben. Parallel zum
Gefai verlauft ein Nerv (griiner Pfeil, vergleiche auch Abbildung 24) ................ 43
Abbildung 23: Darstellung von Geféal3en in einem CLSM-Scan. Das Lumen ist
eréffnet, die flachen, dunkel angeférbten Zellkerne des Endothels sind
randsténdig zu erkennen (Schwarze Pfeile). ...........c.ooceveveeoeneeieinieieesee, 43
Abbildung 24: Ausschnitt eines CLSM-Scans. Ein Nerv (griiner Pfeil) verlguft
parallel zu einem Gefal3 (schwarzer Pfeil). Der Nerv ist von mehreren Lamellen
flacher Zellen umgeben, welche einen lénglichen Zellkern aufweisen (gelber
Pfeil), welcher dunkel geférbt ist. Um den Nerv findet sich Bindegewebe (blauer
Pfeil), welches den Nerv SCRULZL. ..............c.oooveoeeoeeeeeseeeeseesee s 44
Abbildung 25: Ausschnitt eines H&E-geférbter Schnitts, 40-fache VergréBerung.
Die einzelnen Muskelfasern farben sich rot an. Randsténdig sind in blau die
Kerne zu erkennen (SChwarzer PIEIl). ............cocooueveveeeeneneeieeeceseeee e 45
Abbildung 26: Ausschnitt eines CLSM-Scans. Darstellung von Muskelfasern in
hellblau. Die Zellkerne sind dunkelblau geférbt (schwarzer Pfeil). Links ist
Fettgewebe zu erkennen (gelber PIeil). ............c.oooeveeeevineeiesieieeseeeese, 45
Abbildung 27: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung von elastischem
Knorpel. Zu sehen sind die Chondrozyten (schwarzer Pfeil) sowie die dunkel
angeférbten elastischen Fasern (gelber PIeil). ............ccoooeeoevencievenceniiireen, 46
Abbildung 28: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung eines ekkrinen
Schweilldriisenendstiicks. Der Gang ist mehrfach angeschnitten. Zu sehen sind
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sowohl helle, serése Zellen (weiller Pfeil) als auch dunkle, mukése Zellen
(schwarzer Pfeil). Die Driise ist von Fettgewebe umgeben (gelber Pfeil). ......... 47
Abbildung 29: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung eines
Ausflihrungsganges einer ekkrinen Schweil3driise. Der Gang verlauft nicht
mehr gekné&ult, sondern gerade durch Dermis und Epidermis. Das Epithel ist
kubisch, die Zellen sind im CLSM-Scan stark dunkel angeférbt (schwarzer
= SR 48
Abbildung 30: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Haarfollikel, Talgdriise und
ekkriner Schweil3driise. Der Haarfollikel zeigt den Haarschatft (roter Pfeil), die
epitheliale Wurzelscheide sowie das umgebende Bindegewebe (blauer Pfeil).
Rechts neben dem Haarfollikel ist eine Talgdriise (grtiner Pfeil), unterhalb des
Haarfollikels eine Schweil3driise (orangener Pfeil) zu sehen. Der M. arector pili
ist auf diesem Scan nicht dargestellf. ...............oouevveveeveesiesiesiesiesesese s 49
Abbildung 31: Ausschnitt eines CLSM-Scans mit Darstellung einer Talgdriise.
Die Talgdrtise ist in Ldppchen gegliedert. Die peripheren Zellen erscheinen
dunkelblau (blauer Pfeil), die zentralen Zellen erscheinen durch die
Lipidvakuolen heller und haben mittig den Zellkern (schwarzer Pfeil). Unterhalb
der Epidermis zeigt sich aufgrund des Lichtschadens eine ausgeprégte solare
Elastose (roter Pfeil), die Talgdrtiise ist von Fettgewebe (gelber Pfeil) umgeben.
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