Aus der Universitats-Hautklinik Ttbingen

,Rapid Lump Examination®- eine neue Methode
in der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie
im Vergleich zu Paraffinschnitten

bei der 3D-Histologie von Basalzellkarzinomen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Schubert, Melanie Renate

2019



Dekan:
1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der Disputation:

Professor Dr. I. B. Autenrieth
Professor Dr. M. Méhrle
Privatdozent Dr. U. Vogel
19.09.2019



Fur meine Mutter



Inhalt

1 EINLEITUNG ..ot s 7
1.1 BasalzellKarzinOmi..........oiii i 9
1.1.1 EpPIidemiolOgi€......cccoveiiiiiiieieeeeee 9
Inzidenz und Mortalitat ............cooeveeeiiiieiiii e 9

1.1.2 Risikofaktoren und Ursachen ...........cccccoeviiiiiiiiciiiieeeecceeee 11
UV-EXPOSITION ..ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 11
Hautpigmentierung..........ooovviviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12

1= = U o 13

1.1.3 PathOgENESE .....ccooiie e 14
Sporadische Basalzellkarzinome ...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiennnnee. 14
Genetische FaKtoren.........cooooevviveeiiiiiii e 14

Hereditare Basalzellkarzinome...........cccccoeviiiiiiiiviiiiiiieeeeee 15

1.1.4 Fruherkennung, Diagnostik und Therapie ...........ccccceeeeeeennn. 16
Friherkennung und DiagnostiK ..........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnne, 16

DIagNOSTIK ...ceeieiiiiiiiiiiiieee e 17

TREIAPIE ... 17

1.1.5 Prognosefaktoren und Einteilungen des Basalzellkarzinoms 20
Behandlungsassoziierte Prognosefaktoren.............c.c........... 20
Tumorassoziierte Prognosefaktoren ...........cccoooeeeevvivieiinnnnnnn. 20

1.2 Mikroskopisch kontrollierte Chirurgie ..........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienne, 24
1.2.1 MohS’ ChirUrgi€ ......ccovuviiiiiii e e e e 28
1.2.2 3-D-HiStOlOQI€ .....cceeeeeeeeiiie e 29
Randstreifen-Methode (Tubinger Torte) .........cccevevvvceeeneeeennn. 29

MUffin TechniK..........cccooiiii 30

Vertikale Stufenschnitte (Brotlaibtechnik).............ccccevvvvnnnnin. 31

1.3 Rapid Lump EXamination.........coouuueiiiiiiieiiiiieiiii e 32
1.4 ZICISEIZUNG oevvi it aae 33
2 MATERIAL UND METHODEN ......ccooiiiiiiiie, 34
2.1 UntersuchungskolleKtiv..........ccooooriiiiiiii e, 34
2.2 Studiendesign und -ablauf ..., 38
Rapid Lump EXamination .............ccccevvviiiiiiiiie e 38
Paraffinhistologie...........coovviiiiiiiice e 41

2.3 StatistiSChe AUSWEITUNG .....ccvvuiiiiiiiiieeeeiie e 42



3 ERGEBNISSE ... .. 43

3.1 Zeltbedart ... 43
3.2 Bildgebende ANalySe...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 43
3.3 Artdes Praparates und Untersucherabhangigkeit.................c....... 50
3.4 Differentialdiagnostische Schwierigkeiten.............ccccccociiiinnnnnns 51
4 DISKUSSION ....coiiiiiiiiiiiitieieeeeeeee ettt aeeeeaeeeeeeaeaeeeeseseseaseeessesassseneneenees 52
Genauigkeit der Rapid Lump Examination und
Untersucherabhangigkeit .............ccooo 52
Rolle der Farbung und
Anwendung eines dreidimensionalen Mikroskops............... 55
Elimination der Lichtreflexion. ..........ccccvvviiiiiiiiiiien. 56
Betrachtung von auf3en vs. Herstellung von histologischen
Yol 0] 0111 = o [ 56
4.1  Weitere mikroskopische Verfahren............cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 57
Multiphoton Laser-Scanning-Mikroskopie (MPLSM) ........... 57
Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)................. 57
Optische Koharenztomographie (OCT).......cccovvvvvvveiiieeeeennn. 59
Rapid Lump Examination im Vergleich mit anderen
mikroskopischen Verfahren............ccccovviiiiivee, 60
4.2 SCHIURBTOIGEIUNG ... 62
ZUSAMMENFASSUNG ....oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 63
LITERATURVERZEICHNIS ... 64
ABBILDUNGSVERZEICHNIS .....oottiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68
TABELLENVERZEICHNIS ....oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeteeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeee e 69
ERKLARUNG ZUM EIGENANTEILL ...ccvoeiviiiiieiic et 70
DANKSAGUNG ...t 71



Abkilrzungen

BAP BRCA1-assoziiertes Protein

BRCA BReast CAncer

BZK Basalzellkarzinom/ Basaliom

DNA Desoxyribonukleinsaure

3D dreidimensional

GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
HE Hamatoxylin & Eosin

IARC International Agency for Research on Cancer
iBZK infiltrativer BZK-Typ

MCI1R Melanocortin-1-Rezeptor

Min Minuten

MKC mikroskopisch kontrollierte Chirurgie

MM malignes Melanom

MSC melanozytare Hauttumoren

nBZK nodularer BZK-Typ

NMSC nicht-melanozytare Hauttumoren

PTCH1 proteinkodiertes Homolog 1-Gen

RKI Robert Koch Institut

RLE Rapid Lump Examination

ROS freie Sauerstoffradikale

SCC Plattenepithelkarzinom/ Spinaliom
Sec Sekunden

SHH Sonic-Hedgehog

SMO Smoothened

sBZK superfizieller BZK-Typ

uv ultraviolett

XP Xeroderma pigmentosum



1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat die Haufigkeit von Hauttumoren, vor allem die des
Basalzellkarzinoms (BZK), besonders auch bei jungen Menschen rasant
zugenommen (1). Besonders betroffen sind sonnenexponierte Korperflachen
Uberwiegend im Kopf- und Halsbereich (2). Um dieser wachsenden
Hautkrebsepidemie gerecht zu werden, welche auch Auswirkungen auf die
dermatochirurgisch-onkologische Versorgung der Hauttumorpatienten mit sich
bringt, besteht die dringende Notwendigkeit fiir eine schnelle, zuverlassige und
kosteneffiziente neue Diagnostikmethode.

Die bereits etablierten Standardverfahren wie die von Frederic Mohs eingefuihrte
und weiter modifizierte mikroskopisch-kontrollierte Chirurgie (MKC) ermoglichen,
den Tumor vollstdandig und gewebeschonend zu entfernen (3-5). Die
darauffolgende topographisch orientierte histologische Auswertung liefert dem
arztlichen Entscheidungstrager sicher und zuverlassig therapierelevante
Informationen hinsichtlich der An- oder Abwesenheit von Tumor in den
Schnittrandern. Exzisionen und histopathologische Beurteilungen muissen
wiederholt werden, bis die chirurgischen Rander frei von Tumorzellen sind. In
Abhangigkeit von der klinischen Situation oder der Praferenz des Chirurgen wird
die MKC an Gefrierschnitten durchgefuhrt, die innerhalb von 30 Minuten bis zu
einigen Stunden zur Verflgung stehen (,Mohs Surgery“), oder an in Paraffin
eingebetteten Schnitten, die mindestens 20 Stunden Bearbeitungszeit
beanspruchen (,Slow Mohs*). Eine zeitsparende neuere
Gewebeuntersuchungsmethode, die ex vivo konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM), liefert sehr schnell zweidimensionale schwarz-weil3 Bilder
mikroskopischer Morphologie in weniger als 30 Minuten. Allerdings zeigten
Studien eine unzureichende Korrelation zwischen Histologie und CLSM Bildern
(6). Die Rapid Lump Examination (RLE) als neues Werkzeug der Mohs-Chirurgie
kénnte den Prozess der histopathologischen Untersuchung von Tumorgewebe
unmittelbar nach der Exzision beschleunigen (7). Die Zuverlassigkeit von RLE in
der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie ist noch nicht ausreichend belegt.

Daher war es das Ziel der hier vorgelegten Untersuchung, die Anwendung der



RLE mit Hamatoxylin & Eosin (HE) gefarbten Paraffinschnitten in der
mikroskopisch-kontrollierten Chirurgie (MKC) bzw. in der dreidimensionalen
Histologie (3D-Histologie) in der klinischen Routine zu vergleichen.



1.1 Basalzellkarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Inzidenz und Mortalitat

Laut der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
(GEKID) und dem Robert Koch Institut (RKI) gehort der Hautkrebs mit einer
Inzidenz von 206.500 Neuerkrankungen pro Jahr zu den haufigsten bdsartigen
Tumoren bei M&nnern und Frauen in Deutschland (8).

Die Einteilung von Hautkrebs erfolgt in melanozytare (MSC) und nicht-
melanozytare (NMSC) Hauttumoren. Unter dem Begriff melanozytare
Hauttumoren werden alle Formen des malignen Melanoms (MM) gezahlt. Zu den
nicht-melanozytaren Hauttumoren gehdren neben den haufigsten Arten, dem
Basalzellkarzinom (BZK) und dem Plattenepithelkarzinom (SCC / Spinaliom) (9),
auch seltene Hautkrebsformen, zu denen u.a. die Merkel-Zelltumoren,
Fibrosarkome sowie Karzinome der Talg- und Schweif3driisen gehéren (8, 9).
Nach Bewertungen des Robert Koch Instituts ist die Erfassung nicht-
melanozytarer Hauttumoren in bevolkerungsbezogenen Krebsregistern
international aufgrund der geringen Sterblichkeit noch nicht alltaglich, so dal3 die
vorhandenen Daten nur eingeschrankt zu beurteilen sind (10).

Ebenso beschrankt ist die Datenlage in Deutschland, wodurch sich nur eine
geringflgige Aussage uber die Inzidenz- und Mortalitatsrate der einzelnen Arten
nicht-melanozytarer Hauttumoren, speziell fir das in dieser Arbeit relevante
Basalzellkarzinom, machen laRt (10).

Es wurde berichtet, dass in den letzten Jahrzehnten die Haufigkeit von
Hauttumoren, vor allem die des Basalzellkarzinoms, besonders auch bei jungen
Menschen rasant zugenommen hat (1).

Manner waren haufiger betroffen als Frauen; jedoch war die Inzidenzzunahme in
den letzten zehn Jahren bei Frauen steiler (11).

Manner erkrankten im Mittel mit 72 Jahren und somit spater als Frauen, bei
welchen im Mittel mit 71 Jahren die Diagnose eines Basalzellkarzinoms gestellt

wurde.



Mit einer Inzidenz von Uber 159.200 Neuerkrankungen bundesweit zahlen
Basalzellkarzinome bei M&nnern und Frauen zu den haufigsten malignen
Tumoren (8).

Steigende Inzidenzraten wurden nicht nur in Deutschland, sondern auch in
anderen Européaischen Landern, Nordamerika und Australien verzeichnet (1, 12).
Mit ihrer interaktiven Internet-basierten Datenbank, die ‘up-to-date‘ Daten zu
allen Krebsarten liefert, zeigte die altersstandardisierte Rate (Europastandard)
von nicht-melanozytaren Hauttumoren eine Zunahme von 72,7 auf 115,7 Fallen/
100 000 bei Mannern und von 50,8 auf 85,0 Féallen/ 100 000 bei Frauen im
Zeitraum von 2003 bis 2012 (13).

Altersstandardisierte Mortalitatsraten (Europastandard) von nicht-melanozytéaren
Hauttumoren waren sehr niedrig mit 0,6 Todesféllen pro

100 000 Mé&nner und 0,3 Todesfalle pro 100 000 Frauen im Jahr 2012 (13).

Im Vergleich beider Haupt-Hautkrebsarten, dem Melanom und dem nicht-
melanozytaren Hautkrebs, wurden die Fallzahlen der Neuerkrankungen nicht-
melanozytarer maligner Hauttumoren 7-fach (69319 NMSC / 9919 Melanome)
hoher bei Mannern und 6,3-fach (61290 / 9672) hoher bei Frauen im Jahre 2012
geschatzt (GEKID). Die Mortalitat hingegen war fur beide Geschlechter
wesentlich niedriger (13).

Jahrlich verstarben etwa 688 Patienten an den Folgen von malignen nicht-
melanozytaren Hauterkrankungen (8). Eine Differenzierung nach verschiedenen

Karzinomsubtypen kann mittels der Todesursachenstatistik nicht erfolgen.
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1.1.2 Risikofaktoren und Ursachen

Die Haut als grof3tes Organ des menschlichen Kdrpers ist das gesamte Leben
tber immer wieder verschiedenen Desoxyribonukleinsdure (DNA)-schadigenden
Umwelteinflissen ausgesetzt.

Das Basalzellkarzinom als am haufigsten auftretender nicht-melanozytarer
Tumor der Haut tritt besonders an sonnenexponierten Korperoberflachen wie
dem Kopf- und Halsbereich auf (2).

UV-Exposition

Das gehaufte Auftreten eines BZK im Kopf- und Halsbereich wird mit einer
Langzeit-Exposition gegenuber ultraviolette (UV)-Strahlung im Sinne eines
wiederholt auftretenden Sonnenbrandes assoziiert (14). Die UV-Strahlung ist die
haufigste Ursache fur die Entwicklung von Hautkrebs und fiihrt zu DNA-Schaden
und Gen-Mutationen, die bei Menschen hdheren Alters im Verlauf des Lebens
das Hautkrebsrisiko stark ansteigen lassen (15).

Das Sonnenlicht ist ein kontinuierliches Spektrum elektromagnetischer
Strahlung, das sich abhangig von der Wellenlange in drei groRe Spektren
einteilen lasst: ultraviolett, sichtbar und infrarot. Der ultraviolette Bereich ist das
bedeutendste Spektrum des Sonnenlichtes, welches fiur die lichtbedingte
Hautalterung und verschiedene Formen von Hautkrebs verantwortlich ist (16).
Die UV-Strahlung wird unterteilt in UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) und
UVC (100-280 nm)(17).

Etwa 95% der langwelligen UVA-Strahlung und nur 5% der kurzwelligen UVB-
Strahlung erreichen die Erdoberflache (18).

Das Eindringen von UVB durch die Erdatmosphare wird durch die zunehmende
Verarmung der Ozonschicht stetig erleichtert, wodurch sich das Risiko fur ein UV-

induziertes Karzinom erhéht (19).
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Zu den akuten Reaktionen der menschlichen Haut auf UV-Strahlung gehoren
Erytheme, Mutationen, Immunsuppression, die Synthese von Vitamin D sowie
die Hyperpigmentierung (Brdunung). Zu den chronischen, durch UV-Strahlung
bedingten Schaden der Haut zahlen die Hautalterung und die Karzinogenese, die
beide durch Mutationen induziert werden (14).

UVA und UVB zeigen unterschiedliche Eigenschaften ihrer biologischen
Wirkungen auf die Haut. UVB-Strahlung hat eine zellschadigendere und
mutagenere Wirkung als UVA, wohingegen UVA in tiefere Hautschichten als UVB
eindringen kann.

Wahrend UVB direkt von der DNA absorbiert wird und einen grundlegenden
DNA-Schaden hervorruft, ist UVA hauptsachlich fiur einen indirekten DNA-
Schaden durch die Erzeugung von reaktiven Sauerstoffradikalen verantwortlich
(20).

Hautpigmentierung

Hautkrebs ist eine der haufigsten Formen von Krebs in der hellhautigen
Bevolkerungsgruppe in vielen Bereichen der Welt (15).

Das Auftreten von Hautkrebs hangt sowohl proportional mit der Menge an UV-
Strahlung als auch umgekehrt proportional mit dem ,Grad der Pigmentierung der
Haut® zusammen (15). Die heute gebrauchlichste Einteilung verschiedener
Hauttypen erfolgt nach Fitzpatrick, einem amerikanischen Dermatologen, der
erstmals 1975 eine derartige Klassifikation entwickelte. Diese wurde im Lauf der
Jahrzehnte erweitert und umfal3t heute sechs Hauttypen. Ausschlaggebend fir
die klinische Zuordnung zu einem Hauttyp ist die Farbe der mit Sonnenlicht
unbestrahlten Haut, sowie das Braunungsverhalten und die Neigung, einen
Sonnenbrand zu entwickeln. Pathogenetisch hangt die Einteilung von der Menge

des individuell produzierten Melanins ab.
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Melanin

Neben der vom Melaningehalt abhéngigen Einteilung der Hauttypen besitzt
Melanin den naturlichsten Hautschutzfaktor gegentiber UV-Strahlung.
Epidemiologische Studien unterstitzen die protektive Rolle von Melanin
gegentuber Sonnenlicht, da sich eine entgegengesetzte Korrelation zwischen der
Hautpigmentierung und dem Auftreten von sonnenbedingtem Hautkrebs gezeigt
hat (18). Somit besteht eine geringere Haufigkeit von Hautkrebs bei Individuen
dunkler Hautfarbe als bei Hellhautigen (14).

Die abschirmende Wirkung besonders von Eumelanin beruht auf seiner
Fahigkeit, als Breitband-UV-Absorptionsmittel und damit als physikalische
Barriere das Eindringen von UV-Strahlung in die Epidermis zu reduzieren (21).
Bei Menschen mit weniger oder gar nicht vorhandenem Melanin in Haaren, Haut
und Augen, den sogenannten Albinos bzw. Menschen mit Albinismus, liegt ein
héheres Risiko vor, Hauttumoren im Laufe des Lebens zu entwickeln. Ein 10-
Jahres retrospektives Review von Kiprono et al. hat gezeigt, dass das
Hautkrebsrisiko in afrikanischen Albinos bedingt durch die Nahe zum Aquator
und die damit verbundene hdhere UV-Strahlungsbelastung und dem geringeren
bis fehlenden Melaningehalt gréRer ist (22).

Bislang galt, dass die Pigmentierung der Haut der wichtigste protektive Faktor
gegentber UV-Strahlung ist, da Melanin neben der Funktion als Breitband-UV-
Absorptionsmittel auch antioxidative Eigenschaften hat und damit als
Radikalfanger dient. Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass Melanin vor
allem nach UV-bedingter Sonnenexposition auch eine gewisse toxische Wirkung
entfalten kann. So kann Melanin Uber die Erzeugung von freien
Sauerstoffradikalen (ROS) nach UVA-Exposition DNA-Schaden erzeugen und

als Photosensibilisator fungieren (23).
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1.1.3 Pathogenese

Das Basalzellkarzinom wurde erstmals im Jahre 1827 von Arthur Jacob als ein
destruierendes Geschwir seltsamen Charakters beschrieben, welches einen
aulBergewohnlich langsamen Wachstumsprozess, veranderten Rand und
Oberflache aufzeigt, das sich ohne die Entfernung nicht zurickbildet und
benachbarte Lymphgefal3e nicht infiltriert (24).

Ausgehend von den Basalzellen entwickelt sich das BZK im Bereich des
Haarfollikelbalges, den follikularen Matrixzellen und speziellen Basalzellen der
interfollikularen Epidermis. Man geht von pluripotenten Vorlauferzellen bei
Erwachsenen und epithelialen Stammzellen bei Kindern mit multiplen BZKs aus
(25).

Sporadische Basalzellkarzinome

Der tUberwiegende Teil der jahrlich neu diagnostizierten BZKs ist sporadischer
Natur und tritt im Vergleich zu dem Plattenepithelkarzinom so gut wie nie aus
einer Karzinomvorstufe auf. Neben den oben bereits erwahnten exogenen
Faktoren spielen untergeordnet auch endogene Faktoren wie genetische Defekte

eine Rolle in der Entstehung.

Genetische Faktoren

Somatische Mutation im Sonic-Hedgehog (SHH) —Signalweg

Auf  Molekularebene  durchgefiihrte  Untersuchungen zeigten  bei
Basalzellkarzinomen Stérungen in der Regulation des Sonic-Hedgehog-
Signalweges insbhesondere durch Mutationen des Suppressor-Proteins Protein
patched homolog 1-Gen (PTCHL1). Diese Art der Mutation wurde vor allem bei

BZKs im Rahmen des Basalzellnaevus-Syndroms beobachtet (25).
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Hereditare Basalzellkarzinome

Gorlin-Goltz-Syndrom

Das Basalzellnaevus-Syndrom wird auch Gorlin-Goltz-Syndrom genannt.

Ein geringer Teil aller neu aufgetretenen Basalzellkarzinomerkrankungen
entstehen aus hereditéaren Krebssyndromen. Der Unterschied zum sporadischen
Basalzellkarzinom besteht in Mutationen in der Keimbahn. Bei diesen
Keimbahnmutationen sind alle Korperzellen betroffen, wohingegen beim
sporadisch auftretenden Basalzellkarzinom die genetischen Defekte nur im
Tumorgewebe zu finden sind. Das mit Abstand h&ufigste Auftreten hereditar
bedingter Basalzellkarzinome zeigt sich bei dem autosomal-dominant vererbten
Gorlin-Goltz-Syndrom.

Neben dem Auftreten multipler BZKs in bereits jungen Jahren zeigen diese
Patienten weitere Fehlbildungen insbesondere des Skelettsystems wie
Kieferzysten und des ZNS wie Verkalkungen der Falx cerebri (26).
Untersuchungen haben bei Patienten mit einem Gorlin-Goltz-Syndrom eine
inkomplette Penetranz von Mutationen fir das PTCH-Tumorsuppressorgen
sowie fur den Hedgehog-Signalweg nachgewiesen (27).

PTCHZ1 kodiert fur ein Transmembranprotein, das als Rezeptor fur die Hemmung
eines weiteren Proteins, des Smoothened (SMO)-Proteins, zustandig ist.

Ein Defekt des PTCH1 fihrt zu einer standigen Aktivierung des SMO, wodurch

die Zellproliferation stimulierenden Signale dominieren (27).

Mutation des BRCA1- assoziiertem Protein 1 (BAP1)-Gens

Eine weitere Keimzellmutation, die ein Syndrom mit erhéhtem Risiko fir das
Auftreten von epithelialen Hauttumoren wie das BZK zur Folge hat, zeigte die
aktuelle Studie von Mochel et al. Die in dieser Studie untersuchten Patienten
wiesen eine heterozygote Keimzellmutation in dem BRCA1- assoziierten Protein
1 (BAP1), einem weiteren Tumorsuppressorgen, auf. Alle sieben mit BAP1
Keimbahnmutation untersuchten BZKs zeigten einen Verlust in der
immunohistochemischen BAP1 Zellkernfarbung. Im Vergleich dazu konnten in 30
von 31 sporadisch aufgetretenen BZKs der Kontrollgruppe eine positive BAP1

Zellkernfarbung nachgewiesen werden (28).
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1.1.4 Friherkennung, Diagnostik und Therapie

Friherkennung und Diagnostik

Das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose ist nicht wie bei den
Uberwiegenden Karzinomerkrankungen entscheidend fur das Langzeitiiberleben
des Patienten, sondern fur das operative Ausmald und fir die Art des damit
verbundenen Verschlusses.

Als Untersuchung zur Friherkennung (Screening) wird in der Leitlinie
,Basalzellkarzinom der Haut', veroffentlich von der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) im Auftrag der
Arbeitsgemeinschaft Dermatologische Onkologie (ADO) der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft, zuletzt
Uberarbeitet im Jahre 2012, die Empfehlung ausgesprochen, dass die Diagnose
eines Basalzellkarzinoms i.d.R. klinisch gestellt wird. Die Sicherheit der
klinischen Diagnose kann durch die Auflichtmikroskopie (Dermatoskopie)
verbessert werden und in der Differentialdiagnostik hilfreich sein.

Die Auflichtmikroskopie ist ein nicht invasives Verfahren, welches abhangig vom
Subtyp des Basalzellkarzinoms unterschiedliche Merkmale aufweist. Im Falle
eines Basalzellkarzinoms des superfiziellen Typs (sBZK) zeigen sich
dermatoskopisch typischerweise feine Teleangiektasien, viele kleine Erosionen
und Strukturen entsprechend der dermoepidermalen Pigmentierung. Im
Gegensatz dazu lasst sich ein sBZK beim Nachweis von eiférmigen Nestern
ausschlieen, wahrend verzweigte GefaRe und groBe Ulzerationen
Basalzellkarzinomen vom nodularen (nBZK) und infiltrativen (iBZK) Typ
zugeordnet werden (29). Abhangig von den zum Teil oben genannten Kriterien
zum Nachweis der unterschiedlichen Subtypen eines Basalzellkarzinoms
konnten in einer Studie von Lallas et al. in 80% der untersuchten BZKs der
richtige histopathologische Subtyp dermatoskopisch im Voraus erkannt werden
(30).

Bei dem Verdacht auf das Vorliegen eines Basalzellkarzinoms der Haut sollte die
Untersuchung des gesamten Hautorgans erfolgen und zur Diagnosesicherung

eine histologische Untersuchung durchgefihrt werden (31).
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Deutschlandweit wird seit dem 01.Juli 2008 ein flachendeckendes Hautkrebs-
Screeningprogramm von den gesetzlichen Krankenkassen angeboten.
Anspruchsberechtigt ist jeder gesetzlich Versicherte Uber dem 35.Lebensjahr.
Die Untersuchung kann alle 2 Jahre erfolgen. Die Kosten dafur werden von den
gesetzlichen Krankenkassen tbernommen (32).

Diagnostik

Fakultative bildgebende Untersuchungen wie die Computertomographie zum
Ausschluss einer Metastasierung sind in der Regel nicht notwendig. Eine
lymphogene und hdmatogene Metastasierung kommt bei Basalzellkarzinomen
selten vor (33). Eine genaue Aussage Uber die Inzidenz der Metastasierung bei
BZKs lasst sich in der Literatur nicht ausreichend belegen. Die niedrigste
publizierte Inzidenz von Metastasen liegt bei 0,0028%. In einem Fallbeispiel von
Cunneen et al. aus dem Jahre 2008 wurde von einem Patienten berichtet, bei
dem neun Jahre nach Entfernung eines BZKs am Augenlid multiple
Lungenmetastasen festgestellt worden sind. Histopathologisch stellte sich ein
metatypisches, in der Fachsprache auch basosquamds genanntes BZK mit
ahnlichen Eigenschaften wie der Primartumor heraus. Ein metatypisches BZK
weist sowohl BZK- als auch Plattenepithelkarzinomzellen auf und bringt ein

héheres Risiko fir eine Fernmetastasierung mit sich (34).

Therapie

Nach dem amerikanischen Krebsinstitut sind Basalzellkarzinome als Tumoren
definiert, die so gut wie nie metastasieren und ein destruktives, infiltratives
Tumorwachstum aufzeigen (35).

Bei der Behandlung des Basalzellkarzinoms wird nicht wie bei Karzinomen ublich
zwischen einer kurativen und palliativen Therapie differenziert, sondern soweit
es die lokale Tumorausdehnung zulasst, im Allgemeinen eine Kkurative
Behandlung angestrebt.

Auch bleibt eine Unterscheidung zwischen einer neoadjuvanten und adjuvanten
Behandlung bei Basalzellkarzinomen aus.

Eine Vielzahl an moéglichen wirksamen Behandlungen ist bekannt und umfasst

sowohl invasive als auch nicht-invasive Therapiemoéglichkeiten. Letztere
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umfassen lokale medikamentdose Behandlungen mit Imiquimod, einem
Immunmodulator, sowie lokal destruierende Verfahren wie Kirettage,
Kryotherapie, Lasertherapie und photodynamische Therapie (31, 36).

Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 1.

Nicht-operative Therapie und ihre Indikationen
Strahlentherapie e Bei priméarer Inoperabilitat

Nach inkompletter chirurgischer
Entfernung (R1,R2)

e Kontraindiziert beim
Basalzellkarzinom-Syndrom
(Gorlin-Goltz-Syndrom)

Kryotherapie ¢ Kleinere oberflachliche Tumoren,
z.B.an den Augenliedern

e besonders bei Patienten mit
héherem Alter, bei denen eine
Operation eine groéRere Belastung
darstellt

Immunologische Therapie mit | e v.a. bei superfiziellen
Immiquimod Basalzellkarzinomen und bei
Basalzellkarzinom-Syndrom

Photodynamische Therapie (PDT)

Lokale = Chemotherapie mit  5-
Fluorouracil (5-FU)

Hedgehog-Inhibitoren ¢ bei Patienten mit inoperablen,
(Vismodegib;LDE225) nicht strahlentherapierbarem bzw.
nicht erfolgreich
strahlentherapiertem und/oder
metastasierendem
Basalzellkarzinom

Tabelle 1: Therapiealternativen zur operativen Therapie (ohne histologische Kontrolle) (31).

Bei diesen Verfahren bleibt eine histologische Kontrolle des
Behandlungsergebnisses aus. Ein erhohtes Risiko fir das Auftreten von

Rezidiven im Vergleich zum operativen Standard liegt vor.
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Die Basis der kurativen Therapie des Basalzellkarzinoms stellt gegenwartig die
chirurgische Resektion des Tumors im Gesunden mit histologischer Kontrolle dar
(31). Diese Standardtherapie kann entweder durch eine Operation mit
systematischer Schnittrandkontrolle (mikroskopisch kontrollierte Chirurgie) oder
durch eine Operation mit tumoradaptiertem Sicherheitsabstand und
konventioneller Histologie erfolgen (Tab. 2) (31).

Bei superfiziellen Basalzellkarzinomen wird h&ufig auch eine Horizontalexzision

(,Shave-Exzision®) durchgeflhrt.

Operative Therapie und ihre Indikationen

Operation mit systemischer e _Problemlokalisationen®im
Schnittrandkontrolle (mikroskopisch Gesicht in Verbindung mit GroRe
kontrollierte Chirurgie) und histologischem Typ

e Rezidivtumoren

Operation mit tumoradaptiertem e Kleine Tumoren in jeder

Sicherheitsabstand und Lokalisation

konventioneller Histologie

e grofRere Tumoren an Stamm und
Extremitaten

Horizontalexzision mit e Multifokale, superfizielle

konventioneller Histologie, Kiirettage Basalzellkarzinome vor allem an
Stamm und Extremitaten
(Rumpfhauttyp)

Tabelle 2: Empfehlungen zur operativen Therapie des Basalzellkarzinoms (mit histologischer Kontrolle) in Bezug auf

Tumortyp, Lokalisation und Rezidivrisiko (31).

Bleibt eine komplette Resektion des Tumorgewebes in sano aus, sollte eine
erneute operative Entfernung bis zur erwiinschten RO-Resektion durchgefihrt
werden, soweit dies der Allgemeinzustand des Pateinten und die

Tumorausdehnung zulassen.
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1.1.5 Prognosefaktoren und Einteilungen des Basalzellkarzinoms

Behandlungsassoziierte Prognosefaktoren

Die Prognose von Patienten mit Basalzellkarzinom hangt von der Behandlung
ab. Einer der entscheidenden Prognosefaktoren ist der mikroskopisch tumorfreie
oder nicht tumorfreie Resektionsrand des resezierten Tumors. Dieser
Resektionsrand und die damit verknipfte mdogliche Anwesenheit eines
Residualtumors ist die  Verbindung zwischen Behandlungs- und

Tumorassoziierten Prognosefaktoren.

Tumorassoziierte Prognosefaktoren

Bis heute wurde in der Literatur eine Vielzahl von histopathologischen Subtypen
von BZKs beschrieben. In der Arbeit von Vantuchova et al. wurde abhangig von
unterschiedlichen Autoren eine Ubersicht dieser Vielfalt méglicher BZK-Subtypen
zusammengefasst (37).

Eine Ubersicht uber unterschiedliche Basalzellkarzinom-Einteilungen gibt
Tabelle 3.
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Sloan Sexton | Rippey Weedon Rosai WHO
1977 1990 1998 2002 2004 2006
Nodular/ Noduléar/ | Nodular, Nodular/ Nodular/ Nodular/
Solid Solid incl. Mikro- | Solid Solid Solid
Nodular
Super- Super- | Superfiziell | Superfiziell | Superfiziell | Superfiziell
fiziell fiziell
Infiltrativ Infiltrativ | Infiltrativ, Infiltrativ Infiltrativ Infiltrativ
incl.
Sklero-
sierend
Nodular Mikro- Mikro- Mikro- Mikro-
mit nodular nodular Nodular nodular
infiltrativen
Randern
Fibro- Fibro- Fibro-
epithelial epithelial epithelial
Baso- Baso- Baso-
squamos squamos squamos
(Meta-
typisch)
Keratotisch | Keratotisch | Keratotisch
Pigmen- Pigmentiert
tiert
Infundibulo | Infundibulo- | Mit Adnex-
-zystisch zystisch Differen-
zierung
Adenoid Adenoid
Zystisch Zystisch
Sklero- Sklero- Sklero-
sierend sierend sierend
Meta- Feinzellig
typisch
Ge- Gemischt | Gemischt
mischt

Tabelle 3:Vergleich von Einteilungen von BZKs, modifiziert nach (37).

Die meisten Autoren verwendeten zwei grundlegende Kriterien bei der Erstellung
ihrer Klassifikationen: Das histologische Wachstumsmuster und die histologische
Differenzierung. Der Uberwiegende Teil der Autoren war sich einig, dass dem
histologischen Wachstumsmuster die grof3te Bedeutung zuzuordnen ist (37). Im

Gesamten betrachtet wurden in allen Arbeiten sowohl! der nodulare als auch der

superfizielle und infiltrative Subtyp genannt.
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Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt das Basalzellkarzinom
histologisch in acht verschiedene Arten (38).

Laut der S3-Leitline ,Pravention Hautkrebs" sind dabei BZKs vom noduléren Typ
am haufigsten anzutreffen (39).

Die Einteilung der solitaren bosartigen Tumoren erfolgt nach dem TNM System
der ,International Union against cancer (UICC). Im klinischen Alltag finden sie
allerdings bei der Einteilung von BZKs kaum Anwendung, da die T-
Klassifizierung zur Ausbreitung des Primartumors zu grob ist und der
Lymphknotenbefall (N) und die Fernmetastasierung (M) praktisch nicht
vorkommen.

Eine weitere Information tUber den Primartumor kann unter der Rubrik histo-
pathologischer Differenzierungsgrad (Grading) festgehalten werden. Das
Grading ist ein weiterer wichtiger Faktor der Prognoseeinschatzung.
Insbesondere, wenn gut und maRig differenzierte (,low grade®) Tumoren mit
gering und undifferenzierten (,high grade“) Tumoren verglichen wurden, konnte
eine prognostische Bedeutung nachgewiesen werden, wobei die ,high grade®
Tumoren eine signifikant schlechtere Prognose aufwiesen (38).

In Tabelle 4 ist das histopathologische Grading nach den Richtlinien der UICC
aufgefthrt (40)

Prognosefaktoren Low-Risk High-Risk
Lokalisation e L<20mm e |>20mm

e M<10mm e M>10mm

e H<6mMmM e H>6mm
Tumordicke <2mm > 6mm
Tumorgrenze Gut definiert Schlecht definiert
Resektionsrand-Status | Negativ Positiv
Ort Lippe, Ohr, Genital
Perineurale Invasion Nicht, nur  einzeln, | Mehrere, symptomatisch

asymptomatisch
Schnelles Wachstum Nicht vorhanden Vorhanden
Subtyp Nodular, superfiziell Mikronodular, infiltrativ,
sklerosierend

L: Stamm, Extremitaten; M: Wange, Stirn,Kopf und Hals; H: Gesicht

Tabelle 4: Prognosefaktoren abhéngig vom histopathologischen Grading in Low-Risk und High-Risk-BZKs, (hach (40)).
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Wichtig ist, dass die gebrauchlichen Einteilungssysteme wie das TNM System
keine individuellen Vorhersagen erlauben. Aus diesem Sachverhalt heraus
entstand der Gedanke, dass die mikroskopische Kontrolle des exzidierten BZKs

fur eine exaktere individuelle Prognoseeinschatzung und Therapie unabdingbar
ist.
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1.2  Mikroskopisch kontrollierte Chirurgie

Vor der Therapie kann die Ausdehnung der bodsartigen Hauttumoren trotz einer
Vielzahl modernster Methoden bis heute makroskopisch nicht ausreichend
beurteilt werden. Ein ausgepragtes subklinisches Tumorwachstum zeigt sich mit
dunnen Tumorauslaufern und wenige Zelllagen breit. Somit besteht das Risiko,
die Resektionsrander zu knapp oder unndtig weit zu wahlen (41, 42).

Unter dem Begriff der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie (MKC) hat man eine
Reihe an Methoden zusammengefasst, welche die Mdglichkeit bieten, einen
Tumor vollstandig zu entfernen (RO Resektion / histologisch im Gesunden) und
unter histologischer Sicherung das angrenzende gesunde Gewebe soweit wie
maoglich unberihrt zu lassen (41).

Ihre Anwendung findet diese gewebeschonende chirurgische Technik fur
Hauttumoren an problematischen Lokalisationen im Rahmen von aggressivem
Tumorwachstum oder wenn eine RO Resektion in jedem Falle sichergestellt
werden sollte (41).

Die MKC teilt man in Methoden ein, die eine komplette und eine inkomplette
Untersuchung der Resektionsrander ermadglichen (41).

Eine Ubersicht der Methoden mit einer kompletten Untersuchung der

Resektionsrander und ihren Vor- sowie Nachteilen bietet Tabelle 5.
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Methoden Vorgehen Vorteile Nachteile
Mohs- Schussel- + Komplette - artefaktreich
Chirurgie férmige Schnittrandkontrolle und fehleranfallig
Exzision
+ zeitnaher - nicht
Kryostatschnitte | Wundverschluss reproduzierbar
- kompliziert und
aufwendig
- Qualitats-
einbufRen durch
Kryostatschnitte
maoglich
Minchner Horizontale + eindeutige - zahlreiche
Methode Stufenschnitte | Bestimmung der Schnitte zu
kompletten Exzision beurteilen
Zylinder- durch Darstellung des
férmige Gesamttumors (3D) - Beurteilung der
Exzision Epidermis
+ zeitnaher eingeschréankt
Kryostatschnitt | Wundverschluss
- Interpretation
erfordert
besondere
Erfahrung
- nicht
reproduzierbar
3D-Histologie- Techniken
Randstreifen- | Exzision en + komplette - Tumormitte bei
Methode/ bloc Schnittrandkontrolle kleinen
Muffin- Exzidaten
Technik Abtrennung von | + Exzision en bloc schlechter
Réndern und innerhalb eines beurteilbar

ggf.Basis am
nativen oder
fixierten Exzidat

Préaparationsvorganges

+ fur grol3e
(Randstreifen-Technik)
und fir kleine (Muffin-
Technik) Exzisionen
geeignet

+ bei Verstandnis gut
durchfihrbar
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La Galette Nachtragliche + komplette - erschwerte
Entfernung von | Schnittrandkontrolle Schnittfiihrung
R&ndern und moglich
Basis in situ - doppelte
+ gutes Praparat des Blutstillung
Tumors (Tumor und
Réander)
Square Eckige Exzision | + komplette - eckige
Procedure zur besseren Schnittrandkontrolle Wunddefekte
Abtrennung der | mdglich
Randschnitte - erschwerte
Schnittfihrungen
Quadranten- | Entfernung der | + komplette - durch die
Technik Ré&nder am Schnittrandkontrolle vorausgegangen
fixierten e Fixierung ist
Praparat + kein Mehraufwand ein planer
aul3er bei der Anschnitt von
Fadenmarkierung der Peripherie
erschwert
Wallgraben Zuerst + komplette Kontrolle - die Basis kann
oder Randexzision, des lateralen erst bei einem
Perimeter- Tumor ist Schnittrandes méglich | spateren
Technik zunachst Operationsschritt
Platzhalter + Tumor bleibt kontrolliert
zunachst in situ werden
- nur far
oberflachliche
Tumoren

Tabelle 5: Methoden der Mikroskopisch kontrollierten Chirurgie mit vollstandiger Darstellung der Schnittrander (41).
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Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht tiber die Methoden der inkompletten Untersuchung

der Resektionsrander.

Methoden

Vorteile

Nachteile

Vertikale
Stufenschnitte
(Brotlaibtechnik)

+ Bestimmung der
kompletten Exzision nur fur

die jeweilige Schnittebene

+ einfach in der

geometrischen Vorstellung

- nur vertikale
Zufallsschnitte,
insbesondere bei
grol3eren Exzidaten

- diagnostische Licken
(je grof3er das Exzidat,
desto grof3er die
Lucken).

- Ggf. viele Schnitte zu

beurteilen

Vertikale
Stufenschnitte und
zusatzliche Proben

vom Rand

Probebiopsien sind

als ,Mapping“ gedacht

Tabelle 6: Methoden der Mikroskopisch kontrollierten Chirurgie mit unvollstandiger Darstellung der Schnittrander (41).

+ eindeutige Bestimmung
der kompletten Exzision
(nur far die jeweilige
Schnittebene) und der

Proben

+ reproduzierbar bei
aufwandiger

Dokumentation

+ einfach, kaum Artefakte
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Schnittrénder werden

untersucht)



1.2.1 Mohs’ Chirurgie

Eingefluhrt wurde die mikroskopisch kontrollierte Chirurgie in den vierziger Jahren
von Frederic Mohs. Der amerikanische Dermatologe fuhrte eine Art lickenlos
histologisch kontrollierte Chemochirurgie ein, bei der, vor der eigentlichen
Exzision des Tumor, dieser mittels einer Zinkchloridpaste lokal fixiert wurde (3).
Aufgrund des sehr schmerzhaften Vorgehens wurde diese Methode im Verlauf
der Jahre durch eine Vielzahl bekannter Dermatologen weiter modifiziert. Einer
von ihnen war Tromovitch. Dieser hat im Jahre 1974 das Kryostatverfahren
publiziert, bei der unter Lokalanasthetikum der Tumor entfernt und anschliel3end
mittels Kryostatschnitten histologisch untersucht wurde (4).

Die modifizierten Verfahren ermdglichen heute zuverlassig und schnell den
Tumor gewebeschonend und sicher zu entfernen (4, 43).

Wie folgende Graphiken zeigen, wird der Hauttumor bei der klassischen Mohs'
Surgery zunachst mit einer Kirettage abgetragen (,debulking®), anschliellend

schisselférmig exzidiert und in vier Quadranten geteilt.

Die histopathologische Beurteilung der Gewebeexzidate erfolgt an
Gefrierschnitten (43).

Abbildung 1: Mohs-Chirurgie (Kryostatverfahren) (41).
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1.2.2 3-D-Histologie

Der Begriff ,3D-Histologie“ wird als Uberbegriff bzw. Abkiirzung fiir die
zahlreichen ahnlichen Verfahren der MKC international verwendet (44).
Darunter versteht man eine komplette dreidimensionale Schnittrandkontrolle
eines exzidierten Tumors durch systematisches Herausschneiden des Tumors
und einer histologischen Beurteilung seiner R&nder und Basis von aul3en.

Dabei wird bei allen 3D-Verfahren eine Schnittfihrung senkrecht zur
Hautoberflache mit dem Skalpell durchgefiihrt und eine Entfernung des Tumors
im Gesamten ermaglicht.

Eine intraoperative Inzision oder Fadenmarkierung des Tumors an einer
definierten Stelle, bevorzugt bei 12 Uhr (in Bezug auf den Scheitelpunkt / Vertex
des Kopfes) bietet eine einheitliche topographische Orientierung.

Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen Techniken fur den makroskopischen
Zuschnitt des nicht fixierten Gewebes, von denen die fur diese Arbeit wichtigsten

kurz naher erwahnt werden (41).

Randstreifen-Methode (TUbinger Torte)

Die Randstreifen-Methode findet ihre Anwendung vor allem bei groReren
Hauttumoren (groRRer als 2 cm Durchmesser).

Bei dieser Methode werden die Tumorr&nder von dem Resektat in einem Streifen
von ungefahr 1-3 mm Dicke abgeschnitten und abhangig von der GroRRe in zwei
oder mehr Abschnitte geteilt. AnschlieRend wird die Basis vom Mittelstlick
abgehoben und zusammen mit den Randschnitten in einer Histologie-Kassette

fur die histopathologische Untersuchung positioniert (41).

Abbildung 2: Randstreifenmethode (Tubinger Torte) (41).
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Muffin Technik

Kleine Tumorexzidate (unter 2 cm Durchmesser) oder Anwender-abhéngig auch
grofRere kdnnen mit der Muffin-Technik zugeschnitten werden, welche in dieser
Studie bevorzugt angewandt wurde.

Diese Methode bringt R&nder und Basis in eine Ebene.

Dabei wird der Tumor mit einem Sicherheitsabstand unter einer senkrechten bis
leicht unterminierenden (90-110°) Skalpellfiihrung en bloc exzidiert. Nach der
Operation wird das Exzidat fur die 3D-Histologie folgendermal3en aufbereitet
(Abb.3): Nach tiefen Einschnitten bei 12:00 und 6:00 Uhr relativ zur Kérperachse,
wird ein schmaler seitlicher Randstreifen ohne Abtrennung der Basis in einem
etwa 60°-Winkel inzidiert. Ahnlich wie das Abziehen einer Muffin-Papierform
kénnen diese Rander seitlich in eine horizontale Ebene gefaltet und die
Tumormitte unter Belassen der Basis mit einer Praparierschere herausgetrennt
werden (45).

Abbildung 3: Muffintechnik (Rand und Basis in einer Ebene), modifiziert nach (41).
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Vertikale Stufenschnitte (Brotlaibtechnik)

Haufige Anwendung zur histologischen Beurteilung bdsartiger Hauttumoren
findet das Verfahren der konventionellen histologischen Querschnitt-
untersuchung, auch als vertikale Stufenschnitte oder Brotlaibtechnik bezeichnet.
Diese Methode wird ebenfalls oft falschlicherweise unter dem Begriff der MKC
angefuhrt, jedoch muss dieses Verfahren als Methode mit inkompletter
Untersuchung der Schnittrander eingestuft werden, da es das eigentliche Ziel der
MKC, eine komplette Tumorentfernung mit histologischer Sicherung, nicht
vollstandig gewahrleistet (Tabelle 6) (41).

Bei diesem Verfahren wird der exzidierte Tumor, wie ein Brotlaib, in schmale
Streifen geschnitten.

Je weniger Schnittstufen man durch ein Exzidat legt, umso grof3er werden die
diagnostischen Licken und umso héher wird die Gefahr, dass Tumorauslaufer
histologisch nicht identifiziert werden und somit eine Resektion im Gesunden
vorgetauscht werden kann (42). Bei Vermehrung der Schnittstufen erhoht sich
der Arbeitsaufwand sowohl im Labor als auch bei der Beurteilung durch den
Dermatopathologen (42).

Nutzlich ist diese Methode hingegen zur grundlichen Beurteilung der
Tumorarchitektur (41).

—

Abbildung 4: Vertikale Stufenschnitte (Brotlaibtechnik) (41).
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1.3 Rapid Lump Examination

Vor acht Jahren wurde ein Verfahren zur sofortigen mikroskopischen Inspektion
eines entfernten Gewebestiicks auf Tumorfreiheit der R&ander und Basis
publiziert: ,Rapid Lump Examination® (RLE) (7).

Diese neue Methode besteht aus einer kurzen standardisierten Farbung (Tabelle
8) des entfernten Gewebes nach makroskopischem Zuschnitt und einer im
direkten Anschluss durchgefuihrten histologischen Beurteilung unter Anwendung
eines dreidimensionalen Stereomikroskops.

Die schnelle mikroskopische Untersuchung mittels RLE kdnnte den Zeitaufwand
der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie auf ein Minimum reduzieren, den
Ablauf vereinfachen und eine vollstandige Entfernung sicherstellen.

Die Pilotstudie von Moehrle et al. im Jahre 2010 zeigte eine hohe Sensitivitat
(90%) und Spezifitdt (94%) dieser Methode bei der Untersuchung von 78
Praparaten mit einem Stereomikroskop (7). Die Ergebnisse sind statistisch
gesehen sehr zufriedenstellend. Eine Fehleranfalligkeit in der Beurteilung von
Basalzellkarzinomen mit RLE wurde in dieser Studie auf der einen Seite bei der
Differenzierung zwischen Tumorinseln und Hautanhangsgebilden wie
Drusenausfuihrungsgangen gesehen auf der anderen Seite abhangig von der
Erfahrung des Dermatopathologen in der Beurteilung von RLE-Bildern.

In der von Veenstra et al. veroffentlichen Studie wurden 22 Basalzellkarzinome
mit Hilfe der RLE-Methode im Vergleich zu Kryostatschnitten untersucht. Fir RLE
zeigte sich eine Sensitivitat von 83,8% und eine Spezifitat von 94,0% (46). Auch
Veenstra et al. kamen mit ihrer Studie zu der Schlussfolgerung, dass die
diagnostische Genauigkeit von RLE vielversprechend ist; jedoch hat sich auch
hier eine Notwendigkeit fur eine weitere Verfeinerung der Methode herausgestellt
(46).
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1.4 Zielsetzung

Die zum jetzigen Zeitpunkt routinemaf3ig eingesetzten Diagnoseverfahren zur
histopathologischen Beurteilung auf Tumorfreiheit der Schnittrdnder und Basis
eines chirurgisch entfernten Basalzellkarzinoms, sind zeitaufwandig und
bendtigen einen definierten organisatorischen Arbeitsablauf.

‘Rapid Lump Examination‘ als neue Methode der mikroskopisch kontrollierten
Chirurgie/Mohs-Chirurgie kénnte eine Moglichkeit bieten, das Basalzellkarzinom
perioperativ schneller und sicherer zu diagnostizieren, ohne dabei die Qualitat
des Tumorexzidates zu beeinflussen. Die Zuverlassigkeit von RLE in der
mikroskopisch kontrollierten Chirurgie ist noch nicht ausreichend belegt.

Das zentrale Thema dieser Arbeit beinhaltet das Ziel, "Rapid Lump Examination®
an einer gréReren Fallzahl als in der Pilotstudie innerhalb der klinischen Routine
durchzufuhren und mit den standardisierten HE gefarbten Paraffinschnitten in der
3D-Histologie zu vergleichen.

Ein weiteres Ziel der hier vorgelegten Untersuchung ist die Antwort auf die Frage,
ob mit Hilfe der RLE der Versorgungsablauf sowohl im ambulanten als auch im
klinischen Alltag vereinfacht werden kénnte, indem bei hoher Sicherheit die
Anzahl der operativen Eingriffe auf ein patientenschonendes Minimum reduziert

wirde.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungskollektiv

An der Studie nahmen insgesamt 86 Patienten

teil (54 mannlich,

Durchschnittsalter 69 Jahre; 32 weiblich, Durchschnittsalter 65 Jahre; Tab.7).
Die Einwilligung in die Studienteilnahme erfolgte nach ausfihrlicher mindlicher

und schriftlicher Aufklarung Uber die histopathologischen Untersuchungen und

die Datenerhebung.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat

der Eberhards-Karls-Universitat Tubingen geprift und nach deren Richtlinien

durchgefuhrt (Protokoll-Nr. 683/2013B0O2).

Bei den 86 Patienten wurden insgesamt 118 Tumoren operativ entfernt. Die dabei

untersuchten verschiedenen Subtypen sowie eine Ubersicht der Lokalisation der

Basalzellkarzinome zeigt Tabelle 7.

Anzahl | Relativ
Geschlecht Manner (69,0 Jahre) | 54 62,8%
(Mittelwert Alter bei OP) Frauen (65,4 Jahre) | 32 37,2%
Mann/Frau Ratio 1,69
Lokalisation des BZKs n=118
Nase 28 23,7%
Stirn 14 11,9%
Schlafe 13 11,0%
Wange 21 17,8%
Ohr 9 7,6%
Augenlid 5 4,2%
Augeninnenwinkel 12 10,2%
Lippe 2 1,7%
Nasolabial 1 0,8%
Stamm 13 11,0%
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Histologischer Typ des BZKs n=82

Nodular/solide 44 53,7%

Sklerodermiform/ 14 20,7%

fibrosierend

Superfiziell- 7 8,5%

multizentrisch

Mikronodular 4 4,9%

Ulzeriert 4 4,9%

Nicht definierte BZK 9 11,0%
Andere Hautveranderung n=36

Solare Keratose/ 17 47,2%

Morbus Bowen

Seborrhoische 1 2,8%

Keratose

Plattenepithelkarzinom | 4 11,1%

Talgdrusenhyperplasie | 2 5,6%

Keratoakanthom 2 5,6%

Chondrodermatitis 1 2,8%

Dermaler 3 8,4%

melanozytarer Naevus

Postinflammatorische | 5 13,9%

Granulation

Tabelle 7: Patientenalter (Mittelwert: 67 Jahre; Median: 72 Jahre; Max. 90 Jahre; Min. 27 Jahre), Tumorlokalisation,

histologischer Tumortyp und andere Hautveranderung
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Die nachfolgende Tabelle (Tab.8) zeigt eine Ubersicht der histologischen
Subtypen des Basalzellkarzinoms abh&ngig von den jeweiligen Settings sowie

die verschiedenen Tumorgréi3en.

Gesamt | Praxis Haut-
klinik
Anzahl Anzahl | Relativ | Anzahl | Relativ
Tumorgrol3e n=118 n=59 n=59
< 5mm 12 3 5,1% 9 15,3%
5— 10 mm 30 8 13,6% | 22 37,3%
10- 20 mm 46 29 49,2% | 17 28,8%
> 20 mm 20 13 220% |7 11,9%
Keine Angaben 10 6 10,2% | 4 6,8%
Tumor- Nase 28 24 40,7% | 4 6,8%
lokalisation Stirn 14 7 11,9% | 7 11,9%
Schlafe 13 4 6,8% 9 15,3%
Wange 21 8 13,6% | 13 22,0%
Ohr 2 3,4% 7 11,9%
Augenlid 5 8,5% 0
Augeninnenwinkel 12 5 8,5% 7 11,9%
Lippe 2 1 1,7% 1 1,7%
Nasolabial 1 1,7% 0
Stamm 13 2 3,4% 11 18,6%
Histologischer n=82 n=31 n=51
Typ des BZKs | Nodular/ 44 15 48,4% | 29 56,9%
Solide
Sklerdermiform/ 14 3 9,7% 11 21,6%
Fibrosierend
Superfiziell- 7 3 9,7% 4 7,8%
multizentrisch
Mikronodular 7,8%
Ulzeriert 4 12,9%
Nicht definierte BZK 9 6 19,4% 5,9%
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Andere Haut-

veranderung n=36 n=28 n=8
Solare Keratose/ 17 15 53,6% | 2 25,0%
Morbus Bowen
Seborrhoische 1 1 3,6% 0
Keratose
Plattenepithelkarzinom | 4 2 7,1% 2 25,0%
Talgdrisenhyperplasie | 2 1 3,6% 1 12,5%
Keratoakanthom 2 2 7,1% 0
Chondrodermatitis 1 1 3,6% 0
Dermaler 3 1 3,6% 2 25,0%
Melanozytarer Naevus
Postinflammatorisches | 5 5 17,9% | O
Granulationsgewebe
Lentigo solaris 1 0 1 12,5%

Tabelle 8:TumorgréRe, Tumorlokalisation, histologischer Tumortyp und andere Hautverédnderung in Abhangigkeit des

Settings.
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2.2 Studiendesign und -ablauf

Die an dieser Studie teilnehmenden 86 Patienten lieBen sich im Zeitraum
zwischen August und September 2014 aufgrund eines Basalzellkarzinoms in der
Universitats-Hautklinik Tubingen oder in der Praxisklinik Tidbingen-Haut und
Venen, Dr. Bern & Prof. MOhrle operieren.

In den ersten drei Wochen des Untersuchungszeitraumes wurden 39 Patienten
in der Praxisklinik Tubingen-Haut und Venen eingeschlossen. In den
darauffolgenden drei Wochen 47 Patienten in der Universitats-Hautklinik
Tlbingen.

Im ambulanten Setting der Praxisklinik und im klinischen Ablauf des
Krankenhauses wurden die exzidierten Tumoren mit der RLE-Methode
untersucht und im Verlauf mit den HE-gefarbten Paraffinschnitten verglichen.

Rapid Lump Examination

In der Studie wurden in der Praxisklinik alle Tumoren von erfahrenen
Dermatochirurgen exzidiert. In der Universitats-Hautklinik wurde die Exzision
auch von Assistenzarzten durchgefihrt.

Die Tumoren wurden in einem separat zum Untersuchungsraum befindlichen
Operationssaal entfernt und vom Pflegepersonal in den Arbeitsbereich, in dem

das Stereomikroskop seinen festen Platz hatte, gebracht oder selbst im OP-Saal

ubernommen.

Abbildung 5: RLE Arbeitsplatz in der Praxisklinik Tibingen — Haut und Venen mit dem Leica- Stereomikroskop

MAZ205A und einem selbstentwickelten Halteapparat.
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Alle Tumoren wurden nach dem Prinzip der mikroskopisch kontrollierten
Chirurgie (MKC) entfernt, um die histologisch nachgewiesene vollstandige
Entfernung maligner Tumoren (RO-Resektion) bei grol3tmdglicher Schonung der
nicht tumorbefallenen Umgebung zu erméglichen (41).

Neben der direkten Tumorentfernung erfolgte bei wenigen Patienten eine priméare
Probebiospie oder Shaveexzision, um den klinisch nicht ganz eindeutigen
Verdacht auf ein BZK sicherzustellen.

Die Tumoren wurden nach der chirurgischen Entfernung makroskopisch
zugeschnitten (41). Am Haufigsten angewendet wurde in dieser Studie die
Muffin-Technik (Abb.3): Zusétzlich zu tiefen Einschnitten im Exzisat bei 12:00 &
6:00 Uhr zur Korperachse erfolgte ein Einschnitt bei 2:00 Uhr, um eine
anschlieBende topographische Orientierung nach  Anwendung des
Farbeprotokolls fur RLE zu gewahrleisten.

Beide Dermatopathologen (MM und JB) brachten eine langjahrige Erfahrung in
der Beurteilung von Hauttumoren und ihrer Tumorrander in der mikroskopisch
kontrollierten Chirurgie mit.

MM war vor Beginn der Studie bereits mit der RLE-Methode und dem Beurteilen
der entsprechenden stereomikroskopischen Bilder durch seine Vorarbeiten
vertraut (7, 46).

JB hingegen erhielt von MM vor Beginn der Studie eine kurze Einfihrung in die

Interpretation und Beurteilung von RLE-Bildern.

Das bereits in der Pilotstudie von Moehrle et al. beschriebene Farbeprotokoll
wurde in Vorversuchen optimiert (Tabelle 9 und Tabelle 10) und hatte keinen

Einfluss auf die weitere Verarbeitung der Gewebeprobe (7).

Fixierung Essigsaure 10% 20 sec
Reinigung Leitungswasser 10 sec
Farbung Toluidinblau 2% 20 sec
Reinigung Leitungswasser 10 sec

Tabelle 9: Standardisiertes Farbeprotokoll (Toluidinblau) und Aufbereitung des Préparates
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Name Bezugsquellen

Essigsaure (Acetic acid glacial) VWR Chemicals
Toluidinblau O fur Mikroskopie Reagenzien Merck AG Darmstadt

Leica Stereomikroskop MA205A Leica
Probenhalterung Eigenentwicklung

Tabelle 10: Herstellernachweis der verwendeten Materialien.

Durchschnittlich dauerte die Praparation und das Farben des Gewebes fir die
RLE 2 Minuten. Im Schnitt wurden 30 Sek. fir die Praparation der Gewebeprobe
bendtigt.

Das Farben erfolgte in vier Schritten. Zuerst wurde das Gewebe fiir 30 Sek. in
einen kleinen Behélter zur Fixierung in Essigsaure gegeben. Die anschliel3ende
Spulung in Leitungswasser bendétigte etwa 10 Sek. Zum Farben wurde das
Gewebe fur weitere 20 Sek. in einem mit Toluidinblau geflllten Behalter inkubiert
und anschlieBend nochmalig fir 10 Sek. in Leitungswasser gespuilt.

Nach Ablauf des Farbeprotokolls (60 Sek.) wurden die Praparate bei Bedarf auf
einer Kompresse kurz abgetrocknet und anschliel3end auf einen Glasobjekttrager
gelegt.

Der Glasobjekttrager wurde auf einer selbst entwickelten Halterung positioniert.
Mit diesem Selbsthalteapparat konnten alle Rand- und Basisanteile des
Praparates systematisch in allen Ebenen mikroskopisch betrachtet werden
(Abb.5).

Bei den uberwiegend durchgefiihrten Muffin-Schnitten wurde meist mit der
Beurteilung der Mittelschnitte begonnen. Eine Orientierung im zentrumnah
gelegenen Tumorgewebe zur besseren Beurteilung von Rand und Basis auf
Tumorfreiheit war dadurch gegeben.

Anschlie3end wurden die 382 Praparate mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leica
MA205A) mit groRer Tiefenscharfe und einer 10-bis 100-fachen Vergrél3erung
unter einer Beleuchtung mit kreuzpolarisiertem Licht direkt nach Tumorexzision

und Toluidin-Schnellfarbung beurteilt und schriftlich dokumentiert.
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Ausgewahlte Exemplare wurden zusatzlich bildlich festgehalten.

Bei nicht planen Praparaten bietet die mit dem Stereomikroskop angeschlossene
Software die Mdoglichkeit aus zusammengesetzten Bildstapeln eine einzige
tiefenscharfe 2-dimensionale Aufnahme zu erzeugen.

Die histologische Diagnosestellung mit der Paraffin-Technik als Goldstandard

schloss sich an die Untersuchung mit der RLE-Methode an.

Paraffinhistologie

Nach der Beurteilung mit dem RLE-Verfahren wurden alle Praparate auf einem
Einbettpapier in einer Histologiekassette platziert, die ‘Muffins’ mittels einer
Farbmarkierung bei 12:00 -1:00 Uhr markiert, und tber Nacht in Formalin fixiert
(45).

Alle Anteile des Gewebes wurden in Paraffin eingebettet, mittels eines Mikrotoms
geschnitten und die auf Objektrager aufgezogenen Schnitte mit Hamatoxylin und
Eosin angefarbt.

Die Resektate, die in der Universitats-Hautklinik Tubingen exzidiert wurden,
wurden an die Dermatopathologie im eigenen Hause zur histologischen
Begutachtung Uberfuhrt. Eine Beurteilung der HE-gefarbten Paraffinschnitte
erfolgte am Folgetag.

Die Tumorexzidate aus der Praxisklinik gingen zur histopathologischen
Beurteilung an die Praxis fir Pathologie & Zytologie Dr. Geppert / Beinhofer &
Kollegen in Tubingen, mit konsiliarischer dermatopathologischer Nachbefundung
durch Prof. Dr. M. Mdhrle. Das histopathologische Ergebnis der HE-gefarbten
Schnitte wurde bei Dringlichkeit am Folgetag kommuniziert oder wurde nach
einigen Tagen Ubermittelt.

Im Anschluss wurden die histopathologischen Ergebnisse der Dauerpraparate
mit dem RLE-Ergebnis verglichen und dokumentiert.

Abhangig von dem jeweiligen histopathologischen Befund und dem
vorausgegangenen operativen Vorgehen, erfolgte nach Vorliegen der HE-
Schnitte eine Nachresektion bei Tumoren, die nicht in sano entfernt worden
waren. Bei diesen Patienten wurde das gesamte Verfahren wiederholt
durchgefuhrt, bis Tumorfreiheit gewahrleistet war. Bei histologischen Befunden,

die eine direkte vollstandige Tumorresektion bestéatigten, konnte ein, wenn

41



bereits bei Tumorentfernung noch nicht direkt durchgefuhrter, zweizeitiger
Wundverschluss erfolgen.

Abhangig von der Defektgrof3e erfolgte eine direkte primare Hautnaht, ein lokaler
Verschiebelappen oder eine Defektdeckung mit Hilfe von Spalt- oder Vollhaut.
Die Nachsorge der Tumorpatienten erfolgte in der jeweiligen Einrichtung, in der
die Entfernung des Basalzelltumors durchgefuhrt wurde. Dabei sollten die
Patienten nach dem chirurgischen Eingriff je nach klinischem postoperativen
Befund in dem entsprechenden Zeitintervall in der Ambulanz der Universitats-
Hautklinik, in der Praxisklinik Tubingen oder bei dem betreuenden Hausarzt zur
weiteren Wundkontrolle und Entfernung der Faden vorstellig werden. Eine
Wiedervorstellung zum jahrlichen Hautscreening wurde den Patienten

empfohlen.

2.3 Statistische Auswertung

Die RLE-Diagnose am Frischgewebe wurde in beiden Einrichtungen jeweils
durch einen Dermatopathologen (MM oder JB) erstellt.

Die Ergebnisse der analysierten RLE-Bilder wurden mit den histopathologischen
Befunden der Paraffinschnitte verglichen und dokumentiert.

Die diagnostische Genauigkeit der RLE zum Nachweis von Resttumorzellen
wurde durch Berechnung von Sensitivitat, Spezifitat, positivem Vorhersagewert

(PPV) und negativem Vorhersagewert (NPV) bestimmt.
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3  Ergebnisse

Im Gesamten wurden 382 Praparate aus 118 Tumoren von 86 Patienten
einschlie3lich 72 Mittelschnitten, 281 Quadranten (Rand & Basis), 10 Shave-
Exzisionen und 19 Stanzbiopsien untersucht.

3.1 Zeitbedarf

Durchschnittlich dauerte die Praparation und Farbung des Gewebes fur die RLE-
Methode 2 Minuten: 30 Sek. fur die Praparation der Gewebeprobe, 30 Sek. zur
Fixierung in Essigsaure und anschlieRender Spilung in Leitungswasser, 30 Sek.
zur Farbung in Toluidinblau und anschlieRender nochmaliger Spilung in
Leitungswasser sowie 30 Sek. fur die Platzierung des Gewebes auf dem
Objekttrager.

3.2 Bildgebende Analyse
Alle 382 Praparate wurden mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leica MA205A)

direkt nach der Tumorexzision und Durchfihrung der Farbung von einem der
beiden Dermatopathologen (Prof. Dr. M. Moéhrle (MM) oder Prof. Dr. Jirgen
Bauer (JB)) in den jeweiligen Settings beurteilt.

Das Stereomikroskop erlaubt eine 10 bis 100-fache VergroRerung sowie eine
dreidimensionale Darstellung des Préparates.

Innerhalb weniger Sekunden bis Minuten war es mdglich, durch Betrachtung aller
Rander und der Basis eine Aussage Uber den Resektionsstatus zu machen.

Die Beurteilung aller Praparate wurde schriftich dokumentiert. Ausgewahlte
Exemplare wurden zuséatzlich bildlich festgehalten.

Bei den nicht planen Praparaten bot die mit dem Stereomikroskop
angeschlossene Software die Moglichkeit, aus zusammengesetzten Bildstapeln
eine einzige scharfe 2-dimensionale Aufnahme zu erzeugen.

Mit den nachfolgenden Bilderpaaren soll ein Ausschnitt der bildgebenden
Analyse dieser Studie veranschaulicht werden.

In dem ersten Bilderpaar zeigt das linke Bild die Anwendung der RLE-Methode

am Beispiel eines Mittelschnittes eines zuvor makroskopisch zugeschnittenen
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Tumors nach der Muffin-Technik. Unterhalb der hell dargestellten Epidermis mit
vereinzelten in die HOhe ragenden Haaren zeigen sich multiple scharf
abgrenzbare Tumorinseln mit einer randbetonten Blaufarbung und zentralen
Aufhellung. Die randbetonte Blaufarbung lasst sich mit Hilfe der fur BZK
typischen palisadenférmigen Anordnung der Zellen erklaren. Das selbige
histologische Korrelat lasst sich in dem rechten Bild mit Hilfe eines HE gefarbten

Paraffinschnittes darstellen.

Abbildung 6: Noduléres Basalzellkarzinom. (a) Rapid lump examination (RLE), schnelle Toluidin- Féarbung.

Direkte Stereomikroskopie. (b) HE-geférbter Paraffinschnitt. .

Das nachfolgende Bilderpaar zeigt ein scharf abgrenzbares nodulares BZK mit
einer zentral gelegenen Ulzeration. Deutlich wird an diesem Bild die bestehende
Verbindung des Tumors zur Epidermis. Auf dem RLE-Bild lasst sich das

subkutane Fettgewebe in der Tiefe gelblich darstellen.

12082016 11 38 [ ] = g

Abbildung 7: Ulzeriertes noduléres, zum Teil solides, besonders keratotisches Basalzellkarzinom. (a) Rapid
lump examination (RLE), schnelle Toluidin- Farbung. Direkte Stereomikroskopie. (b) HE-geférbter

Paraffinschnitt.
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Die grol3te Herausforderung in der Beurteilung der RLE-Bilder ist sicherlich die
Unterscheidung zwischen Tumorinseln und Hautanhangsgebilden wie Talg- oder
SchweilRdrisen. Die nachfolgenden Bilder machen dies deutlich. Auf dem ersten
Bilderpaar ist die Tumormitte eines superfiziellen multizentrischen BZKs zu
sehen. In dem zweiten Bilderpaar ist ein Ausschnitt des Muffins von dem selbigen
Tumor dargestellt. Histopathologisch sind die Rander und Basis des Muffins
mittels des HE-gefarbten Paraffinschnitts tumorfrei gesichert. Betrachtet man die
einzelnen Tumorinseln genauer, weisen sie eine gewisse Ahnlichkeit mit den
multiplen Talgdrisen auf dem RLE-Bild des Muffins auf. Bei der direkten
Untersuchung mit dem Stereomikroskop besteht die Moglichkeit, einzelne
Auslaufer néher zu fokussieren und auf eine mdgliche Verbindung zum

Haarschaft hin zu untersuchen.
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Abbildung 8: Tumormitte mit Auslaufern eines superfiziellem multizentrischen BZK (a) Rapid lump examination
(RLE), schnelle Toluidin- Farbung. Direkte Stereomikroskopie. (b) HE-geféarbter Paraffinschnitt.

Abbildung 9: Tumorfreier Muffin (a) Rapid lump examination (RLE), schnelle Toluidin- Féarbung. Direkte
Stereomikroskopie. (b) HE-gefarbter Paraffinschnitt.
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Die Ergebnisse der analysierten RLE-Bilder wurden mit den histopathologischen
Befunden der Paraffinschnitte verglichen und dokumentiert.

Die diagnostische Genauigkeit der RLE zum Nachweis von Resttumorzellen
wurde durch Berechnung von Sensitivitat, Spezifitdt, positivem Vorhersagewert
(PPV) und negativem Vorhersagewert (NPV) bestimmt.

Die folgenden Tabellen 11-13 zeigen die Ergebnisse der jeweiligen
Dermatopathologen insgesamt wie auch getrennt voneinander ausgewertet.

Praxisklinik | Korr | Korr | Falsch | Falsch | Sensi- | Spezi- | PPV | NPV
und pos | neg | pos Neg tivitat | fitat
Univ.-

Hautklinik

Gesamt 71 | 262 |27 22 76% | 91% | 72% | 92%
(n=382)

Mittelschnitt | 50 |14 |3 5 91% 82% 94% | 74%
(n=72)

Quadrant 10 232 | 23 16 38% 91% 30% | 94%
Rand oder
Basis
(n=281)

Shave 5 5 0 0 100% | 100% | 100% | 100%
(n=10)

Probe- 6 11 1 1 86% 92% 86% | 92%
biopsie
(n=19)

Korr pos =korrekt positiv; Korr neg = korrekt negative; Falsch pos = falsch positiv, Falsch neg = falsch negativ; PPV=

positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert

Tabelle 11: Ergebnisse des ambulanten und des klinischen Settings. MM und JB

Insgesamt zeigte bei allen in dieser Studie untersuchten 382 Praparaten die RLE
eine Sensitivitat und Spezifitdt von 76% und 91%. Die mit dem RLE-Verfahren in
der Praxisklinik und in der Universitats-Hautklinik Tubingen durch die
Dermatopathologen beurteilten Praparate waren in 71 der 93 am HE-Schnitt
positiven Fallen richtig positiv und in 262 der 289 am HE-Schnitt negativen Féalle
richtig negativ. 27 der 289 negativen Praparate wurden als falsch positiv
befundet. Bei 22 der 93 positiven Préparate wurden in der RLE Kkeine
Tumorzellen gesehen, jedoch waren diese in den HE gefarbten Paraffinschnitten

vorliegend. Der positive Vorhersagewert lag bei 72%, der negative bei 92%.
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Bei den Mittelschnitten war die Sensitivitat 91% und die Spezifitdt 82%. Im
Bereich der Quadranten lag die Sensitivitat und Spezifitat bei 38% und 91%. Die
Shaves zeigten einen Sensitivitats- und Spezifitdtswert von jeweils 100% und die
Probebiopsien einen Sensitivitatswert von 86% und einen Spezifitatswert von
92%.

Praxisklinik | Korr | Korr | Falsch | Falsch | Sensi- | Spezi- | PPV | NPV
pos | neg | pos Neg tivitat | fitat

Gesamt 23 110 |3 3 88% 97% 88% |97%
(n=139)

Mittelschnitt | 12 12 2 2 86% 86% 86% | 86%
(n=28)

Quadrant 0 85 0 0 - 100% | - 100%
Rand oder

Basis

(n=85)

Shave 5 3 0 0 100% | 100% | 100% | 100%
(n=8)

Probe- 6 10 1 1 86% 91% 86% |91%
biopsie

(n=18)

Korr pos =korrekt positiv; Korr neg = korrekt negative; Falsch pos = falsch positiv, Falsch neg = falsch negativ; PPV=

positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert

Tabelle 12: Ergebnisse im ambulanten Setting, Praxisklinik Tibingen — Haut und Venen. MM als erfahrener Untersucher
in der Beurteilung von stereomikroskopischen Bildern nach Anwendung der RLE-Methode (die Proben

stimmen nicht mit denen Uberein, welche von von JB beurteilt worden sind: Tabelle 13).

In der Praxisklinik Tibingen—Haut und Venen wurden insgesamt 139 Praparate
untersucht. Davon wurden 23 als korrekt positiv und 110 als korrekt negativ
erkannt. In 3 von 139 Praparaten wurden vom erfahrenen Untersucher MM
Tumorinseln mit Hilfe der RLE-Methode diagnostiziert, welche sich in dem HE-
gefarbten Paraffinschnitt nicht bestatigten. In 3 der Praparate wurden
Tumorzellen mit RLE nicht gesehen, stellten sich jedoch im HE-Praparat dar. Im
Gesamten ergab sich eine Sensitivitat von 88%, eine Spezifitdt von 97%. Der
positive Vorhersagewert lag bei 88% und der negative bei 97%.

Die Sensitivitat und Spezifitat lagen bei den Mittelschnitten bei 86% und 86%.
Die Beurteilung der Quadranten, Rand und Basis, zeigt einen Spezifitatswert von
100%. Alle 85 Quadranten wurden mit Hilfe der RLE-Methode als korrekt
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tumorfrei beurteilt. Bei allen Shaves (n=8) lag die Spezifitdt und die Sensitivitat
bei 100%. Hingegen bei den Probebiopsien (n=18) zeigte sich ein Spezifitdtswert
von 86% und ein Sensitivitatswert von 91%.

uUniv.- Korr | Korr | Falsch | Falsch | Sensi- | Spezi- | PPV | NPV
Hautklinik- pos | heg | pos Neg tivitat | fitat

Gesamt 48 152 | 24 19 72% 86% 67% | 89%
(n=243)

Mittel- 38 2 1 3 93% 67% 97% | 40%
Schnitt

(n=44)

Quadrant, 10 147 | 23 16 38% 86% 30% | 90%
Rand  oder

Basis

(n=196)

Shave 0 2 0 0 - 100% | - 100%
(n=2)

Probebiopsie | 0 1 0 0 - 100% | - 100%
(n=1)

Korr pos =korrekt positiv; Korr neg = korrekt negative; Falsch pos = falsch positiv, Falsch neg = falsch negativ; PPV=

positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert

Tabelle 13: Ergebnisse des Klinischen Settings in der Universitats-Hautklinik. JB als weniger erfahrener Untersucher in
der Beurteilung von stereomikroskopischen Bildern nach Anwendung der RLE-Methode (die Proben stimmen

nicht mit denen Uberein, welche von MM in der Praxisklinik beurteilt worden sind: Tabelle 12).

In der Universitats-Hautklinik Ttbingen wurden fur diese Arbeit insgesamt 243
Praparate beurteilt. In mehr als der Halfte der Praparate (n=152) wurden mit RLE
in Ubereistimmung mit der HE-Histologie keine Tumorzellen diagnostiziert. In 48
der 243 Praparate wurden Tumorauslaufer mit RLE und der Paraffinhistologie
festgestellt. 24 Praparate wurden falsch positiv und 19 falsch negativ beurteilt. Im
Allgemeinen ergaben sich eine Sensitivitat von 72%, eine Spezifitat von 86%, ein
PPV von 67% und ein NPV von 89%.

Bei den Mittelschnitten lagen die Sensitivitat bei 93% und die Spezifitat bei 67%.
In den Quadranten konnten mit Hilfe von RLE in 10 von 196 Praparaten
Tumorzellen korrekt positiv und in 147 der 196 als korrekt negativ identifiziert
werden. Als falsch positiv stellten sich 23 und als falsch negativ 16 der 196
Quadranten dar. Es zeigte sich eine Sensitivitat von 38% und eine Spezifitat von

86% in den Quadranten.
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3.3 Art des Praparates und Untersucherabhangigkeit

Die Genauigkeit der RLE-Diagnosen unterschied sich abhangig von der Art der
makroskopischen Préparation und dem Betrachter. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 11-13 zusammengefasst.

Mittelschnitte  besitzen eine hohere Wahrscheinlichkeit, Anteile von
Basalzellkarzinomnester aufzuzeigen.

In dem ambulanten Setting der Praxisklinik wurden in den Mittelschnitten mit Hilfe
von RLE in 12 von 14 im HE-Schnitt positiven Praparaten Tumorzellen gesehen.
12 von 14 Praparaten waren korrekt negativ (Sensitivitat 86% und Spezifitat
86%).

Im klinischen Setting der Universitats-Hautklinik waren in den Mittelschnitten 38
Praparate von 41 im HE-Schnitt richtig positiv und in 2 von 3 Praparaten wurden
Tumorzellen richtig negativ diagnostiziert (Sensitivitat 93% und Spezifitat 67%).

In den Quadranten (Resektionsrander und Basis), bei welchen mit gewisser
Wahrscheinlichkeit eher wenige und dinne Tumorauslaufern gefunden werden
kénnen, wurde in der Praxisklinik mit dem RLE-Verfahren in allen 85 Préaparaten
die Abwesenheit von Tumorzellen richtig erkannt (Spezifitat 100%). In der
Universitats-Hautklinik wurden in 10 von 26 positiven Praparaten Tumorzellen
mittels RLE korrekt festgestellt und das Fehlen von Tumorzellen in 147 von 170
Praparaten diagnostiziert. Die Sensitivitat lag bei 38% und die Spezifitat bei 86%.
RLE war extrem hilfreich in der schnellen histopathologischen Diagnostik von
Shaveexzisionen: Insgesamt zeigten 10 Shaveexzisionen eine perfekte
Ubereinstimmung zwischen RLE und HE-gefarbten Paraffinschnitten (Sensitivitat
und Spezifitdt 100%).

Insgesamt wurden mit der RLE Tumorinseln eines Basalzellkarzinoms in 71 von
93 Praparaten in demselben Bereich wie in der Histologie nachgewiesen
(Sensitivitdt 76%). Tumorfreie Proben wurden in 262 von 289 Préaparaten
festgestellt und auch als solche in den HE-gefarbten Paraffinschnitten

diagnostiziert (Spezifitat 91%).
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3.4 Differentialdiagnostische Schwierigkeiten

Unter den 382 Praparaten waren 4  histologisch  gesicherte
Plattenepithelkarzinome. Keines von ihnen wurde als ein solches durch die RLE-
Stereomikroskopie diagnostiziert, sondern als ein Basalzellkarzinom interpretiert.
In der statistischen Auswertung haben wir diese Interpretation als
Tumornachweis und daher als richtig positiv angesehen. Hingegen wurde ein
Tumor als Plattenepithelkarzinom in der RLE-Stereomikroskopie diagnostiziert,
welcher sich in der Paraffinhistologie als ein solides Basalzellkarzinom darstellte.
Diese Interpretation haben wir gleichermal3en als Tumornachweis und somit als
richtig positiv in die Statistik einflieRen lassen. Die Problematik der
Fehlbeurteilung sahen wir in kleinen Adnexstrukturen, die sich zum Teil schwer
zu Basalzellinseln abgrenzen lassen. Sowohl die Tatsache, dass bei einer
Toluidinfarbung von Nativgewebe Keratin nicht zur Darstellung kommt als auch
die starke Anfarbung von Muskelgewebe mit Toluidinblau verursachten mitunter

differentialdiagnostische Unsicherheiten.
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4 Diskussion

Rapid Lump Examination ist ein neues, schnelles und einfaches Verfahren in der
mikroskopisch kontrollierten Chirurgie von Basalzellkarzinomen.

In der Pilotstudie von Moehrle et al. zeigte RLE bereits eine hohe
Diagnosegenauigkeit fur den Nachweis von BZKs mit einer Sensitivitat und
Spezifitdt von 90% und 94% (7).

In der vorliegenden Studie wurden 382 frische Gewebeproben aus 118 Tumoren
gesammelt und mit der RLE-Methode untersucht. Im Anschluss wurden HE-
gefarbte Paraffinschnitte zur herkdmmlichen Beurteilung mittels eines
Lichtmikroskops durchgefinhrt.

Der Ablauf der RLE-Methode bei der Untersuchung von 118 Hauttumoren zeigte
in dieser Studie eine gute Anwendbarkeit dieser neuen Methode sowohl im
ambulanten als auch im klinischen Alltag. Die Vorbereitungszeit von RLE fir die

mikroskopische Beurteilung der Praparate dauert nur etwa 2 Min.

Genauigkeit der RLE und Untersucherabhangigkeit

RLE scheint sehr untersucherabhangig zu sein. Eine deutliche Lernkurve bei der
Auswertung von Toluidinblau-gefarbtem frischem Gewebe war im Verlauf der
Studie zu beobachten.

Ahnlich wie in der Pilotstudie (7) lag die Spezifitat des erfahrenen Untersuchers
bei 97%, die Sensitivitat etwas niedriger bei 88%, der positive Vorhersagewert
bei 88% und der negative Vorhersagewert bei 97%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass RLE besonders hilfreich war, sowohl das
Vorliegen als auch die Abwesenheit von Tumorstrangen aufzuzeigen. Bei dem
weniger erfahrenen Untersucher lagen die Sensitivitat und Spezifitdt niedriger
(72% und 86%).

Vor allem die relativ hohe Spezifitat bei beiden Untersuchern macht RLE
besonders nitzlich, um das Nicht-Vorhandensein von Tumorzellen zu belegen.
Die geringeren Sensitivitatswerte konnen durch die Tatsache begriindet werden,
dass die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Tumorzellen in einer Probe

abhangig vom Ausmald der Anzahl vorhandener Tumorzellen ist. Die
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Wahrscheinlichkeit, Tumorzellen aus der Mitte eines exzidierten Tumors
nachzuweisen, ist grof3er als in den Resektionsrandern, wo mit weniger
Tumorzellen zu rechnen ist.

Besonders deutlich wird diese Hypothese beim Betrachten der Quadranten.

In der Praxisklinik waren alle 85 Quadranten negativ und wurden mit der RLE
korrekt negativ befundet (Sensitivitat nicht berechenbar, Spezifitat 100%).

In der Klinik waren bei den Quadranten, Rand- und Basisschnitten lediglich in 10
von 26 im HE-Schnitt positiven Praparaten Tumorzellen mittels RLE korrekt
positiv. Das Fehlen von Tumorzellen wurde in 147 von 170 Praparaten korrekt
negativ diagnostiziert. Die Sensitivitat lag hier lediglich bei 38% und die Spezifitat
bei 86%.

Begrunden kdnnte man diese Werte durch eine eher zurtickhaltende Beurteilung
des Praparates durch den Untersucher. Dabei wurden einzelne Tumorinseln
offensichtlich als Muskelgewebe oder Hautanhangsgebilde falsch interpretiert
Es erschien daher wichtig, die Ergebnisse in Bezug auf die verschiedenen
Settings zu differenzieren, vor allem in Hinsicht auf die Quadranten
(Resektionsrander und Basis).

Die Wahrscheinlichkeit, einen Tumor in einem operativ entfernten Gewebestlick
zu diagnostizieren, kann von der Tumorart und seinem Wachstumsmuster
abhangen, aber auch vom Ausmal des vom Operateur gewahlten
Sicherheitsabstandes, von den verschiedenen Winkeln der Inzisions- und
Exzisionsrander und zu guter Letzt von der histopathologischen Aufarbeitung.
Hier kénnte die operative Erfahrung des Operateurs eine entscheidende Rolle
spielen. In einem Lehrkrankenhaus gibt es eine grol3e Breite an praktischen
Erfahrungen sowohl in der Beurteilung der makroskopischen Resektionsrander
von Basalzellkarzinomen als auch im operativen Umgang mit dem Skalpell,
welche zu unterschiedlichen Inzisionswinkeln und Sicherheitsabstédnden zum
Hauttumor fuhren kann. Dies beeinflusst nicht unwesentlich die
Wahrscheinlichkeit, ob ein Tumor vollstéandig oder unvollstandig exzidiert wird.
In der Praxisklinik war eine langjahrige operative Erfahrung gewabhrleistet. Alle 80
seitlichen und tiefen Rander der Quadranten waren frei von Tumorstrangen in

der RLE und in den HE Schnitten. Eine perfekte Ubereinstimmung beider
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histopathologischer Verfahren war gegeben. Dies konnte Ausdruck der
erfahreneren klinischen Einschatzung sowie der Wahl und chirurgischen

Umsetzung eines adaquaten Sicherheitsabstandes sein.

Auch verschiedene Invasionsmuster der Basalzellkarzinome in den zwei
Kollektiven kdnnten als Erklarung dienen.

Die Beurteilung der Praparate mittels RLE erfolgte durch Anwenden der bei der
Beurteilung H&E gefarbter Paraffinschnitte benutzten histopathologischen
Kriterien. Hierbei zeigen bei den Basalzellkarzinomen die Tumorzellen eine
typische palisadenférmige Stellung im Randbereich und besitzen grof3e ovalare
basophile Nuklei, die von einem schmalen Zytoplasmasaum umgeben sind.
BZKs zeigen charakteristischerweise eine Proliferation basaloid differenzierter
Zellverbande, die sich zu Knoten oder Strangen anordnen. Diese Tumorknoten
werden von dermalem Stroma umgeben und man kann haufig zwischen
Tumorepithel und Stroma eine fiir Basalzellkarzinome typische peritumorale
Spaltbildung beobachten.

Entscheidend fur die Auswertung der Ergebnisse dieser Studie sind die
histologischen Unterschiede der klinischen Subtypen: Das solid-nodulare
Basalzellkarzinom ist gekennzeichnet durch asymmetrische Tumorknoten mit
peritumoraler Spaltbildung und Stromareaktion. Eine scharfe Abgrenzung des
Tumors lasst eine einfachere Begutachtung annehmen.

Das sklerodermiforme Basalzellkarzinom dagegen besteht aus schmalen
Tumorstrangen, die aus nur sehr diinnen Zellschichten bestehen und von einem
dichten, fibroblastenreichen Stroma umgeben werden. Durch die krakenartige
Aufzweigung der Zellstrange ist der Tumor zur Seite und Tiefe hin schlecht
abgrenzbar. Daraus lasst sich vermuten, dass dieser Subtyp schwieriger zu
beurteilen sei.

In dieser Studie hingegen zeichneten sich die oben genannten histologischen
Unterschiede der klinischen Subtypen nicht ganz eindeutig ab.

In Anbetracht der verschiedenen Settings und verschiedenen Invasionsmuster
wurden in der Praxisklinik 26 von 29 nodularen/ soliden Basalzellkarzinome

mittels dem RLE-Verfahren hinsichtlich der Absetzungsrédnder und in den
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Mittelschnitten richtig befundet. In der Hautklinik wurden 12 der 15 noduléaren/
soliden Basalzellkarzinome ebenfalls richtig diagnostiziert. Bei der vermuteten
schwierigeren Beurteilung sklerodermiformer/ fibrosierender Basalzellkarzinome
zeigte sich in der Praxisklinik eine Ubereinstimmung bei 10 von 11 und in der
Hautklinik bei 3 von 3 Basalzellkarzinomen.

Daraus kann man schlussfolgern, dass bei Anwendung des RLE-Verfahrens die
histologischen Unterschiede der klinischen Subtypen zu keinen grofReren
Herausforderungen bzw. zu keiner schlechteren Anwendbarkeit fihren als bei
den Paraffinschnitten.

Eine der grundlegenden histologischen Herausforderungen in dieser Studie war
die Unterscheidung zwischen Hautanhangsgebilden wie beispielsweise einer
Haarwurzel oder Talgdrise im Querschnitt und kleinen
Basalzellkarzinomstrangen in der RLE.

Fur den Untersucher ohne bisherigen Umgang mit RLE hat die Genauigkeit fur
RLE mit der Erfahrung zugenommen. Die anfanglich schwierige Differenzierung
zwischen Hautanhangsgebilden und Basalzellkarzinominseln wurde im Verlauf
der Studie einfacher.

Ahnlich wie andere bildgebende Verfahren, wie zum Beispiel die Rontgen-
diagnostik oder Sonographie, ist die RLE eine untersucherabhangige Technik.
Zahlreiche Studien im Bereich der diagnostischen Radiologie haben diesen
Aspekt bereits belegt, so wie eine vor kurzem veroffentliche Studie von Barcaui
et al. Daraus geht hervor, dass die korrekte Ubereinstimmung der Beurteilung
der Haut mit 22-MHz Ultraschall im Vergleich zu histologischen Schnitten von der

Erfahrung und dem anatomischen Wissen des Untersuchers abhéangig ist (47).

Rolle der Farbung und Anwendung eines dreidimensionalen Mikroskops

Eine Pilotstudie von Veenstra et al. zeigte, dass RLE als vielversprechende
Methode im Vergleich zu den Gefrierschnitten mit einer Sensitivitat und Spezifitat
von 83,8% und 94% die mikroskopisch kontrollierte Chirurgie beschleunigen
kann (46). Die Verfasser dieser Studie diskutierten die verschiedenen
Farbemethoden beider Verfahren als einen limitierenden Faktor, durch den sich

zeigte, dass die Anwendung von Toluidinblau sich besser zur Darstellung
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stromaler Zellen eignete als die fur gewohnlich bei Gefrierschnitten angewendete
HE-Farbung (46).

Der Gebrauch eines Stereomikroskops fur RLE offenbart zusatzliche
Informationen zu den bekannten zweidimensionalen Bildern eines normalen
histologischen Schnittes und beeindruckt den Dermatopathologen mit einer

dreidimensionalen mikroskopischen Ansicht.

Elimination der Lichtreflexion.

Das Problem der mikroskopischen Beurteilung von frischem, en bloc entfernten,
Gewebe ist die Lichtreflexion auf der nassen Préparatoberflache. Diese
Lichtreflexion kann durch Anwendung von Immersionsol oder Auflegen eines
Deckglases umgangen werden. Dabei entstehen Quetschartefakte. Die erste
Pilotstudie zeigte jedoch, dass die Untersuchung mit polarisiertem Licht solche
Reflexionsartefakte bei nassen Nativpraparaten am besten eliminieren kann (7).

Betrachtung von auf3en vs. Herstellung von histologischen Schnitten

In der herkdbmmlichen Histopathologie besitzt der Dermatopathologe die
Mdglichkeit, zusatzliche tiefere Schnittebenen zu beurteilen, die ihm helfen, seine
Diagnose abzusichern. Ein solches ,tiefer in das Praparat Hineinsehen® steht bei
der RLE nicht zur Verfigung.

Bei der konventionellen Histopathologie wird der in Paraffin eingebettete
Gewebeblock durch das Laborpersonal bei der tangentialen Einbettung von der
Basis oder vom Rand her nach zentral zum Tumorgewebe hin abgehobelt. Durch
das Verwerfen der aufRersten, womdglich noch negativen Randschnitte besteht
bei diesem allgemein so praktizierten technischen Vorgehen ein gewisses Risiko,
dann erst auf Tumorgewebe zu stoflen. Dies resultiert in  falsch-positiven’
Ergebnissen in der Randschnittkontrolle im Paraffinschnittverfahren. Wobei die
entsprechende Problematik falsch-positiver Befunde ebenso beim Erstellen von
Gefrierschnitten vorliegt.

Es muss daher postuliert werden, dass ein Teil der Praparate in der RLE in
Wirklichkeit richtig-negativ war, jedoch als ,falsch-negativ* eingestuft wurde, da
der Goldstandard Paraffinschnitt zu einem artifiziell-bedingten falsch-positiven

Ergebnis fuhrte.
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Von grofRem Vorteil ist, dass die RLE-Methode nach minimaler Fixierung und
Schnellfarbung ohne den Bedarf an histologischen Schnitten das Gewebe von
aul3en betrachtet und dabei weder das Gewebe verandert noch zerstort. Somit
steht es der weiteren herkdmmlichen histologischen Begutachtung oder fur

immunhistologische Untersuchungen uneingeschrankt zur Verfliigung.

4.1 Weitere mikroskopische Verfahren

Multiphoton Laser-Scanning-Mikroskopie (MPLSM)

In einer Studie von Paoli et al. wurde ein Verfahren beschrieben, die Multiphoton
Laser-Scanning-Mikroskopie (MPLSM), dessen Anwendung zu thermischen
Gewebeschaden fiihren kann (48, 49). Als Folge wurde einer Spaltung der
dermoepidermalen Junktionszone beobachtet (48). Bei diesem neuen, nicht-
invasiven Diagnostikverfahren von nicht-melanozytaren Hauttumoren wurde ein
Problem in dem geringen autofluoreszierenden Signal der Gewebeprobe bei der
Durchfihrung der MPLSM gesehen. Um tiefere Bereiche betrachten zu kénnen,
musste dabei die Laserleistung erhéht werden. Durch die Erhéhung der
Laserleistung bestand die Gefahr der thermischen Gewebeschadigung. Ein
Kompromiss zwischen der Laserleistung, der Detektorverstarkung und der
Scanrate musste gemacht werden, um MPLSM-Bilder mit einer ausreichenden
Kontrastierung zu erhalten, ohne eine thermische Schadigung des Gewebes zu
erzeugen. Die Bildaufnahmen erfolgten von der Epidermis bis zu einer
maximalen Scantiefe von 135 ym, woraus eine limitierte Beurteilbarkeit der

Gewebestlcke resultierte (49).

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Eine neuere Technik ist die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM),
welche die mikroskopisch kontrollierte Chirurgie ebenfalls beschleunigen kénnte.
Die CLSM stellt einen Ansatz dar, bei dem optische Schnitte eine
histopathologische Beurteilung von Nativgewebe ermdglichen.

Die in vivo CLSM zeichnet sich durch eine hohe Auflésung von < 1 ym aus und
lasst eine Beurteilung der Haut auf zellularer und subzellularer Ebene zu. Eine
hohe Genauigkeit dieses Verfahrens wurde mit 100% Sensitivitat und 88,5%

Spezifitat bei der in vivo Untersuchung von BZKs erreicht (50).
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Hingegen betragt bei der CLSM die maximale Eindringtiefe 0,35 mm, sodass sich
die Beurteilbarkeit der Tumoren in vivo mikroskopisch auf die Epidermis und
papillare Dermis beschrankt (51). Mit der ex vivo CLSM kdnnen operativ entfernte
Gewebeproben von der Aul3enseite der Schnittrander untersucht werden.

Die ex vivo Reflexions-CLSM zeigte eine bislang unzureichende Korrelation
zwischen Histologie und CLSM-Bilder (6, 52). Die Kontrasterhohung der
Zellkerne durch Inkubation in Essigsdure wurde nicht fur alle Basalzellkarzinom-
Subtypen optimal erreicht. Besonders schwer war das Erkennen mikronodulérer
und infiltrativer Typen des BZK in der Dermis (53).

In einer aktuellen Studie wurden unter Anwendung der ex vivo Fluoreszenz-
basierten konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (FCLSM) von Longo et al. die
Eigenschaften der normalen Haut und des Basalzellkarzinoms im Vergleich zur
standardisierten histopathologischen Untersuchungen beschrieben. Durch das
Ersetzen der Essigsaure durch einen Fluoreszenz-Farbstoff war es moglich,
Kerne anzufarben und damit den Kontrast zwischen der Kernmorphologie und
dem umliegenden Gewebe zu erhéhen (54).

Der Nachteil der CLSM liegt darin, dass sie nur an Quetschpraparaten
durchfuihrbar ist. Aufgrund des, durch die Methode festgelegten 12 x 12 mm?
groRen Leserasters kdnnen nur kleine Tumoren gescannt werden.

Ein schnelleres Scannen und eine automatisierte Anpassung der Laserleistung
misste noch entwickelt werden, um standardisierte kontrollierbare Bilder zu
erzielen. Wie auch in unserer Studie wurde dieses Verfahren bei
Basalzellkarzinomen untersucht und sollte durch weitere Studien auf seine
Anwendbarkeit zur Diagnostik anderer Hauttumoren Uberprift werden (54). Mit
einer neueren Studie von Bennassar et al. wurde hervorgehoben, dass die
FCLSM bislang die Epidermis nur unzureichend darstellt und deshalb eine
luckenlose Beurteilung eines Praparates auf Tumorfreiheit der Schnittrander
mittels FCLSM nicht gelingt (55).

Die Ursache liegt in dem eingeschrankten planen Scannen der einzelnen
exzidierten Tumoren und der damit verbundenen schlechteren Beurteilbarkeit

durch mangelhaft dargestellte Epidermisabschnitte.
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Optische Koharenztomographie (OCT)

Eine weitere aktuelle Alternative ist die optische Koharenztomographie (OCT).
Basierend auf Infrarotlicht werden vergleichbar mit der CLSM optische Schnitte
bis zu einer Scantiefe von 2 mm unter der Hautoberflache und einer Auflosung
von 7,5 uym erstellt. Die Einschrankung der Scantiefe von 2 mm in vivo ist
sicherlich einer der wichtigsten Nachteile bei der Anwendung von OCT, da
dadurch eine Beurteilung der tiefer gelegenen Basalzellkarzinominseln nur
einschrankt maoglich ist. Obwohl bereits eine grof3e Anzahl von pathologischen
Veranderungen mit OCT visualisiert und von normaler Haut unterschieden
werden konnte, sind die Sensitivitat und Spezifitat der dafur bendtigten Kriterien
noch nicht ausreichend durch groRRere prospektive Studien belegt (56).

Wang et al. zeigte kirzlich, dass durch den Einsatz von préoperativer OCT die
klinisch  vorgeschriebenen  Mindestabstande  zwischen  Tumor  und
Resektionsrand fur die Anwendung der Mohs-Chirurgie verringert werden
konnten, ohne die Sicherheit tumorfreier Rander zu gefahrden (57). So wurden
79% der Tumoren nach Anwendung der Mohs-Chirurgie mit ausreichendem
Sicherheitsabstand entfernt. Hingegen mussten 21% in einem zweiten Schritt
nachreseziert werden (57). In vivo OCT st ein nicht invasives, praoperatives
Verfahren, das eine unzureichende Ubereinstimmung mit ex vivo

Gefrierschnitten bei der Diagnostik von Basalzellkarzinomen hatte (54).

In der vorliegenden Studie war es ein gro3es Anliegen, ein zeitsparenderes und
weniger aufwendiges Verfahren im Vergleich zu Paraffinschnitten zu
untersuchen. Die Studie von Cunha et al. (58) hat diese Gesichtspunkte beim
Vergleich der ex vivo OCT mit den herkdbmmlichen Gefrierschnitten ebenso
beachtet; jedoch benotigt dieses Verfahren bis zur Diagnostik eines
Basalzellkarzinoms nach Anwendung der Mohs-Chirurgie 7 Minuten zur
Erstellung eines Bildes und ist somit zeitaufwendiger als die RLE.

Die RLE-Methode war der ex vivo OCT Uberlegen, bei welcher Sensitivitat und
Spezifitat bei 19% bzw. 56% lagen und die Darstellung von Basalzell-
karzinominseln im Vergleich zu Gefrierschnitten als unzureichend bezeichnet

wurde (58). Ein Grund dafir wurde in der Nicht-Perfusion des ex vivo Gewebes
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gesehen, welche eine verminderte Kontrastierung der OCT Bilder zur Folge hatte
(58).

RLE im Vergleich mit anderen mikroskopischen Verfahren
Eine Ubersicht der Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden im Vergleich
zu RLE zeigt Tabelle 14.

Technik Sensitivitat (%) | Spezifitat (%) | Zeit Kosten

RLE (72-)88 (86-)97 2 min/ +
Quadrant

Paraffinschnitte | 100 ? 100 ? 24 h +

Gefrierschnitte | 100 ? 100 ? 30-60 min +++

CLSM 40 - 95 30-75 5 min/ +++
Quadrant

OCT 19-74 ~ 60 7 min/ SRIRE
Quadrant

Tabelle 14: Sensitivitdt, Spezifitdt, Zeit- und Kostenfaktor der RLE im Vergleich zu anderen Verfahren in der

mikrographisch kontrollierten Chirurgie von BZKs

RLE scheint unter den oben genannten Verfahren das schnellste und das
gunstigste Verfahren in der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie zu sein. Die
histologische Bildgebung mit Gefrierschnitten ist zeitaufwendig und teuer. Es
erfordert eine entsprechende Ausstattung und speziell geschultes Personal.
Folglich wurden bestimmte Indikationen diskutiert, die die Mohs Chirurgie unter
Anwendung der Gefrierschnitttechnik limitieren sollten (59). Im Gegensatz dazu
wird andererseits ein groRzugiger Gebrauch der MKC fir jede Art von Tumor
beflrwortet, welche mit subklinischen Auslaufern wachst (60).

Die RLE kodnnte eine zeitsparende und kostengunstige unterstiitzende Methode
fur die MKC darstellen. Die Anschaffungskosten fur das Mikroskop (rund 10-
20000 Euro) mussen einmalig getragen werden. Die Kosten fur die Farbung der
zu untersuchenden Gewebestlicke sind zu vernachlassigen.

Die Anwendung der RLE erfordert zweifellos ein spezielles Training der
anwendenden Dermatopathologen bzw. ,Mohs’ Chirurgen®, um das frische

Gewebe richtig beurteilen zu kénnen. Laborpersonal wird hingegen keines
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bendtigt. In kleinen Proben wie Shaves waren unter Anwendung von RLE 100%
richtige Diagnosen von geubten als auch ungetbten Untersuchern gestellt
worden. Im ambulanten Setting zeigte sich mit einem erfahreneren RLE-
Untersucher auch eine fast perfekte Ubereinstimmung zwischen RLE und
Paraffinschnitten gro3erer Proben in der Randkontrolle.

Die RLE erreicht die hohe diagnostische Genauigkeit des Goldstandards der
Gefrier- und Paraffinschnitttechnik.

Als eine reproduzierbare und zuverlassige Methode konnte RLE das Potential
haben, die MKC zu revolutionieren.

Die kostengunstigen standardisierten HE-gefarbten Paraffinschnitte sollten aus
forensischen Grunden weiterhin erstellt und befundet werden. Eine zuverlassige
hochauflosende fotografische Archivierung sé&mtlicher Tumorabschnitte des
dreidimensionalen Exzidates ist bei der RLE im Rahmen einer rationellen
Diagnostik zumindest bislang aus Kosten und Zeitgrtinden nicht durchfuhrbar.
Paraffin-Belegschnitte scheinen aus diesem Grund in absehbarer Zukunft
weiterhin erforderlich.

In Paraffin eingebettetes Gewebe stinde dartber hinaus fur nachfolgend
aufkommende spezielle Fragestellungen zur Verfigung, wie beispielsweise fur

immunohistologische oder genetische Untersuchungen.
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4.2 SchluBfolgerung

Zusammenfassend liel3 sich die RLE in der MKC von BZK-Patienten sowohl im
ambulanten als auch im klinischen Setting sehr zufriedenstellend einsetzen.

Die operativ entfernten Hauttumoren konnten mit Hilfe von RLE innerhalb von 2
Minuten im Operationsbereich mikroskopisch beurteilt werden. Somit erlaubte
diese Direktstereomikroskopie eine histologische “Bedside-Diagnose am OP-
Tisch®.

RLE ist in groBRem Mald anwenderabhdngig und stitzt sich auf einen speziell
trainierten Umgang mit dem Verfahren.

Der klinische Nutzen von RLE kénnte immens sein. Im Falle von sichtbaren
Tumorauslaufern an den Resektionsrandern hatte der Operateur die Moglichkeit,
direkt in gleicher Sitzung in diesem Randbereich nachzuresezieren und somit das
Ergebnis der Operation zu optimieren und die Anzahl der méglichen Eingriffe am
Patienten zu minimieren. Bei Tumorfreiheit der chirurgischen Schnittrander wéare
ein unmittelbarer Defektverschluss in gleicher Sitzung mdglich. Durch die grof3e
Sicherheit einer lickenlosen Schnittrandkontrolle von BZKs kdnnten zahlreiche
Operationen und Narkosen den Patienten erspart bleiben. Das perioperative
Risiko durch langer offenstehende Wunden wirde verringert werden.

Bisher wurde diese Methode nur fir die Diagnostik von Basalzellkarzinomen
angewendet. Es bedarf weiterer Studien, um zu kléaren, ob die RLE in der
histopathologischen Beurteilung anderer Tumorentitaten, bei denen eine

schnelle histologische Diagnostik notwendig ist, einsetzbar ist.
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Zusammenfassung

Einleitung: Aufgrund steigender Inzidenzraten von Hautkrebs besteht die
dringende Notwendigkeit fur eine schnelle, zuverlassige und kosteneffiziente
Therapie. In der mikroskopisch kontrollierten Chirurgie (MKC) werden die
luckenlosen Exzisatschnittrander an Gefrier- oder Paraffinschnitten untersucht.
Neuere Verfahren sind die ex vivo CLSM und OCT, welche im Prinzip optische
Schnitte erstellen. Im Gegensatz dazu wird bei der ,Rapid Lump Examination®
(RLE) das native Tumorgewebe bzw. werden die Tumorrander unmittelbar
mikroskopisch betrachtet.

Material und Methoden: 382 Préaparate aus 118 Tumoren von 86 Patienten der
Praxisklinik Tibingen und der Universitats-Hautklinik Tdbingen wurden
untersucht. Das Tumorgewebe wurde makroskopisch als ,Tubinger Torte“ oder
in der ,Muffin-Technik® zugeschnitten. Die nativen Proben wurden nach einem
standardisierten, 60 sek. dauernden Farbeprotokoll direkt mit einem
Stereomikroskop unter polarisiertem Licht mikroskopisch untersucht. Beim
anschlieBenden Paraffinschnittverfahren konnten die HE-gefarbten Schnitte
nach frihestens 20 Stunden mikroskopisch beurteilt werden.

Ergebnisse: Die RLE-Methode verbrauchte kein Gewebe und fuhrte zu keiner
Beeintrachtigung der Qualitat der nachfolgenden Paraffinschnitte. Im Vergleich
zu Paraffinschnitten zeigte die RLE eine untersucherunabhéngige hohe Spezifitat
(91%) und Sensitivitdt (76%); der PPV betrug 72% und der NPV 92%. Ein
erfahrener Untersucher erzielte eine Sensitivitat und Spezifitat von 88 bzw. 97%
sowie einen PPV und NPV von 88% und 97%.

Schlussfolgerung: Die RLE ist ein neues reproduzierbares und zuverlassiges
Verfahren, welches die MKC von BZK deutlich beschleunigen kann. Sie bietet
sowohl dem niedergelassenen als auch dem in der Klinik tatigen Arzt eine neue
Mdglichkeit, BZK schnell und sicher zu diagnostizieren und operative Eingriffe
auf ein Minimum zu beschranken. HE-gefarbte Gefrier- oder Paraffinschnitte

sollten aus forensischen Griinden als Goldstandard weiterhin erstellt werden.
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