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Zusammenfassung

Einleitung: Eine medikamentds induzierte Immunsuppression kann die AbstofRung eines
fremden Organs bei transplantierten Patienten verhindern, jedoch werden darunter haufig
neoplastische und virusassoziierte Hauterkrankungen beobachtet. Die Reflektanz-
konfokale Laserscanmikroskopie (RCM) hat sich kurzlich als aussichtsreiches Instrument
zur frihzeitigen Erkennung dieser Hautlasionen erwiesen, um aufwandige zeit- und
kostenintensive Biopsien zu vermeiden. Nach unserem besten Wissen ist dies die erste
Studie, die eine systematische Evaluierung fraglicher Hautveranderungen bei
Organtransplantierten mittels RCM vornimmt.

Ziel: Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Genauigkeit der konfokalen Mikroskopie fir
die Diagnose von Hautveranderungen bei Organtransplantierten durch die Anwendung
ausgewahlter RCM-Evaluationskriterien im klinischen Alltag zu prufen.

Patienten und Methoden: Eine Gesamtzahl von 61 Hautveranderungen wurde evaluiert.
Eine erste klinische Untersuchung ergab 20 Basalzellkarzinome, sechs Bowen-
Karzinome, 23 aktinische Keratosen und zwolf Verrucae. Alle Lasionen wurden
konfokalmikroskopisch untersucht, anschliefend wurde eine konventionelle Histologie
als Goldstandard angefertigt. Die morphologische Auswertung des RCM-Bildmaterials
erfolgte durch zwei unabhangige Dermatologen.

Ergebnisse: Fir die Diagnose des Basalzellkarzinoms wurde eine Sensitivitat von 100%
durch beide Untersucher (UNT | + Il) sowie eine Spezifitat von 100% (UNT I) bzw. 80%
(UNT IlI) bei sehr guter Konkordanz zwischen den Gutachtern erreicht. Die
Sensitivitatsdurchschnittsrate der RCM-Merkmale beider Untersucher lag zwischen 60%
und 100%, wahrend die Spezifitat 55% bis 90% betrug. Bis auf das Entzindungsinfiltrat
zeigten alle Parameter eine gute bis mittlere Interobserver-Konkordanz.

In den Morbus Bowen-Lasionen konnten, bis auf die mehrkernigen Keratinozyten, alle
bisher in der Literatur beschriebenen RCM-Evaluationsparameter aufgefunden werden.

Fir die Diagnose der aktinischen Keratose konnte eine Ubereinstimmende Sensitivitat
von 94,4% und eine Spezifitdt von 80% (UNT 1) bzw. 60% (UNT I1l) bei mittlerer
Konkordanz zwischen den Beobachtern gezeigt werden. Die
Sensitivitatsdurchschnittsrate der RCM-Merkmale lag zwischen 72,3% und 97,2%,
wahrend die Spezifitat 20% bis 90% betrug. Die Ubereinstimmung zwischen den

Gutachtern variierte zwischen 0,151 und 0,769.



Bezuglich der Verrucae bestatigte die RCM die histologische Diagnose mit einer
Sensitivitat von 85,7% (UNT |) bzw. 100% (UNT Il), wahrend die Spezifitat 100% (UNT 1)
bzw. 80% (UNT Il) bei guter Beobachter-Konkordanz  betrug. Die
Sensitivitatsdurchschnittsrate der konfokalen Parameter zeigte eine Genauigkeit von
50% bis 100%, wahrend die Spezifitat 40% bis 90% betrug. Fir alle Kriterien konnte eine
gute bis mittlere Konkordanz berechnet werden.

Schlussfolgerung: Es konnte gezeigt werden, dass die Reflektanz-konfokale
Laserscanmikroskopie ein vielversprechendes Werkzeug zur non-invasiven Diagnostik
neoplastischer und virusassoziierter Hautveranderungen bei Organtransplantierten
darstellt. Angesichts der Haufigkeit und diagnostischen Komplexitdt der nach
Transplantation  auftretenden  hyperkeratotischen  Lasionen  sind  grdlere

Patientenkollektive erforderlich, die diese interessanten Erkenntnisse untermauern.



Summary

Background: Drug-induced immunosuppression is used to prevent rejection of the
foreign organ in transplanted patients, but neoplastic and virus-associated skin diseases
are frequent complications. Reflectance confocal microscopy (RCM) recently emerged
as a promising tool for the early identification of these lesions, avoiding invasive time- and
cost-consuming biopsies. To the best of our knowledge, this is the first study that
evaluates systematically questionable skin changes in organ transplanted patients using
RCM.

Aim: This work aims to investigate the accuracy of RCM for the diagnosis of the skin
alterations occurring in organ transplant recipients by adopting specific RCM parameters.
Patients and methods: 61 skin lesions were analyzed. A first clinical examination
identified 20 basal cell carcinomas, 6 Bowen’s diseases, 23 actinic keratoses and 12
verrucas. All lesions were further examined by RCM and histological examination as gold
standard was performed. Morphological evaluation of the RCM images was carried out
by two independent dermatologists.

Results: For the diagnosis of basal cell carcinoma a sensitivity of 100% by both
investigators (INV | + IlI) and a specificity of 100% by INV | and 80% by INV Il were
achieved. The interobserver concordance degree was very good. The sensitivity average
rate for RCM features reached by both investigators ranged between 60%-100%, while
the specificity between 55%-90%. All parameters showed good to moderate interobserver
concordance except for the inflammatory infiltrate.

In the lesions of Bowen’s disease, all RCM parameters were found, with the exception of
polynuclear keratinocytes.

For the diagnosis of actinic keratosis a concordant sensitivity of 94.4% and a specificity
of 80% (INV I) and 60% (INVIIl) were detected. A medium level of agreement between
observers was demonstrated. The sensitivity average rate of specific RCM criteria ranged
between 72.3%-97.2%, whereas specificity between 20%-90%. The interobserver
concordance score varied between 0.151 and 0.769.

Regarding verrucas, RCM confirmed the histological diagnosis with a sensitivity of 85.7%
(INV 1) and 100% (INV II), while specificity was 100% (INV 1) and 80% (INV II) with good
interobserver concordance. The sensitivity average rate of RCM features showed an
accuracy of 50%-100% while for specificity 40%-90%. A good to medium concordance

was assessed.



Conclusion: RCM resulted to be a reliable tool for the non-invasive diagnosis of
neoplastic and virus-associated skin changes in organ transplant recipients.
Nevertheless, given the frequency and diagnostic complexity of the hyperkeratotic lesions
occurring post-transplantation, larger cohorts of patients are required to confirm and

consolidate these interesting findings.



1 Einleitung
1.1 Kutane Erkrankungen nach Organtransplantation

Eine Organtransplantation qilt fir Patienten mit schwersten Organschaden als
lebensrettende MalRnahme. Die erste erfolgreiche Transplantation eines Organs gelang
Joseph Murray im Dezember 1954 in Boston. Er verpflanzte dabei eine Niere zwischen
eineiigen  Zwillingsbridern  (1).  Organtransplantationen  zwischen genetisch
verschiedenen Individuen wurden aber erst durch die Entwicklung immunsuppressiver
Medikamente maoglich. Durch die kontinuierliche Einnahme unterschiedlicher
Immunsuppressiva kann eine Abstolung des fremden Organs durch das eigene
Immunsystem verhindert werden (2). Allein in Deutschland werden jedes Jahr 3.500
Organe transplantiert (3). Die Gesamtzahl Organtransplantierter in Deutschland und dem
benachbarten Ausland wird dabei auf 70.000-100.000 geschatzt (2). Weltweit hat sich die
Anzahl organtransplantierter Patienten sogar auf 1.000.000 erhoéht. Durch die
Entwicklung neuer und nebenwirkungsarmerer Immunsuppressiva ist auch das
Langzeitiberleben nach Organtransplantation in den letzten Dekaden deutlich
angestiegen (4). Die Verhinderung einer OrganabstoRungsreaktion bedeutet auf der
anderen Seite eine herabgesetzte Abwehr neoplastischer und virusinfizierter Zellen (5).
Dabei findet sich fur die nach Organverpflanzung auftretenden Erkrankungen ein
typischer zeitlicher Ablauf. Zu Beginn der Posttransplantationsphase zeigt sich eine
erhohte Inzidenz fur vital bedrohliche Infektionskrankheiten, im weiteren Verlauf kann es
zu lebensbedrohlichen Tumorerkrankungen kommen (6). An Hautinfektionen im
Allgemeinen leiden insgesamt 55%-97% der organtransplantierten Patienten (7). Diese
Infektionen zeichnen sich durch ihre schwere Verlaufsform und atypische Klinik aus (8).
Die beiden haufigsten Hauterkrankungen Organtransplantierter stellen Verrucae (Vs) und
Hauttumoren dar (9). Mit 40%-50% machen Hauttumoren dabei auch den gréf3ten Anteil
der malignen Tumoren aus. Die Inzidenz maligner Hauttumoren steigt kumulativ mit der
Dauer der immunsuppressiven Therapie. In Westeuropa und den USA leiden im ersten
Jahr nach Organtransplantation 5% der Patienten an malignen Hauttumoren. Nach zehn
Jahren sind 10%-27% der Patienten und nach 20 Jahren 40%-60% der Patienten
betroffen. In Australien steigt die Haufigkeit der Hauttumoren nach 20 Jahren sogar auf
70%-82% (10). Insbesondere das Risiko fur nicht-melanozytare Hauttumoren ist dabei
erhoht. Sie haben einen Anteil von 95% am gesamten Hauttumoraufkommen

Langzeittransplantierter (11). Zudem finden sich bei den nicht-melanozytaren



Hauttumoren Organtransplantierter haufig multiple Lasionen im Sinne einer
.Feldkanzerisierung“ (12). Nierentransplantierte in den USA zeigen ein um den Faktor 20
erhdhtes Risiko fur invasive Hauttumoren im Vergleich zu Nicht-Transplantierten (13). In
Kohortenstudien von norwegischen und neuseelandischen Herztransplantierten wurde
sogar ein 65-fach erhdhtes Risiko fur invasive nicht-melanozytare Hauttumoren gezeigt
(6). Den am haufigsten diagnostizierten Hauttumor bei Organtransplantierten stellt das
invasive Plattenepithelkarzinom (PEC) dar. Es zeichnet sich durch sein multiples und
multifokales Auftreten, aggressiveres Wachstum sowie sein erhdhtes Rezidivrisiko aus
(14). Die Metastasierungsrate bei Immunsupprimierten betragt um die 2%-3%. Da bei
immunsupprimierten Patienten jedoch multiple Plattenepithelkarzinome auftreten, steigt
die Gesamtmetastasierungsrate sogar auf 12,9% (15). Die Inzidenzen von
Plattenepithelkarzinomen und deren Vorstufen zu Basalzellkarzinomen (BCCs) betragt
bei Organtransplantierten 4:1 und verhalt sich damit gegensatzlich dem Verhaltnis
Immunkompetenter (16). Auch die Mortalitatsrate Immunsupprimierter mit malignen
Hauttumoren ist erhdht und liegt bei Uber 5% (17).

Verrucae und Hauttumoren bei Organtransplantierten zeigen durch ihr zeitlich versetztes
Auftreten in entsprechenden Hautarealen sowie vergleichbare Risikofaktoren auffallige
Gemeinsamkeiten. Als wichtige Risikofaktoren fur die Entstehung von Verrucae bei
Organtransplantierten gelten die Art der Immunsuppression, insbesondere eine Therapie
mit Azathioprin, eine lange Dauer der Immunsuppression, ein hdheres Lebensalter bei
Transplantation sowie Art des transplantierten Organs (Herz und Lunge) (9). Zu den
etablierten Risikofaktoren fur die Inzidenz von Hauttumoren bei Organtransplantierten
gehoren ein heller kaukasischer Hauttyp (Fitzpatrick I-11), UVB-Strahlung mit der auf die
Lebenszeit bezogenen UV-Dosis (Total Sun Burden), Anzahl der Sonnenbrande,
Sonnenschutzverhalten, Hauttumoren in der Vorgeschichte, familiare Belastung mit
Hauttumoren sowie HPV-induzierte Verrucae. Mehr als 90% der Hauttumoren bei
Organtransplantierten treten dabei in UV-exponierten Hautarealen auf (6). Zudem spielen
Art, Dosierung und Dauer der immunsuppressiven Therapie, ein hdheres Patientenalter
bei Transplantation, Art des transplantierten Organs und Dialyse vor
Nierentransplantation eine wichtige Rolle (2,18,19). Bei Lebertransplantierten treten
aufgrund der schwacheren Immunsuppression signifikant weniger infektiése und
neoplastische Hauterkrankungen als bei Herz- und Lungentransplantierten auf, da diese
Patienten eine starker dosierte immunsuppressive Therapie bendtigen, um eine

TransplantatabstoBung zu verhindern und zum Zeitpunkt der Transplantation



durchschnittlich alter sind (8,10). Die Inzidenz fur Plattenepithelkarzinome bei
Nierentransplantierten istim Vergleich zu Herztransplantierten hdher, was auf die langere
Dauer der Immunsuppression zurickgefuhrt wird, da Nierentransplantierte zum Zeitpunkt
der Transplantation meist junger sind (20).

Die immunsuppressive Medikation setzt sich zusammen aus Glukokortikosteroiden,
Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin A, Tacrolimus), Antimetaboliten (Azathioprin,
Mykophenolatmofetil), mTOR-Inhibitoren (Sirolimus, Everolomus), spezifischen
Antikérpern und anderen (21). Durch die medikamentdése Hemmung der kontinuierlichen
korpereigenen Immunabwehr kommt es dabei zu einer indirekten Tumorpromotion bzw.
-progression. Einige dieser Medikamente bewirken durch ihren spezifischen
Wirkmechanismus sogar auch eine direkte Induktion von Hauttumoren (22). Fur
Glukokortikosteroide, Azathioprin, Ciclosporin A und Tacrolimus konnte ein erhdhtes
Risiko fir die Entstehung nicht-melanozytarer Hauttumoren nachgewiesen werden.
Sirolimus und Everolimus scheinen im Vergleich zu Ciclosporin A, Mycophenolatmofetil
und Azathioprin das Risiko flr nicht-melanozytare Hauttumoren zu senken (5,23).
Ciclosporin A besitzt eine direkt tumorpromovierende Wirkung (22). Untersuchungen bei
Nierentransplantierten zeigten nach Halbierung der Ciclosporin A-Dosis eine Reduktion
der nicht-melanozytaren Hauttumoren, jedoch kam es auch zu einer hoheren
AbstoBungsrate der transplantierten Niere (24). Azathioprin bewirkt eine erhdhte UVA-
Photosensitivitat. Durch die verstarkte Produktion freier Sauerstoffradikale kommt es zu
oxidativen Zellstress, welcher in den Keratinozyten DNA-Schaden verursacht. MTOR-
Inhibitoren bewirken dagegen eine Hemmung der Angiogenese und haben so eine

antiproliferative Wirkpotenz auf Tumorzellen (6,11).

1.2 Diagnostik der Lasionen

Neoplastische und virusassoziierte Hauterkrankungen zeigen bei Immunkompetenten
insgesamt eine ausgezeichnete Prognose, sofern sie in einem frihen Stadium
diagnostiziert und behandelt werden. Bei Organtransplantierten ist dagegen zu beachten,
dass auch unscheinbare Hautlasionen zu rascher Progredienz und Tiefeninfiltration
neigen. Zudem treten diese Hauterkrankungen bei Immunsupprimierten haufig in
multipler Anzahl an ungewdhnlichen Lokalisationen auf und zeigen eine meist atypische

Morphologie. Daher stellen sie, insbesondere wenn es sich um sehr kleine Lasionen



handelt, fir den Kliniker, auch unter Zuhilfenahme eines Auflichtmikroskops, eine
erhebliche diagnostische Herausforderung dar.

Die Diagnose eines Basalzellkarzinoms wird in der Regel anhand seines klinischen
Erscheinungsbildes gestellt. Bei kleinen knotigen Basalzellkarzinomen im Gesicht, die oft
mit den ebenfalls unter Immunsuppression auftretenden, multiplen, benignen
Talgdrisenhyperplasien (TH) vergesellschaftet sind, bei sklerodermiformen
Basalzellkarzinomen oder bei einigen oberflachlichen Basalzellkarzinomen, bei denen
dermatoskopische Merkmale fehlen, kann dies jedoch eine diagnostische Schwierigkeit
darstellen (25). Die derzeitige Standarddiagnostik beinhaltet eine histologische
Untersuchung nach invasiver Hautbiopsie. Bei  multiplen, superfiziellen
Basalzellkarzinomen oder dem Gorlin-Goltz-Syndrom kann gemaf der gultigen Leitlinie
von diesem Goldstandard abgewichen werden (26).

Im Allgemeinen wird die Diagnose eines In-situ-Plattenepithelkarzinoms, das sich in die
aktinische Keratose (AK) und seine Sonderform, den Morbus Bowen (MB), gliedert,
klinisch gestellt. Da jedoch haufig eine Unterscheidung zwischen In-situ- oder
frihinvasivem Plattenepithelkarzinom nicht mdglich ist, bleibt die histologische Evaluation
einer Hautbiopsie durch einen Pathologen aktuell ebenfalls der Goldstandard (27-29).
Auch die Diagnose der Verruca wird anhand ihrer typischen Klinik gestellt. Gelingt es
jedoch, insbesondere bei Organtransplantierten, nicht, die meist hyperkeratotischen
Lasionen differentialdiagnostisch von aktinischen Keratosen oder frihinvasiven
Plattenepithelkarzinomen zu unterscheiden, sollte in diesen speziellen Fallen ebenso
eine Probeexzision mit histologischer Aufarbeitung erfolgen (9).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass bei Organtransplantierten die Notwendigkeit
besteht, wiederholt multiple Hautproben zu entnehmen. Im Rahmen dessen mussen sich
die Patienten mehrfach bei ihrem betreuenden Hautarzt wieder vorstellen. Bei diesem
Patientenkollektiv  ist aulRerdem zu Dberlcksichtigen, dass meist eine
gerinnungshemmende Dauermedikation eingenommen wird, was eine erhdhte
Blutungsgefahr bedeuten kann. Aufgrund der chronischen Immunsuppression besteht ein
hdheres Risiko fur Wundinfektionen im Operationsgebiet.

Im Allgemeinen werden Hautbiopsien von Patienten als unangenehm und schmerzhaft
empfunden und gehen mit einer unvermeidlichen Narbenbildung einher. Auch sind sie
wegen der aufwandigen Materialaufarbeitung mit einem vermehrten Zeitaufwand
verbunden, was mit einer verspateten Therapie einhergehen und in der Folge fur die

Patienten eine Verschlechterung ihrer Lebensqualitdt oder eine Verklrzung ihrer



Lebenszeit bedeuten kann. Somit ergibt sich als Alternative zur Routinehistologie eine
Notwendigkeit zur Entwicklung zuverlassiger, non-invasiver und zeitsparender

Untersuchungstechniken.

1.3 Basalzellkarzinom
1.3.1 Klinische Merkmale

Das Basalzellkarzinom wurde in der Literatur erstmals 1827 von dem irischen Chirurgen
und Ophthalmologen Arthur Jacob beschrieben (30). Seine Benennung als
.Basalzellenkrebs” erfolgte 1903 durch den aus Ungarn stammenden Pathologen
Edmund Krompecher (31). Es stellt die haufigste Neoplasie des Menschen dar und macht
etwa 70% aller malignen Hauttumoren aus (32,33). Das durchschnittliche Risiko, in
seinem Leben an einem Basalzellkarzinom zu erkranken, liegt bei Kaukasiern um die
30% und steigt rasant ab dem 55. Lebensjahr, wobei Manner etwas haufiger betroffen
sind. Die Inzidenzrate nimmt weltweit um 3%-10% pro Jahr zu und liegt in Deutschland
derzeit bei etwa 170 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner/Jahr (26,34,35). In den
USA wird ein Auftreten von 300 pro 100.000 Einwohner/Jahr und in Australien sogar von
1.000 pro 100.000 Einwohner/Jahr angegeben (36). Bei Organtransplantierten ist die
Inzidenz 10-fach erhdéht im Vergleich zur nicht-transplantierten Vergleichsbevdlkerung
(37). Das BCC zeichnet sich durch sein langsames Wachstum Uber Monate bis Jahre mit
lokal infiltrierendem und destruktivem Potential aus, eine Metastasierung wird extrem
selten beobachtet (38). Es entsteht de novo ohne vorhergehende Prakanzerose (26).
Initial findet sich meist eine kleine, hautfarbene Papel oder Induration. Im weiteren Verlauf
konnen typische Merkmale wie Teleangiektasien, ein perlschnurartiger Randwall,
zentrale Atrophien, Erosionen oder Ulzerationen hinzukommen. Rezidivierende, zumeist
punktférmige Blutungen sind haufig. Dabei tritt es ausschliellich an behaarten
Kdrperregionen auf (39). 85% aller BCCs zeigen eine Pradilektion im Kopf-Hals-Bereich,
bevorzugt im Mittelgesicht (25). Zu den pradisponierenden Faktoren fur die Entwicklung
eines Basalzellkarzinoms zahlen eine langfristige Immunsuppression, ein heller
kaukasischer Hauttyp (Fitzpatrick I-Il), eine aktinische Hautschadigung, die kumulative
UVB-Belastung, karzinogene Noxen wie Arsen, Steinkohlenteer, orales Methoxsalen
(Psoralen) und ionisierende Strahlen, atrophe oder mechanisch belastete Narben,

chronische Ulzerationen oder Hautschadigungen wie beim Trichotillobasalzellkarzinom,



Genodermatosen wie das Gorlin-Goltz-Syndrom, Xeroderma pigmentosum oder
Albinismus (25,26,40). Klinisch wird das BCC in unterschiedliche Typen unterteilt:

- Nodulares/solides BCC

- Superfizielles BCC/Rumpfhautbasalzellkarzinom

- Sklerodermiformes (morpheaartiges oder zikatrisierendes) BCC

- Exophytisch aggressives Riesenbasalzellkarzinom

- Ulcus rodens

- Ulcus terebrans

- Rezidivbasalzellkarzinom

- Metastasierendes BCC

- Sonderformen: fibroepitheliomatdéser Tumor nach Pinkus, infundibulozystisches

BCC, metatypisches/basosquamdses BCC (25,41).

Das nodulare BCC stellt mit 63,8%-78,7% aller Falle die haufigste Erscheinungsform dar
und manifestiert sich meist im Gesicht.

Der zweithaufigste Typ ist das superfizielle BCC mit 14,8%-15,1% aller Falle, welches
solitar oder multipel vor allem am Stamm, seltener in den Intertrigines, der
Anogenitalregion oder im Gesicht auftritt.

Das sklerodermiforme BCC kommt in 2,9%-6,2% der Falle vor und ist damit eine
seltenere, aber auch aggressivere Variante (42,43). Es stellt sich als eine im Hautniveau
liegende, wachsfarbende, nur unscharf gegen die Umgebung abgrenzbare, derbe
Infiltratplatte mit Teleangiektasien und narbenartigem Aspekt dar. Da es klinisch schwer
zu detektieren ist und daher haufig erst spat diagnostiziert wird, kann es zu lokalen
Destruktionen flhren (40).

Das exophytisch aggressive Riesenbasalzellkarzinom zeichnet sich durch seine
ausgedehnte Wuchsform aus.

Als Ulcus rodens wird die mehr an der Oberflache wuchernde Erscheinungsform mit
zentraler Ulzeration bezeichnet.

Im Gegensatz dazu dringt das mutilierende Ulcus terebrans in die Gewebetiefe vor und
kann Gefalte sowie unterliegende Strukturen wie Knorpel und Knochen arrodieren. Auf
diese Art und Weise kann es zu einer sukzessiven Eroffnung der Orbita, einer Zerstérung
des Nasengeristes und nach meningealer Infiltration zu vital bedrohlichen

Komplikationen fuhren.
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Rezidivbasalzellkarzinome entstehen im narbigen Gewebe, wodurch ihre klinische
Morphologie verandert erscheint und sie schwerer zu erkennen sind.

Metastasierende Basalzellkarzinome werden nur in Einzelfallen beschrieben. Bevorzugt
lokalisiert sind diese im Kopf-Hals-Bereich.

Die Diagnose der klinischen Sonderformen ergibt sich erst nach der histologischen
Gewebeaufarbeitung (25,41,44). Zusatzlich kdnnen alle Basalzellkarzinomtypen eine
braun-schwarze Pigmentierung aufweisen (45).

Zwar erscheinen viele BCCs klinisch evident, dennoch betragt die Genauigkeit von
Dermatologen fur die klinische Diagnose nur um die 70% (46). Zur besseren
Friherkennung sollte daher zusatzlich ein Dematoskop eingesetzt werden. Zu den
klassischen auflichtmikroskopischen Merkmalen des Basalzellkarzinoms gehdren

geschlangelte, sich verzweigende Gefalde, die einem dicken Gefallstamm entspringen,

sowie weild-orange, strukturlose Areale als Ausdruck einer mit Serumkrusten bedeckten
Ulzeration (Abbildung 1).

Abbildung 1: Dermatoskopisches Bild eines noduldren Basalzellkarzinoms

Der relativ scharf begrenzte, hautfarbene, knotige Tumor wird von geschléngelten und teilweise

auch verzweigten Teleangiektasien durchsetzt.
In pigmentierten BCCs werden zusatzlich ungleich gro3e und unterschiedlich geformte

blaue Schollen, graue oder blaue Punkte, weilde strukturlose Zonen und radiale Linien

gesehen. Diese Linien kdnnen zu einem Punkt oder einer Scholle konvergieren, was als
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~opeichenrad® bezeichnet wird. Typisch ist aulerdem das Fehlen eines pigmentierten
Netzwerkes (39).

1.3.2 Histopathologie

Das Basalzellkarzinom entwickelt sich aus pluripotenten Vorlauferzellen der basaloiden
Keratinozyten. In seinen Differenzierungsmoglichkeiten entspricht es denen des
embryonalen Haarkeims. Im Zusammenspiel mit verschiedenen Stromareaktionen
differenzieren diese Vorlauferzellen schliel3lich in unterschiedliche Richtungen. Daraus
ergeben sich die histologischen Subtypen des Basalzellkarzinoms (25,47). Beim soliden
BCC finden sich intensiv basophile, scharf abgrenzbare, unterschiedlich grolle
Tumorzellnester, welche ausgehend von der Basalzellreihe eine direkte Verbindung zur
Epidermis aufweisen. Die Tumornester kdnnen die Dermis (D) tief infiltrieren und sind
durch einen zystischen Spalt vom fibrdsen Stroma getrennt. In dem peritumoralen Spalt
konnen Amyloid- oder Muzinablagerungen auftreten (47). Dies ist eine neuere, in-vivo
konfokalmikroskopische Beobachtung, da der Spalt zuvor in der Histopathologie als
Artefakt im Rahmen der Gewebeaufbereitung verstanden wurde (48). Die aullere
Zellreihe der Tumorverbande zeigt eine typische palisadenformige Stellung, wahrend die
inneren Tumorzellen und deren Kerne ungeordnet vorliegen. Das Vorhandensein einer
Ulzeration wird von einem entzindlichen, vorwiegend Iymphozytaren Infiltrat
unterschiedlicher Auspragung begleitet. Die uniformen Zellkerne sind rund bis oval und
weisen einen schmalen Zytoplasmasaum auf. In ihnen sind zahlreiche Mitosen zu
erkennen (25,49). Die Kern-Zytoplasma-Relation ist zugunsten der Zellkerne verschoben
(47). Haufig werden dendritische Zellen in den Schichten der Epidermis oder innerhalb
der neoplastischen Aggregate gesehen (40). Eine ausgepragte, erhdhte Vaskularisierung
wird ebenso beobachtet wie eine solare Elastose (50). Manche BCCs zeigen keine bzw.
nur geringe Differenzierungen, andere zeigen Tendenzen in Richtung
Hautanhangsgebilde bzw. follikulare oder keratotische Differenzierungen (47). Zu den
morphologischen Varianten des soliden Basalzellkarzinoms gehéren das adenoide, das
keratotische, das zystische, das pigmentierte, das adamantinoide, das klarzellige, das
granulare und das matrikale BCC. Die Architektur dieser Wuchsvarianten entspricht
derjenigen des soliden Basalzellkarzinoms, sie konnen alleinig oder gleichzeitig
nebeneinander in einem Tumor vorkommen (25). Das adenoide BCC bildet bizarre

Epithelstrange, welche die Bindegewebsinseln umschlieBen. Die Epithelstrange
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anastomosieren untereinander und bilden dadurch netzartige Gebilde in der Dermis. Im
keratotischen BCC finden sich Ansammlungen von grof3en eosinophilen Zellen mit
zentralen Hornzysten. Beim zystischen BCC bilden sich in den Zentren der
Tumorzellverbande zystische Hohlraume (47). Das pigmentierte BCC weist innerhalb der
Tumorzellen Melanozyten bzw. im Tumorstroma Melanophagen oder Siderophagen auf
(25). Adamantinoide BCCs bestehen aus einem lockeren Zellverband spindelférmiger
Zellen. Durch kleine Interzellularbricken kdnnen sie miteinander kommunizieren, die
interzellularen Spalten sind mit amphophilem Material ausgefillt. Klarzellige BCCs
bestehen teilweise oder ganz aus glykogenhaltigen Klarzellen, granuldare BCCs
beinhalten Zellen mit eosinophilen Granula. Beim matrikalen BCC treten innerhalb der
Tumorverbande Schattenzellen auf (47).

Das superfizielle BCC zeigt multifokale, knospenartige Proliferationen basaloider
Tumorzellverbande im Stratum papillare. Das umliegende Bindegewebe ist fibros
umgewandelt und beinhaltet ein sparliches, lymphoidzelliges Entziindungsinfiltrat. Das
Wachstumsmuster ist horizontal, aufgrund der multifokalen Herde ist die
Randbegrenzung schlecht abzuschatzen (25,41).

Das sklerodermiforme BCC wird vermehrt bei Immunsupprimierten gefunden (51). Es
beinhaltet kleine, hirschgeweihartig verzweigte Formationen basaloider Tumorzellen
(41). Diese sind sehr schmal, bestehen oft aus nur einer Zelllage und sind von einem
intensiv fibrosierten Bindegewebestroma umgeben. Die Tumorzellverbande kénnen die
retikulare Dermis diffus und tief infiltrieren, ihre Randbegrenzung ist ebenfalls unscharf
(25).

Zu den histologischen Sonderformen des Basalzellkarzinoms zahlen das
infundibulozystische BCC, dessen zystische Aufweitungen wie Infundibulumzysten
imponieren, das fibroepitheliale BCC, bei dem basaloide Epithelstrange in die Tiefe
ziehen, sowie das basosquamdse BCC. Letzteres besteht aus basaloid wachsenden
Zellkomplexen mit keratotischer, bowenoider oder squamdéser Differenzierung. Es zeigt
ein an ein Plattenepithelkarzinom erinnerndes aggressives Wachstum und ist

metastasierungsfahig (25,41,47).
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1.4 Morbus Bowen
1.4.1 Klinische Merkmale

Der Morbus Bowen wurde erstmals 1912 durch den US-amerikanischen Dermatologen
John Templeton Bowen beschrieben (52). Er wird als In-situ-Plattenepithelkarzinom der
Haut definiert (27). Die Inzidenzrate im Vereinigten Konigreich liegt bei etwa 15
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner/Jahr (53). Betroffen sind vor allem weibliche
Patienten mit einem hellen kaukasischen Hauttyp (Fitzpatrick I-1l) in der sechsten
Lebensdekade (54,55). Weitere Risikofaktoren sind eine chronische Arsenexposition,
ionisierende Strahlen, die kumulative UV-Strahlung sowie onkogene humane
Papillomaviren (HPV) vom Typ 16 und 18 (55-57). 60%-85% der Lasionen treten an den
Unterschenkeln auf, gefolgt vom Gesicht, den Fingern und der genitalen und oralen
Schleimhaut. Bevorzugte Schleimhautlokalisation ist die Glans penis, aber auch die
Analregion, die Vulva und die Mundhoéhle kdnnen betroffen sein. In diesen Lokalisationen
wird der MB als Erythroplasie Queyrat bezeichnet (47,53). Bei Organtransplantierten tritt
der Morbus Bowen uUberwiegend an Koérperstellen hochgradiger UV-Exposition auf (11).
Klinisch zeigt sich eine langsam zentrifugal wachsende, meist Uber Jahre bestehende,
scharf begrenzte, zunachst flache Plaque mit fein- bis mittellamellarer Schuppung.
Gelegentlich finden sich auch bizarre, teils anulare Konfigurationen mit zentraler
Regressionszone (56). Bei 10%-20% der Patienten werden multiple Lasionen beobachtet
(53). Diese kdnnen konfluieren, sodass polyzyklische Herde entstehen (56). Treten diese
Herde im Nagelbereich, meist von Daumen oder Grof3zehe, auf, kann es zu einer
Onychodystrophie kommen. Das Vorhandensein einer tieferen Ulzeration oder eines
Knotens spricht meist fur ein Fortschreiten der Erkrankung in ein Bowen-Karzinom (54).
Eine maligne Transformation in ein invasives Bowen-Karzinom wird in bis zu 50% der
Falle beschrieben (58). Der pigmentierte MB ist insgesamt selten und macht nur 1,67%
der Falle aus (59). Zu den dermatoskopischen Kriterien des Morbus Bowen gehdren ein
Erythem, gelegentlich weilde Schollen sowie monomorphe punktformige Gefale, welche
in Clustern angeordnet sind. Da diese an den glomerularen Apparat der Niere erinnern,
werden sie glomerulare Gefalle genannt. Zusatzlich tritt eine schuppende Oberflache auf.
Beim pigmentierten MB werden aul3erdem kleine braune Globuli sowie eine homogene

graue bis braune Pigmentierung gesehen (39,60).

14



1.4.2 Histopathologie

Histologisch fallen beim Morbus Bowen eine Akanthose sowie eine leichte
Hyperparakeratose auf. Die Reteleisten sind plump verbreitert und verlangert, die
Papillen werden dadurch zusammengedrickt und erscheinen verschmalert. Die
architektonische Struktur der Epidermis ist weitgehend zerstort, einhergehend mit einem
Verlust ihrer Polaritat (47). Im Gegensatz zur aktinischen Keratose sind die Gange der
Hautanhangsgebilde in diesen Prozess mit eingebunden. Durch die in GréRe und Form
variierenden Zellen mit Kernpleomorphien, Kernpyknosen, atypischen Mitosen,
multinukledren Riesenzellen und Einzelzelldyskeratosen erscheint das Zellbild
polymorph (54,61). Atypische Keratinozyten kdnnen in allen Zelllagen der Epidermis
auftreten (56). Die Basalmembran ist erhalten und die Abgrenzung zum Korium scharf
(55). Sind die atypischen Zellen bis in die papillare Dermis vorgedrungen, so liegt bereits
ein invasives Bowen-Karzinom vor (47). In der Dermis findet sich ein ausgepragtes
entzundliches, perivaskulares oder lichenoides Infiltrat, vorwiegend aus Lymphozyten
und Plasmazellen (56). Beim pagetoiden MB treten die atypischen Keratinozyten in

Clustern auf oder durchwandern die Epidermis als pagetoide Einzelzellen (47).

1.5 Aktinische Keratose
1.5.1 Klinische Merkmale

Die erste Erwahnung der aktinischen Keratose geht auf den franzdsischen Dermatologen
William Auguste Dubreuilh im Jahr 1896 zurlck (62). Heute wird sie als In-situ-
Plattenepithelkarzinom der Haut definiert und hat das Potential, in ein invasives
epitheliales Karzinom uUberzugehen (63,64). Weltweit stellt die AK die haufigste
Prakanzerose des Menschen dar (65). Die hochste Pravalenzrate bei Erwachsenen
mittleren Alters (> 40 Jahre) zeigen Australier mit 40%-60%, in Europa werden
Pravalenzwerte von 1,4%-6% bei Frauen und 15% bei Mannern angegeben (66-68). In
Deutschland betragt die Haufigkeit der aktinischen Keratose 2,7%. lhr Auftreten ist mit
3,9% bei Mannern etwas hdher im Verglich zur weiblichen Population mit 1,5%. Die Rate
steigt mit zunehmendem Alter und betragt 11,5% bei den 60-70 Jahrigen (66). Gemal
Schatzungen nimmt die Inzidenz der AK in der kaukasischen Bevdlkerung um 3%-6%
pro Jahr zu (69). Organtransplantierte haben ein 250-fach erhdhtes Risiko, aktinische
Keratosen zu entwickeln, und ein etwa 100-fach erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines

invasiven Plattenepithelkarzinoms (70). Innerhalb der ersten funf Jahre der
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Immunsuppression entwickeln 40% der Organtransplantierten aktinische Keratosen (71).
Neben den klassischen Risikofaktoren wie ein heller kaukasischer Hauttyp (Fitzpatrick |-
II), hohes Alter, mannliches Geschlecht und chronische Immunsuppression gibt es
weitere Faktoren, welche die kumulative UVB-Strahlung aus dem Sonnenlicht betreffen.
Zu diesen zahlen schwere Sonnenbrande in der Kindheit sowie eine vermehrte berufs-
und freizeitbedingte Sonnenexposition. Des Weiteren steigt das Risiko bei genetischen
Erkrankungen mit DNS-Reparatur-Defekten wie der Xeroderma pigmentosum oder dem
Albinismus (28,66). Andere pradisponierende Strahlenquellen sind iatrogene UVA-
Strahlen, ggf. mit kombinierten Psoralen, Rontgenstrahlen und Radioisotope. Auch
chemische Noxen wie Arsen und Teer sowie physikalische Noxen wie ionisierende
Strahlung und Infrarotlicht spielen eine wesentliche Rolle (70,72,73). Humane
Papillomaviren werden als Co-Karzinogene mit der Entwicklung aktinischer Keratosen
assoziiert (74). Bei Organtransplantierten werden HPV-Typen der p-Papillomviren-
Gruppe nachgewiesen, die mit der Entstehung der Epidermodysplasia verruciformis in
Verbindung gebracht werden (75).

Klinisch imponiert die AK meist als erythematdse, aber auch als weildliche bis braunliche
Macula, Papel oder Plaque mit rauer, schuppiger Oberflache. Durch Palpation Iasst sie
sich haufig leichter lokalisieren als mit dem bloRen Auge (76). Ihre GroRe kann zwischen
wenigen Millimetern bis hin zu mehreren Zentimetern liegen. Sie kommt vor allem in
Hautarealen chronischer UV-Exposition wie Glatze, Stirn, Ohrmuscheln, Nase, Wangen,
Lippenrot (Cheilitis actinica) und Handricken vor. Zwar kdénnen einzelne Lasionen
bestehen, zumeist sind jedoch grof3flachige Areale der sonnenexponierten Haut betroffen
(56,73). Fur die klinische Klassifikation hat sich die Einteilung nach Olsen durchgesetzt.
Die AK [|. Grades entspricht einzelnen oder wenigen, ca. 0,3-5,0 cm grol3en,
erythematdésen Maculae oder sehr flachen, nicht randbetonten Plaques. Die frihen
Lasionen sind weniger sicht- als tastbar. Die AK II. Grades entspricht erythematdsen,
weilden bis hellbraunen Papeln und Plaques mit rauer, verhornender Oberflache. Die
fortgeschrittenen Lasionen sind deutlich sicht- und tastbar. AKs Ill. Grades bestehen
bereits Uber einen langeren Zeitraum und imponieren als weil3e oder braunliche bzw.
durch Einblutungen als schwarzliche, verrukdse Plaques, die fest mit ihrer Unterflache
verwachsen sind. Durch eine manuelle Entfernung der Hornauflagerungen kdnnen
Erosionen entstehen. Die verschiedenen Stadien bzw. Schweregrade der aktinischen
Keratose kdnnen auch nebeneinander bestehen, sodass es zur Ausbildung von AK-

Mischtypen kommt (68,73). Neben den klassischen Lasionen koexistieren oft
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subklinische Lasionen, eine Feldkanzerisierung liegt dann vor. Slaughter et al. pragten
1952 erstmals das Konzept der Feldkanzerisierung im Zusammenhang mit dem oralen
Plattenepithelkarzinom, um umliegendes, histologisch abnormes Gewebe zu
beschreiben. Nach Figueras Nart et al. gelten bestimmte sichtbare Anzeichen von
Sonnenschaden als Indikatoren fur das Vorhandensein einer Feldkanzerisierung. Zu
diesen zahlen Teleangiektasien, Atrophien, Pigmentstérungen sowie sandpapierartige
Oberflachen (77). Das Risiko der Fortschreitung feldkanzerisierter Haut in ein invasives
Plattenepithelkarzinom ist unklar, Schatzungen reichen bei Immunkompetenten von 0,1%
bis zu 20%, bei Organtransplantierten bis zu 40%. Bei Immunkompetenten dauert es im
Durchschnitt 24,6 Monate bis zur Transformation in ein Karzinom, bei
Organtransplantierten  geschieht dies wahrend einer deutlich  klrzeren
Nachbeobachtungszeit (62,70). Risikoreiche AKs, die auf eine invasivere Erkrankung
hinweisen, zeichnen sich durch Induration, spontane Blutung, Zunahme ihres
Durchmessers, Ro6tung und Ulzeration aus. Weitere Nebensymptome koénnen
Schmerzen, Tastbarkeit, Hyperkeratosen, Jucken und Pigmentierung sein (78). In diesen
Fallen sollte die Anfertigung einer Probebiopsie erfolgen. Zu den klassischen

auflichtmikroskopischen Merkmalen der AK gehdrt ein rétliches Pseudonetzwerk aus

grol3kalibrigen, zwischen den Haarfollikeln gelegenen, teleangiektatischen Gefalken
(Abbildung 2).

Abbildung 2: Dermatoskopisches Bild einer aktinischen Keratose

Der obere Bildbereich zeigt das typische Pseudonetzwerk aus teleangiektatischen Geféal3en.

Zentral ist eine fest haftende, weil3-gelbe Plaque zu erkennen.
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Dieses Pseudonetzwerk steht im Kontrast zu den prominenten Haarfollikel6ffnungen,
welche von einem weillen Halo umgeben werden. Beim hyperkeratotischen Typ werden
zusatzlich gelbe keratotische Pfropfen am Eingang zu den Haarfollikeln gesehen. Diese

zusammengesetzte Erscheinung wird als sogenanntes ,Erdbeermuster” bezeichnet (79).

1.5.2 Histopathologie

Die aktinische Keratose wird durch Hyperkeratosen gepragt. Typischerweise findet man
im Stratum corneum (SC) fokale Herde von Parakeratose, welche abwechselnd mit
orthohyperkeratotischen Zonen auftreten, dem sogenannten ,Pink-and-blue-Zeichen®
(56). Die Histoarchitektur des Stratum granulosum (SG) und Stratum spinosum (SS) ist
aufgehoben. Die Keratinozyten zeigen eine fehlende Reifung sowie einen Verlust der
nukledren Polaritat. Zusatzlich treten zellulare und nukledre Pleomorphismen auf.
Innerhalb der vergréfierten und hyperchromatischen Zellkerne sind vereinzelte Mitosen
bzw. atypische Mitosefiguren zu erkennen (29,80,81). Die atypischen Keratinozyten
beginnen in der basalen Zellschicht und kdnnen die gesamte Epidermis betreffen (47).
Das Ausmald der keratinozytaren Atypien lasst sich nach Roéwert-Huber in drei

Schweregrade einteilen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Histologische Klassifizierung der AK nach Réwert-Huber

Grad Histologisches Merkmal

| (mild) Proliferierende atypische Keratinozyten beschranken sich auf das untere

Drittel der Epidermis.

Il (moderat) Proliferierende atypische Keratinozyten beschranken sich auf die unteren

Zweidrittel der Epidermis.

Il (schwer) Proliferierende atypische Keratinozyten finden sich in mehr als zwei Dritteln
der Epidermis.
Modifiziert nach Réwert-Huber (64).

Im Stratum basale (SB) kann es zu einer Vermehrung der Keratinozyten mit dicht
gedrangten Zellkernen kommen, was als ,Crowding-Phanomen® bezeichnet wird. Die
Dermis zeigt immer eine solare Elastose als Zeichen der chronischen UV-Schadigung,
zusatzlich fallen ein diskretes entzindliches Infiltrat und eine erhdhte Vaskularisierung/
Blutgefalidilatation auf (29,56,80). Bei Immunsupprimierten kann die solare Elastose

jedoch fehlen (28). Die Adnexstrukturen sind in diesen Prozess nicht mit eingebunden.
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Histologisch werden mehrere Subtypen der AK unterschieden. Der hypertrophe Typ ist
gekennzeichnet durch eine Akanthose, geringe Papillomatose und deutliche
Hyperkeratose, wobei die Hyperkeratose bis hin zur Hornbildung fihren kann, dem Cornu
cutaneum.

Der atrophe Typ wird durch eine ausgepragte Atrophie der Epidermis mit verstrichenen
Reteleisten und geringer Hyperkeratose charakterisiert.

Beim bowenoiden Typ besteht die gesamte Epidermis aus atypischen Zellen mit
Kernpleomorphien, reichlich atypischen Mitosen sowie Dyskeratosen. Das bunte Zellbild
erinnert morphologisch an einen Morbus Bowen, bei dem die Adnexstrukturen jedoch
mitbeteiligt waren.

Beim Nachweis einer Spaltbildung direkt oberhalb des Basalzelllagers wird die
Bezeichnung akantholytischer Typ bevorzugt. Derartige Akantholysen finden sich meist
in der Nahe von epidermalen Adnexen.

Beim Vorhandensein eines lichenoiden lymphozytaren Infiltrats spricht man vom
lichenoiden Typ.

Findet sich eine hohe Melaninkonzentration in den Keratinozyten der unteren

Epidermislagen, so handelt es sich um den pigmentierten Typ (28,47,56).

1.6 Verruca
1.6.1 Klinische Merkmale

Verrucae sind benigne, virusbedingte, selbst limitierende Epithelhyperplasien der Haut
und Schleimhaut (47). lhre Inzidenz liegt weltweit um die 13% bei steigender Tendenz
und einem Haufigkeitsgipfel im zweiten Lebensjahrzehnt (82). In Studien aus dem
Vereinigten Konigreich und Australien werden bei Nierentransplantierten ein Jahr post
transplantationem Pravalenzraten von 25%-50% angegeben. Nach funf Jahren kénnen
bis zu 92% der Patienten betroffen sein (83,84). In einer deutschen Studie betrug die
Pravalenz von Verrucae vulgares bei Organtransplantierten dagegen nur 9,3% im ersten
Jahr nach Transplantation. Deren Haufigkeiten stiegen mit der Zeit nach
Organtransplantation kumulativ an und erreichten 15,9% nach drei Jahren, 20,7% nach
sechs Jahren und 25,5% nach zehn Jahren (9). Ausgelost werden Verrucae durch mehr
als 150 unterschiedliche Typen des humanen Papillomavirus, welche die Epithelzellen
infizieren konnen. Die Zellkerne der keratinisierten Hautschichten weisen dann stark

erhdhte Konzentrationen an Viruspartikeln auf. Die Inkubationszeit liegt zwischen
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Wochen und Jahren (82). Bei Organtransplantierten liegt nicht nur eine erhéhte Viruslast
vor, es kommen auch vermehrt seltenere Erreger vor (8). Wahrend die HPV-Typen funf,
acht und 17 bei Immunkompetenten nur zu latenten oder subklinischen Infektionen
fuhren, kdnnen diese bei Immunsupprimierten einen extensiven Verrucabefall bedingen
(82). In der Regel treten Verrucae sporadisch auf, haufig sind die akroasphyktischen
Kdrperpartien aufgrund ihrer schlechteren Durchblutungssituation betroffen (47,85). Im
Gegensatz dazu zeichnen sich Verrucae bei Organtransplantierten dadurch aus, dass sie
multipel und multifokal, hauptsachlich in den sonnenexponierten Hautarealen, aber auch
an untypischen Hautarealen wie den Beinen und dem Rucken auftreten. Anders als
Immunkompetente geben Organtransplantierte gelegentlich schmerzhafte
Missempfindungen in den betroffenen Hautpartien an (6,9). Neben chronischer
Immunsuppression kdnnen ein feuchtes Milieu, bedingt durch Hyperhidrose, eine Atopie
sowie ein standiger direkter Kontakt zu Fleisch, wie er etwa bei Schlachthauspersonal
vorkommt, weitere pradisponierende Faktoren darstellen (47). Verrucae kdénnen durch
direkten Hautkontakt, Gber Mikroverletzungen oder Mazerationen von Mensch zu
Mensch, Autoinokulation oder kontaminierte Gegenstande Ubertragen werden (82,85).
Durch eine lokale zellulare Immunreaktion kann es zu einer entziindlichen Umwandlung
der Verrucae mit nachfolgender Abstoflungsreaktion kommen. Bei 60% der Verrucae
Immunkompetenter kommt es so innerhalb von zwei Jahren zu einer spontanen
Regression mit narbenloser Abheilung (82). Bei Immunsupprimierten persistieren
Verrucae jedoch Uber viele Jahre, zeichnen sich durch ihre unkontrollierbare, aul3erste
Therapieresistenz und Rezidivfreudigkeit aus und konnen sich durch zusatzliche
Kanzerogene wie UV-Strahlung zu Plattenepithelkarzinomen weiterentwickeln (9,82).
Derzeit werden bei Organtransplantierten mehr als zehn Verrucae als Indikator fur ein
nachfolgend erhohtes Risiko fur die Entstehung nicht-melanozytarer Hauttumoren
interpretiert (9). Klinisch werden Verrucae anhand ihrer Lokalisation klassifiziert. Zu den
Verrucae auf verhornendem Epithel zahlen:

- Verruca vulgaris (VV)

- Verruca palmoplantaris

- Verruca plana juvenilis (VP)

- Epidermodysplasia verruciformis

und zu den Verrucae auf Schleimhaut:

- Condylomata acuminata
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- Condylomata gigantea
- Fokale epitheliale Hyperplasie

- Bowenoide Papulose (47,85).

Verrucae vulgares prasentieren sich klinisch als solitare bzw. zu Beeten konfluierende,
0,2-0,8 cm grol3e, scharf begrenzte, kalottenformige, derbe, hautfarbene bis graugelbe,
durch aullere Verschmutzungen oder Bluteinlagerungen sogar schwarzlich
imponierende Papeln, Knoten oder Plaques. lhre Oberflache erscheint verrukés und
zerkltftet. Durch Autoinokulation kdnnen neben einer gréf3eren Verruca multiple kleine
Lasionen bestehen. In den Fingerzwischenrdumen erscheinen Verrucae vulgares
papillomatés, an den Augenlidern und Nasenostien filiform. Bei periungualer und
subungualer Lokalisation kann es zu Onychodystrophien kommen.

Verrucae palmoplantares treten gehauft an den Metakarpalkdpfchen auf. An den
Handinnenflachen und Fullsohlen koénnen sie zudem beetartig konfluieren und
Mosaikwarzen ausbilden.

Verrucae planae juveniles zeigen sich als grau-gelbe bis braune, flache, kleine Papeln
und sind haufig im Gesicht lokalisiert (47,82,85-87).

Bei der Epidermodysplasia verruciformis handelt es sich um eine sehr seltene,
hereditare, HPV-induzierte Genodermatose, die auch unter Immunsuppression auftreten
kann. Klinisch imponieren kongenital oder in friher Jugend gelb-braune, bis 1 cm
messende, papuldose oder verrukdse Papillome in den lichtexponierten Arealen im
Gesicht, am Stamm und an den Extremitaten, die entweder isoliert oder beetartig
aggregiert auftreten (47,88). Maligne Transformationen in einen Morbus Bowen, ein
Bowen-Karzinom oder ein Plattenepithelkarzinom sind maoglich (82).

Condylomata acuminata gehdren zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Erkrankungen
und bilden initial stecknadelkopfgrol’e, hautfarbene bis roétliche Knotchen im
Anogenitalbereich aus, die sich papillomatés umwandeln und zu blumenkohlartigen
Gebilden heranwachsen kénnen (89).

Die Condylomata gigantea imponieren als erodierte und schmierig belegte,
blumenkohlartige bzw. tumorférmige Riesenkondylome mit aggressivem Wachstum, die
durch destruktives Wachstum tiefer liegende Gewebe zerstéren kdnnen (82).

Die fokale epitheliale Hyperplasie zeichnet sich durch multiple, verrukdse, weilde Papeln
in der oralen Mukosa von Immunsupprimierten oder Indianer- und Eskimokindern aus
(47).
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Bei der bowenoiden Papulose finden sich im Genitalbereich multiple, flache, rotbraune
Papeln (90).
Zu den dermatoskopischen Merkmalen der Verrucae vulgares gehéren hautfarbene oder

rosa Schollen mit einem Punktgefald in deren Mitte (Abbildung 3).

Abbildung 3: Auflichtmikroskopisches Bild einer Verruca vulgaris

Zu erkennen sind hautfarbene Schollen mit einem mittigen Punktgefal3. Zentral ist auBerdem eine

strukturlose Zone zu sehen, die einer Himorrhagie entspricht.

Bei den Verrucae palmoplantares sieht man dermatoskopisch eine gelbe strukturlose
Zone mit roten und schwarzen Punkten sowie kurze Linien, welche Hamorrhagien und
Gefalken entsprechen.

Verrucae planae juveniles imponieren mit Punktgefallen auf einem hellbraunen oder

gelben strukturlosen Hintergrund (39).

1.6.2 Histopathologie

In der histologischen Untersuchung zeigt sich bei der VV ein scharf begrenzter Tumor mit
kraftiger Akanthose, kirchenturmspitzenartiger Papillomatose und ausgepragter
Hyperkeratose. Uber den Papillenspitzen sind sdulenformige Hyperparakeratosen zu
erkennen. Die Reteleisten erscheinen lang ausgezogen und sind zum Zentrum hin radiar
ausgerichtet (47). Diagnostisch wegweisend sind Koilozyten, die gruppiert im Stratum
granulosum und oberen Stratum spinosum auftreten. Dabei handelt es sich um grof3e,

vakuolisierte Keratinozyten mit stark basophilen Kernen, welche von einem haloartigen
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hellen Zytoplasmasaum umgeben werden. Aufgrund der Amplifikation des HPV-Genoms
und der verstarkten viralen Gentranskription erscheinen die Zellkerne vergroRert (82,85).
Dendritische Zellen kdénnen in hoher Anzahl in allen Epidermislagen gesehen werden.
Bei ihnen handelt es sich um Langerhans-Zellen bzw. entlang der Basalmembran
typischerweise um Melanozyten, die ein sternféormiges Aussehen aufweisen (91).
Zwischen den Papillenspitzen erkennt man eine breite Hypergranulose mit verplumpten,
stark basophil gefarbten Granula (47). Auf Hohe des Stratum papillare der Dermis werden
prominente, dilatierte Gefalde sichtbar, die einen Austritt von Blutbestandteilen in das
Stratum corneum ermoglichen (82). Perivaskular zeigt sich ein unterschiedlich
ausgepragtes lymphohistiozytares Entzindungsinfiltrat (47,85).

Das histologische Bild der Verruca palmoplantaris entspricht dem der VV, jedoch fehlen
die papillaren Strukturen (82).

Verrucae planae juveniles sind charakterisiert durch eine geringe Hyperkeratose,
uniforme Hypergranulose sowie eine maflige Akanthose, bei fehlender Papillomatose
und Parakeratose (47).

Die histologischen Veranderungen bei der Epidermodysplasia verruciformis entsprechen
denen einer Verruca plana, jedoch treten vermehrt Dyskeratosen, pyknotische Zellkerne
sowie eine p53-Uberexpression auf (47,82).

Condylomata acuminata zeichnen sich durch eine Papillomatose, eine Akanthose mit
verlangerten und verbreiterten Reteleisten, eine geringe Hyperparakeratose sowie eine
Koilozytose aus. Im Gegensatz zu den Verrucae vulgares fehlt eine Akzentuierung des
Stratum granulosum (89,91).

Bei den Condylomata gigantea findet man die typischen histologischen Veranderungen
eines verrukésen Karzinoms. Dazu gehdren eine asymmetrische, endo- bzw.
exophytische Proliferation der Epidermis mit ausgepragter Papillomatose und Akanthose,
dazwischen liegende tiefe und breite, horngeflilite Krypten sowie Fisteln mit sinusartigen
Offnungen. Eine epidermale Collerette als Tumorbegrenzung fehlt und die sublésionalen
Blutgefalie sind dinn und gestreckt (47,92).

Bei der fokalen epithelialen Hyperplasie fallen eine Akanthose mit verdickten, elongierten
Reteleisten sowie eine ausgepragte Keratinozytenvakuolisierung im Stratum spinosum
auf (93).

Das histologische Bild der bowenoide Papulose entspricht dem des Morbus Bowen

(Abschnitt 3.4.2). Die bowenoiden Papeln kénnen sich jedoch spontan zurickbilden (47).
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1.7 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie
1.7.1 Entwicklung und Historie

In den letzten Jahrzehnten konnten sich verschiedene in-vivo Diagnosetechniken wie die
Dermatoskopie, die digitale Epilumineszenz, die hochfrequente Sonografie, die optische
Koharenztomographie und die Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie (RCM)
etablieren. Zweck dieser Technologien ist es, die Evaluation dermatologischer Prozesse
um optisch hochauflésende, non-invasive Diagnoseverfahren zu erganzen. Unter all
diesen Techniken ist die konfokale Lasermikroskopie jedoch die einzige Methode, die
eine Visualisierung der Haut auf Zellebene ermoglicht. Damit stellt das Verfahren eine
echte Alternative zur Histopathologie dar (94). Die allgemeinen Prinzipien der RCM
wurden bereits 1957 von Marvin Minsky unter Verwendung von Weililicht beschrieben
(95,96). Bis sich die Technologie fir die Abbildung der menschlichen Haut verbesserte,
dauerte es jedoch noch einige Jahrzehnte. Dies gelang erstmalig Rajadhyaksha et al. im
Jahr 1995 an der Harvard Medical School unter Zuhilfenahme eines Lasers als
Lichtquelle (97-99). Die konfokale Mikroskopie ermoglicht die Anfertigung optischer in-
vivo Biopsien in Echtzeit von epidermalen und oberflachennahen dermalen Strukturen
bis in das obere Stratum reticulare (95,100,101).

Da Organtransplantierte haufig eine Vielzahl an Hautveranderungen mit zum Teil
flachenhaften Ausdehnungen und subklinischen Lasionen aufweisen, kann mit Hilfe
dieser Technologie eine besonders geeignete Entnahmestelle fur eine Hautprobe
ermittelt werden. Narben durch unndétige chirurgische Biopsien werden so vermieden.
Intraoperativ kdbnnen sogar Schnittrander festgelegt werden. Gewebe werden in-vivo
konserviert und Therapieeffekte quantifiziert. Durch die Moglichkeit der Speicherung der
Bilder kdnnen Hautlasionen im Laufe der Zeit reevaluiert werden. Ex-vivo eignet sich die
Technologie zur mikroskopischen Schnittrandkontrolle und Schnellschnittdiagnostik
(102). Ein weiterer Vorteil der konfokalen Laserscanmikroskopie gegenlber der
Routinehistologie besteht darin, dass die Vielzahl an Artefakten, die durch das
Entnehmen, Einlegen und Farben der Gewebsschnitte entsteht, vermieden wird. Die
histologische Gewebeaufarbeitung ist zudem zeitaufwandiger, wahrend die Ergebnisse
der RCM unmittelbar nach der Untersuchung, also innerhalb weniger Minuten, vorliegen
(103). In den letzten Jahren wurde die Anwendbarkeit der konfokalen Lasermikroskopie
fur die in-vivo Diagnostik neoplastischer und virusassoziierter Hautveranderungen bei

Immunkompetenten untersucht. In allen Studien wurde das Verfahren als
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vielversprechendes  Hilfsmittel zur  non-invasiven  Diagnostik  beschrieben
(29,32,61,69,91,104-106).

1.7.2 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie der gesunden Haut

Um  pathologische  Veranderungen mit Hilfe der Reflektanz-konfokalen
Laserscanmikroskopie erkennen zu kdnnen, ist es von essentieller Bedeutung, zunachst
die Topographie der gesunden Haut zu kennen. Die RCM kann die verschiedenen
Schichten der Haut und deren zellulare Mikrostrukturen in horizontalen optischen
Schnitten darstellen. Aufgrund der Reflexion, Streuung und Absorption des Lichtes sowie
der unterschiedlichen Refraktionsindizes einzelner Zellstrukturen in der untersuchten
Gewebeschicht werden durch computergestutzte Darstellungen Bilder in Graustufen
generiert (95,101-103). In Tabelle 2 sind die Tiefen der unterschiedlichen Hautschichten,
bezogen auf die Hautoberflache, sowie deren mittlerer Korneozyten-/

Keratinozytendurchmesser dargestellt.

Tabelle 2: Tiefe der Hautschicht mit dem mittleren Durchmesser eines Keratinozyten

Hautschicht Tiefe Keratinozytendurchmesser
Stratum corneum 0-15 pm 25-50 pym

Stratum granulosum 10-20 ym 25-35 uym

Stratum spinosum 20-100 pm 15-25 ym

Stratum basale 40-130 ym 7-12 ym

Stratum papillare 50-150 pm -

Stratum reticulare >150 ym -

Ubernommen aus (101).

Das Stratum corneum bildet die oberste Schicht der intakten Epidermis (Abbildung 4).
Diese Schicht erzeugt das erste und hellste konfokale Bild im Vergleich zu den anderen
epidermalen Schichten. Die Korneozyten sind grof3, polygonal und kernlos. Die
Zellgrenzen erscheinen verwaschen, zwischen ihnen ist die charakteristische Furchung,

Felderung und Faltung der normalen Haut als dunkle Linie zu erkennen.
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Abbildung 4: Stratum corneum der gesunden Haut

Auf der RCM-Aufnahme erscheinen die Korneozyten hell, polygonal und kernlos. Diese oberste

Schicht ist 0-15 um von der Hautoberfldche entfernt.

Das Stratum granulosum besteht aus zwei bis vier Zelllagen groRer, polygonaler
Keratinozyten (Abbildung 5). Die Zellkerne werden als ovale bis rundliche, dunklere
Areale im Zentrum der Zellen sichtbar. Umgeben werden sie von einem hellen und
kornigen Zytoplasmaring mit schmalem Durchmesser. Die gut abgrenzbaren Umrisse der

Keratinozyten bilden ein Gitter, welches einem Honigwabenmuster ahnelt.

Abbildung 5: Stratum granulosum der gesunden Haut

RCM vom SG. Das Zytoplasma erscheint hell und granulér wie ein schmaler Ring, der die ovalen

bis rundlichen, dunklen Zellkerne umgibt.
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Darunter kommt das Stratum spinosum zur Darstellung, welches das typische
Honigwabenmuster aufweist (Abbildung 6). Die polygonalen, gut abgrenzbaren
Keratinozyten erscheinen bei zunehmender Anzahldichte kleiner. Die zentralen Zellkerne
sind oval bis rundlich und werden von einem schmalen, hellen und granular

erscheinenden Zytoplasmasaum umgeben.

Abbildung 6: Stratum spinosum der gesunden Haut

Auf dem RCM-Bild ist das typische Honigwabenmuster des SS zu erkennen. Die Keratinozyten

haben einen Durchmesser von 15-25 um.

Das Stratum basale besteht aus einer einzelnen Zelllage aus Keratinozyten sowie
vereinzelten runden bis sternférmigen Melanozyten (Abbildung 7). Die Basalzellen sind
klein und in Form und GréfRRe einheitlich. Der Melaningehalt der Zellen variiert individuell
und ist abhangig vom entsprechenden Hauttyp nach Fitzpatrick. Beim Hauttyp | kdnnen
die gering pigmentierten Basalzellen nur schlecht von der Umgebung abgegrenzt
werden. Bei den Hauttypen II-VI bilden starker pigmentierte Basalzellen Gber den

Papillenspitzen ein pflastersteinartiges Muster.
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Abbildung 7: Stratum basale der gesunden Haut
RCM einer tiefen Abbildung durch das SB. Die hellen Keratinozyten und Melanozyten bilden

runde bis ovale Ringe, welche die dunklen dermalen Papillen umgeben.

An der dermoepidermalen Junktionszone (DEJ) bilden die Zellen helle Ringe um die
dunkleren Papillen der Dermis, innerhalb deren Zentren sich schleifenférmig verlaufende
Blutgefalke befinden. Das Lumen der Gefalle erscheint dunkel. Mit Hilfe der
Videofunktion des konfokalen Laserscanmikroskops kénnen darin dynamische Vorgange
wie zirkulierende Erythrozyten oder auswandernde Leukozyten dokumentiert werden. Bei
Hellhautigen koénnen die basalen Ringe um die dermalen Papillen fehlen, bei
Dunkelhautigen sind diese sehr auffallig und gut abgrenzbar.

Innerhalb der Dermis kommen bei einer Tiefe von 50-150 pm unterhalb der
Hautoberflache das Stratum papillare bzw. bei Tiefen > 150 um das Stratum reticulare
zur Darstellung. Beide Schichten erscheinen besonders hell, was sich auf die
lichtreflektierenden Eigenschaften des Kollagens zurickfuhren lasst. Die Kollagenblndel
bilden retikulare Muster unterschiedlicher GroRe und Anordnung aus, je nach

anatomischer Lokalisation und Patientenalter (101,107-109).
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1.7.3 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie des Basalzellkarzinoms

In zahlreichen Studien wurden die konfokalmikroskopischen Evaluationskriterien des
Basalzellkarzinoms bereits beschrieben (32,50,110-117). Eine grofl’e Multicenterstudie
zeigte fur ausgewahlte RCM-Parameter hohe Sensitivitats- und Spezifitdtswerte, die gut
mit der konventionellen Histologie als Goldstandard korrelierten (32).

Einige RCM-Kriterien kdnnen ausschlieRlich mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops
dargestellt werden. Dazu zahlt das Streaming, welches mit keinem der bekannten
histopathologischen Kriterien Ubereinstimmt (117). Auch eine Visualisierung des
dynamischen Prozesses der ,rollenden Leukozyten® gelingt allein mit Hilfe des Video-
Capture-Moduls des RCM (50).

Die verschiedenen Subtypen des BCC prasentieren sich in der konfokalmikroskopischen
Untersuchung unterschiedlich; ein Phanomen, das auch in der Histopathologie
beobachtet wird. Dennoch teilen diese Subtypen gemeinsame Merkmale. Dadurch kann
die Diagnose des Basalzellkarzinoms leicht erfolgen (117,118). Die meisten RCM-
Evaluationskriterien des BCC werden auf Hohe der oberflachlichen Dermis bzw.
dermoepidermalen Junktionszone sichtbar (40). Tabelle 3 beinhaltet typische RCM-
Parameter, die haufig vorkommen und welche bei der Beurteilung der BCC-Lasionen in

der vorliegenden Studie verwendet wurden.
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Tabelle 3: RCM-Evaluationskriterien fiir das Basalzellkarzinom

Hautschicht

RCM-Parameter mit Definition

SG/SS

Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten
(VH) — architektonische Unordnung unterschiedlichen Schweregrades durch
grofde Variabilitat der GréRe und Form der Zellen und Zellkerne sowie

irregulare Zellgrenzen

Dendritische Zellen (DZ) — helle, spindelférmige Zellkbrper sowie zarte,
feingliedrig verzweigte Zellfortsatze; entsprechen Langerhans-Zellen in nicht-

pigmentierten BCCs bzw. Melanozyten in pigmentierten BCCs

DEJ

Streaming (ST) — elongierte, monomorphe Keratinozyten und Zellkerne,
Polarisierung der Kerne entlang einer Achse mit einer aufliegenden,

pleomorph erscheinenden Epidermis

DEJ/D

Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der dueren
Zellkernreihe (TZ) — dunkle Tumorsilhouetten, umgeben von hellen
Kollagenbiindeln in nicht-pigmentierten BCCs bzw. helle Tumorzellnester in
Form ovaler, polyzyklischer oder elongierter, schnurartiger Strukturen in

pigmentierten BCCs

Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma (SP) — dunkler

Spalt trennt Tumorinseln vom umgebenden fibrosen Stroma

Entziindungsinfiltrat (E) — kleine, runde, stark reflektierende Zellen, die

Lymphozyten entsprechen

Dendritische Zellen (DZ) — in pigmentierten BCCs: innerhalb der
Tumorinseln; entsprechen Melanozyten bzw. im tumoralen Stroma;

entsprechen Melanophagen

Erhohte Vaskularisierung in Form einer Vermehrung, starken Windung
und Dilatation der BlutgefaBe (G) — runde bis ovale, dunkle Raume, geflillt
mit maRig refraktilen, zirkulierenden, kleinen Zellen; entsprechen

Erythrozyten und Leukozyten

Modifiziert nach (32,40,45,50,102,110-117).
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1.7.4 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie des Morbus Bowen

Bis dato gibt es nur wenige Studien, die den Morbus Bowen mit Hilfe der konfokalen
Laserscanmikroskopie evaluierten (61,118-121). Untersuchungen von Ulrich et al.
zeigten, dass die RCM-Parameter des MB denen der aktinischen Keratose ahneln
(Tabelle 5). Zu ihren gemeinsamen Merkmalen gehéren die einzelnen vom Zellverband
losgelosten  Korneozyten, die Parakeratose, die dendritischen Zellen, das
Entzindungsinfiltrat sowie die solare Elastose. Der Verlust der normalen
Honigwabenstruktur ist beim Morbus Bowen vergleichsweise schwerwiegender und kann
die gesamte Epidermis betreffen. Typischerweise werden beim MB zusatzlich
dyskeratotische und mehrkernige Keratinozyten im Stratum granulosum und Stratum
spinosum gesehen. Die Blutgefalle zeigen innerhalb der oberflachlichen papillaren
Dermis ein rundes bis ovales Aussehen, auf Hohe der unteren papillaren Dermis weisen
sie dann eine charakteristische S-Form auf (61,118). Die RCM-Kriterien des Morbus

Bowen werden in Tabelle 4 dargestelit.
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Tabelle 4: RCM-Evaluationskriterien fiir den Morbus Bowen

Hautschicht

RCM-Parameter mit Definition

SC

Einzelne vom Zellverband losgeldste Korneozyten (HK) — helle

polygonale Zellen

Parakeratose (PK) — scharf abgrenzbare, kernhaltige Zellen mit dunklen

Zentren

SG/SS

Starker Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten,
der die gesamte Epidermis betreffen kann (VH) — architektonische
Unordnung unterschiedlichen Schweregrades durch grofe Variabilitat der

Grofie und Form der Zellen und Zellkerne sowie irregulare Zellgrenzen

Dendritische Zellen (DZ) — helle spindelférmige Zellkérper sowie zarte,

feingliedrig verzweigte Zellfortsatze

Entziindungsinfiltrat (E) — kleine, runde, stark reflektierende Zellen

Dyskeratotische Keratinozyten (DK) — grof3e runde
~Schielischeibenzellen® mit hellen Zentren und dunklen Halos; entsprechen
retrahierten Keratinozyten bzw. grof3e, runde ,Schie3scheibenzellen® mit
dunklen Zentren, hellen Randern und dunklen Halos; entsprechen

Keratinozyten mit pyknotischen Zellkernen

Mehrkernige Keratinozyten (MK) — gruppierte, runde, helle Strukturen,

umgeben von einem dunklen Halo; entsprechen aggregierten Kernen

DEJ/D

Dendritische Zellen (DZ) — (s. 0.)

Entziindungsinfiltrat (E) — (s. 0.)

Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaBdilatation (G) — runde bis ovale,
dunkle Raume auf Héhe der oberflachlichen papillaren Dermis bzw. S-
formige Raume auf Hohe der unteren papillaren Dermis, gefillt mit maRig
refraktilen, zirkulierenden, kleinen Zellen; entsprechen Erythrozyten und

Leukozyten

MaRige solare Elastose (SE) — unorganisiertes, hyporefraktiles Kollagen,
dessen Einzelfasern nicht erkennbar sind

Starke solare Elastose (SE) — hoch refraktile, gekrauselte Fasern

Modifiziert nach (61,118-122).
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1.7.5 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie der aktinischen Keratose

In vielen Studien wurde die aktinische Keratose bereits mit Hilfe der konfokalen
Lasermikroskopie untersucht (29,65,69,80,123-128). Aus ihnen leiten sich
charakteristische RCM-Evaluationskriterien ab, welche in Tabelle 5 dargestellt sind.
Ulrich et al. und Horn et al. konnten in zwei unabhangigen Studien hohe Sensitivitats-
und Spezifitatswerte fir die RCM-Merkmale der AK erreichen. Zudem wurde gezeigt,
dass diese Parameter gut mit den etablierten histologischen Kriterien Ubereinstimmen
(29,69).

Tabelle 5: RCM-Evaluationskriterien fiir die aktinische Keratose

Hautschicht | RCM-Parameter mit Definition

SC Einzelne vom Zellverband losgeldste Korneozyten (HK) — helle

polygonale Zellen

Parakeratose (PK) — scharf abgrenzbare, kernhaltige Zellen mit dunklen

Zentren

SG/SS Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten (VH) —
architektonische Unordnung unterschiedlichen Schweregrades durch grof3e
Variabilitat der GréRe und Form der Zellen und Zellkerne sowie irregulare

Zellgrenzen

Dendritische Zellen (DZ) — helle spindelférmige Zellkérper sowie zarte,

feingliedrig verzweigte Zellfortsatze

Entziindungsinfiltrat (E) — kleine, runde, stark reflektierende Zellen
DEJ/D Dendritische Zellen (DZ) — (s.0.)

Entziindungsinfiltrat (E) — (s. 0.)

Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaBdilatation (G) — runde bis ovale,
dunkle Raume in den Zentren der Papillen, geflllt mit maRig refraktilen,

zirkulierenden, kleinen Zellen; entsprechen Erythrozyten und Leukozyten

MaRige solare Elastose (SE) — unorganisiertes, hyporefraktiles Kollagen,
dessen Einzelfasern nicht erkennbar sind

Starke solare Elastose (SE) — hoch refraktile, gekrauselte Fasern
Modifiziert nach (29,65,69,80,102,118,122—-129).
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1.7.6 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie der Verruca

Nur wenige Autoren setzten die konfokale Lasermikroskopie zur Evaluierung von

Verrucae ein. Bis zum heutigen Tag wurden ausschlieBlich Untersuchungen zu Verrucae

plantares, Verrucae planae und Condylomata acuminata publiziert (91,104—106). Somit

ist die Studienlage zu den RCM-Merkmalen der Verrucae insgesamt aulderst limitiert.

Tabelle 6 zeigt die bisher in der Literatur beschriebenen RCM-Parameter der Verruca.

Tabelle 6: RCM-Evaluationskriterien fiir die Verruca

Hautschicht

RCM-Parameter mit Definition

SC

Einzelne vom Zellverband losgeldste Korneozyten (HK) — helle

polygonale Zellen

SG/SS

Koilozytose (K) — hellere Honigwabenstruktur aufgrund gréerer und
hyperreflektierender Zellaggregate bzw. Einzelzellen; entsprechen

ballonierten, HPV-beladenen Keratinozyten

Dendritische Zellen (DZ) — helle spindelférmige Zellkérper sowie zarte,

feingliedrig verzweigte Zellfortsatze

DEJ/D

Papillomatose (PM) — dermale Papillen im Durchmesser erweitert, in Anzahl
und Dichte erhoht

Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation (G) — runde bis ovale,

dunkle Raume in den Zentren der Papillen, geflllt mit maRig refraktilen,

zirkulierenden, kleinen Zellen; entsprechen Erythrozyten und Leukozyten

Modifiziert nach (91,104-106,122).
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2 Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Genauigkeit der Reflektanz-konfokalen
Mikroskopie fur die Diagnose neoplastischer und virusassoziierter Hautveranderungen
bei Organtransplantierten durch die Anwendung ausgewahlter RCM-Merkmale im
klinischen Alltag zu prifen. Den Goldstandard stellte die konventionelle Histologie dar.
Die gewonnenen Daten wurden hierfur morphologisch und statistisch ausgewertet und
anschlie3end mit den Ergebnissen bisheriger Studien mit Immunkompetenten verglichen.

Im Einzelnen wurden dabei die folgenden Zielsetzungen verfolgt:

2.1 Reproduzierbarkeit der bekannten RCM-Evaluationskriterien

Zuerst wurde versucht, die bisher in der Literatur beschriebenen RCM-Merkmale der
jeweiligen neoplastischen bzw. virusassoziierten Hautveranderung in den evaluierten

Hautveranderungen der organtransplantierten Studienteilnehmer aufzufinden.

2.2 Sensitivitat und Spezifitat der RCM im Vergleich zur Histologie

Um die Genauigkeit der konfokalen Lasermikroskopie im Vergleich zur Routinehistologie
beurteilen zu kénnen, erfolgte eine Ermittlung von deren Sensitivitat und Spezifitat. Dies
erfolgte sowohl fir die Diagnose als auch fir die einzelnen RCM-Parameter der

jeweiligen neoplastischen bzw. virusassoziierten Hauterkrankung.

2.3 Relevanz der erhobenen Daten

AnschlieRend wurde die Relevanz der in dieser Studie erhobenen Daten Uberpruft. So
sollte festgestellt werden, ob die mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops gewonnenen

Ergebnisse bedeutsam sind oder ob sie als nur zufallig beobachtet gelten.

2.4 Verteilungshaufigkeit einzelner RCM-Merkmale

Von speziellem Interesse war aulerdem die Frage, wie haufig die einzelnen RCM-

Evaluationskriterien in der jeweiligen Hauterkrankung vertreten sind.

2.5 Konkordanz der Untersucher

Zuletzt wurde geprift, ob die Beobachter sowohl in Bezug auf die Entdeckung einzelner

RCM-Parameter als auch im Hinblick auf die Diagnose insgesamt zu Ubereinstimmenden
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Ergebnissen kamen. Es wird angenommen, dass die Methodik eine hohe Zuverlassigkeit
hat, sofern die beschriebenen RCM-Kriterien durch unabhangige Untersucher (UNT)
gleichermalRen aufgefunden werden bzw. die Beobachter Ubereinstimmend gleiche

Diagnosen stellen.
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3 Patienten und Methodik

3.1 Studienpopulation

Nach Zustimmung der zustandigen Ethikkommission der Charité (Votum EA/020/09)
erfolgte die Rekrutierung der Studienteilnehmer in der spezialisierten dermatologischen
Sprechstunde fur Organtransplantierte am  Hauttumorcentrum der Charité,
Universitatsmedizin Berlin. Die Patienten stellten sich dort im Rahmen ihrer
risikoprofiladaptierten dermatologischen Vorsorge- bzw. Nachsorgeuntersuchung vor.
Eine Gesamtzahl von 35 Patienten, davon neun weibliche und 26 mannliche, mit den
Hauttypen I-1ll nach Fitzpatrick im Alter zwischen 46 und 83 Jahren (Durchschnittsalter
64,5 Jahre) wurde in unsere klinische Studie eingeschlossen (Tabellen 7-10). Von diesen
Patienten wurden 31 nierentransplantiert, drei herztransplantiert und ein Patient simultan
nieren- und herztransplantiert. Die klinischen Untersuchungen erfolgten unter Einhaltung
der Rechtsvorschriften der Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki (Fassung von
2008). Als Einschlusskriterien galten das Vorliegen mindestens einer neoplastischen
bzw. virusassoziierten Hautveranderung bei Zustand nach Organtransplantation und
chronischer, medikamentds induzierter Immunsuppression, ein Mindestalter von 18
Jahren sowie die Freiwilligkeit und Einwilligungsfahigkeit in die Studienbedingungen.
Zum Studienausschluss flhrten schwere internistische Begleiterkrankungen. Insgesamt
61 Hautveranderungen wurden Kklinisch, dermatoskopisch, konfokalmikroskopisch und
histologisch evaluiert. Die klinische Verdachtsdiagnose wurde dabei immer von
derselben erfahrenen Dermatologin gestellt. Die Patienten wiesen entweder eine oder
mehrere Hautlasionen auf. Bei 20 Hautveranderungen bestand der Verdacht auf das
Vorliegen eines Basalzellkarzinoms, bei sechs Lasionen der Verdacht auf einen Morbus
Bowen. Die klinische Diagnose aktinischer Keratosen wurde 23 Mal geaul3ert und zwolf
Hautveranderungen imponierten wie Verrucae. Alle gangigen, in Deutschland
zugelassenen Immunsuppressiva waren in unserer Transplantatkohorte vertreten. Sie
wurden als Mono- oder Kombinationstherapie, haufig gemeinsam mit einem niedrig

dosierten Steroid, appliziert.
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Tabelle 7: Studienkohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines BCC

Lasion Geb./Geschl. Transplantat Lokalisation Histologie

1 1950/m Niere 1997 Wange links BCC

2 1956/m Niere 1993 Stirn links BCC

3 1943/m Niere 2001 Wange rechts BCC

4 1928/m Niere 1999 Wange links BCC

5 1937/m Niere 2004 Stirn links BCC

6 1937/m Niere 2004 Schlafe links Narbe

7 1937/m Niere 2004 Stirn links BCC

8 1937/m Niere 2005 Schlafe rechts BCC

9 1932/m Niere 2003 Augenwinkel rechts BCC

10 1944/m Niere 2007 Augenbraue rechts PEC

11 1944/m Niere 2007 Oberarm rechts Ekzem

12 1937/m Niere 2003 Ohr rechts AK

13 1931/w Niere 2006 Nasenfllgel links BCC

14 1937/m Herz 1997 Nasenrticken Zyste

15 1946/m Niere 1992 Schlafe rechts TH

16 1949/m Niere 2002 Unterschenkel rechts | BCC

17 1956/m Niere 1993 Augenwinkel links Dermaler NZN

18 1941/m Niere 2005 Nasenrticken Zyste

19 1940/w Niere 2006 Wange links Angiom

20 1965/w Niere 2000 Wange links Dermaler NZN
Tabelle 8: Studienkohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines MB

Lasion Geb./Geschl. Transplantat Lokalisation Histologie

1 1941/w Niere 2004 Nacken rechts MB

2 1944/m Niere 2007 Oberschenkel links Ekzem

3 1944/m Niere 2005 Hals rechts MB

4 1939/m Niere 1997 Brust rechts Tinea

5 1965/m Niere 1994 + 2004 | 2. Finger rechts MB

6 1965/m Niere 1994 + 2004 | Unterschenkel links MB

38




Tabelle 9: Studienkohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer AK

Lasion Geb./Geschl. Transplantat Lokalisation Histologie
1 1943/m Herz 2003 Brust links AK
2 1953/m Niere 1993 Wange rechts AK
3 1937/m Niere 2005 Schlafe links AK
4 1956/w Niere 2001 Unterlippe links AK
5 1944/m Niere 2005 Ricken rechts AK
6 1947/m Niere 1999 Unterarm rechts AK
7 1937/m Niere 2003 Hals rechts AK
8 1944/m Niere 2005 Stirnmitte AK
9 1944/m Niere 2007 Schlafe rechts AK
10 1949/m Niere 1986 Nasenrlcken AK
11 1948/m Niere 2006 Brust rechts AK
12 1948/m Niere 2006 Unterschenkel rechts | AK
13 1956/m Herz 1990 Ohrmuschel links AK
Niere 1999
14 1958/m Niere 2004 Handrlcken rechts SE
15 1946/m Niere 2000 Schlafe rechts AK
16 1949/m Niere 2002 5. Finger rechts VvV
17 1949/m Niere 2002 3. Finger rechts LP
18 1956/w Niere 2001 Oberlippe links VvV
19 1953/m Niere 1985 Ruicken rechts AK
20 1944/m Niere 2007 Brust links AK
21 1932/m Niere 2006 Oberarm rechts AK
22 1944/m Niere 2007 Brust rechts AK
23 1937/m Herz 1997 Ruicken links Exkoriation
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Tabelle 10: Studienkohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer Verruca

Lasion Geb./Geschl. Transplantat Lokalisation Histologie
1 1953/m Niere 1985 Handrucken links \A%

2 1953/m Niere 1985 Unterarm links \A%

3 1944/m Niere 2007 Stirn rechts SK

4 1949/m Niere 1986 Unterschenkel rechts | VV

5 1949/m Niere 1986 Unterschenkel links \A%

6 1931/w Niere 2006 Stirn rechts \A%

7 1948/m Niere 2007 Schlafe rechts TH

8 1937/m Herz 1997 Hals links \A%

9 1937/m Herz 1997 Unterschenkel links \A%

10 1956/m Niere 1993 Rickenmitte Fibrom
11 1931/w Niere 1995 Nasenrlcken SK

12 1949/m Niere 2002 Stirn rechts SK

3.2 Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie
3.2.1 Optisches Grundprinzip

Das konfokale Laserscanmikroskop besteht aus einer Lichtquelle, einer Fokussierungs-
und einer Objektivlinse sowie einem Detektor (95). Ein Dioden-Laserstrahl stellt dabei die
Quelle fir monochromatisches und koharentes Licht dar, welches durch einen Strahlteiler
und die Objektivlinse in die Haut eindringt und einen kleinen Punkt innerhalb des
Gewebes fokussiert (94). Im Gegensatz zur konventionellen Histologie, bei der sich eine
vertikale Schnittflhrung etabliert hat, erfolgt die Laserabtastung bei der RCM in
horizontaler Richtung. Die Bildinterpretation beruht damit auf virtuellen, horizontalen
Schnitten des Gewebes (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Prinzip der Bilderfassung mit Hilfe des VivaScope® 1500

Quelle: [http://www.caliberid.com/vivascope 1500-Overview.html].

Dies erfordert ein Umdenken bei der Bildevaluierung, vor allem fur den an Tiefenschnitten
erprobten Dermatohistopathologen (102). Durch verschiedene Brechungsindizes an
Grenzflachen, Zellorganellen und zellularen Mikrostrukturen wird das Licht reflektiert,
gestreut oder absorbiert (103). Die Lichtsignale, die von der Haut reflektiert werden,
gelangen zurlick zum Detektor, vor dem sich eine sehr kleine Lochblende befindet. So
wird gewahrleistet, dass ausschlielich Licht aus der fokussierten Ebene verarbeitet wird
und reflektiertes Licht auRerhalb dieser Ebene herausgefiltert (94). Auf diese Art und
Weise ergibt sich die hohe Resolution des konfokalen Lasermikroskops. Anschlielend
werden die Lichtsignale von dem Detektor auf einen Computer Ubertragen, der mit Hilfe
einer integrierten Software aus den differenzierten Reflexionsmustern zweidimensionale
Schnittbilder in verschiedenen Graustufen erzeugt (130). Der Kontrast der RCM-Bilder

beruht dabei auf den unterschiedlichen Brechungsindizes der ,endogenen Kontrastmittel*
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(103). Strukturen mit einem hohen Brechungsindex ergeben ein helles konfokales Bild
(94). Starkster Kontrastgeber mit einem Brechungsindex von n = 1,72 ist Melanin (97).
Weitere naturliche Kontrastmittelquellen sind Keratin (n = 1,51) und hydriertes Kollagen
(n =1,43) (95,102). Sie werden von Strukturen mit einem geringeren Brechungsindex,
wie der Epidermis (n = 1,34) und Dermis (n = 1,41), umgeben (131). Die Lichtquelle, der
fokussierte Punkt auf der Haut und die Blendendffnung des Detektors stehen in einer
konjugierten fokalen Ebene zueinander. Daher leitet sich der Name des konfokalen

Laserscanmikroskops ab (130).

3.2.2 Technischer Aufbau

In dieser Studie wurde ein handelsibliches, flr den In-vivo-Einsatz geeignetes,
konfokales Laserscanmikroskop (VivaScope® 1500 Lucid-Tech Inc., MAVIG GmbH,
Muanchen, Deutschland) verwendet. Es besteht aus einem Geratewagen mit Computer,
inklusive Monitor und Tastatur, einer Dermatoskopiekamera (VivaCam®) sowie einem
flexiblen Schwenkarm, an dem ein 830 nm Diodenlaser mit einem 30x-
Wasserimmersions-Objektiv und einer numerischen Apertur von 0,9 befestigt ist
(Abbildung 9).

Abbildung 9: VivaScope® 1500 der Firma MAVIG GmbH (Miinchen)

Quelle: [http://www.vivascope.de/produkte.html].
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Die Laserenergie auf Gewebsebene betragt weniger als 30 mW, welche keine Gewebe-
oder Augenschaden nach sich zieht und durch den Untersucher auf eine beliebige Ebene
innerhalb der Haut fokussiert werden kann (Laserklasse la) (102). Lichtreflexionen
aullerhalb der fokalen Ebene werden durch eine vor dem Detektor befindliche
Lochblende mit kleiner Apertur herausgefiltert, daher resultiert die hohe Auflésung der
RCM (95). Das laterale Auflésungsvermogen betragt 0,5-1,0 um und befindet sich damit
im zellularen Bereich. Die axiale Auflésung liegt bei 3-5 um und entspricht damit in etwa
der Schichtdicke der konventionellen Histologie (98,99). Hautstrukturen der Epidermis bis
hin zur oberen retikularen Dermis kdnnen mit einer Gesamteindringtiefe von 250-350 um
dargestellt werden (99,103). Fur die Untersuchung des gewtinschten Hautareals wird ein
transparentes Klebeplastikfenster auf einem Gewebering aus Edelstahl befestigt. Die
Hautpartie des Patienten wird mit Isopropylalkohol gereinigt und ein Tropfen Crodamol-
Ol auf das Kunststoffplattchen gegeben. Das Ol bildet einen diinnen Film zwischen Haut
und Fenster und gewahrleistet dadurch eine hdhere Bildqualitdt. Da sich die
Refraktionsindizes von Ol (n = 1,50), Stratum corneum (n = 1,55) und Klebeplastikfenster
(n = 1,52) ahneln, wird eine frihzeitige Lichtbrechung und -reflexion verhindert, sodass
auch tiefere Strukturen in hoher Auflosung dargestellt werden koénnen (95,97).
AnschlieBend kann durch Positionierung der VivaCam® auf dem Edelstahlring ein
Digitalbild in dermatoskopischer Qualitat erstellt werden. Die Makrokamera erzeugt dabei
Einzelbilder mit einer Grolie von 5 Megapixeln auf einer Bildflache von 10 x 10 mm und
gewahrleistet eine Korrelation der makroskopischen Aufnahme mit den durch das
VivaScope® erzeugten konfokalen Bildern. So wird dem Untersucher eine Navigation des
Lasers innerhalb der Lasion erleichtert (132). Die Wasserimmersionslinse erfordert die
Verwendung von Wasser (n = 1,33) oder Gelen auf Wasserbasis wie Ultraschallgel (n =
1,35) zwischen Fenster und Objektivlinse, da diese einen Brechungsindex nahe dem der
Epidermis (n = 1,34) haben (95). Das Gel wird mittig auf das Klebefenster aufgetragen.
AnschlieBend werden der Tubus des Objektivs und der Gewebering magnetisch
konnektiert. So koénnen stabile Aufnahmen angefertigt und bewegungsbedingte
Bildartefakte auf ein Minimum reduziert werden. Die RCM-Aufnahmen werden
anschliellend auf dem Monitor angezeigt. Durch x-, y- und z-Achsenverschiebung des
Lasers kénnen Aufnahmen in drei Ebenen erfolgen. Einzelbilder haben eine Bildgrole
von 500 x 500 um. Mittels x-y-Achsenbewegung des Lasers kann eine Ebene bzw. eine
Hautschicht mit maximaler Ausdehnung von 8 x 8 mm gescannt werden. Dabei wird eine

Karte aus 16 x 16 Einzelaufnahmen erstellt, was einem VivaBlock® entspricht.

43



VivaBlocks® haben eine Auflésung von 2 Pixeln/um. Die Funktion VivaStack® erstellt
Aufnahmen in der z-Ebene und ermdglicht damit eine optische Stanzbiopsie. VivaCube®
ist eine Kombination aus VivaBlock® und VivaStack®. Diese Menufunktion erlaubt es,
ein Hautareal vollstandig in Ausdehnung und Tiefe (x-y-z-Ebene) durchzuscannen
(102,132).

3.2.3 Software

Das VivaScope® 1500 ist mit der Version 7 der auf Windows XP Professional
basierenden, bildgebenden Anwendungssoftware VivaScan® ausgestattet. Uber eine
Patienten-Record-Ubersicht kénnen Datensatze und -bilder erstellt, beurteilt und
gespeichert werden (100). Mit Hilfe des Video-Capture-Moduls (VS-AVI) kénnen kurze
Videosequenzen mit 15-25 Einzelbildern/Sekunde aufgenommen und dynamische
Prozesse wie Blutfluss oder die Migration von Leukozyten aufgezeichnet werden (94,97).
Durch das Feature Automatic-lmage-Control (VS-AIC) wird die Laserkraft automatisch
angepasst, sodass die beste Bildqualitat erreicht wird. Der Elektronische-Zoom (VS-EZ)

ermdglicht eine bis zu 1,7-fache BildvergroRerung (100).

3.3 Studienablauf

Die im Rahmen des Ganzkoérperscreenings aufgefundenen Hautveranderungen wurden
nach einem standardisierten Bilderprotokoll digital aufgenommen. Dieses Vorgehen
beinhaltete eine Ubersichtsaufnahme mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 950, Nikon
Corp., Tokio, Japan), ein dermatoskopisches Bild (VivaCam®) sowie ein scannen der
Lasion mittels Reflektanz-konfokaler Lasermikroskopie (VivaScope®). Dabei wurden die
dermatoskopischen Aufnahmen und die RCM-Bilder so Ubereinander ausgerichtet, dass
eine Ubereinstimmung zwischen den Bildern hergestellt werden konnte. Mit Hilfe der
VivaBlock®-Funktion wurden auf Hohe des Stratum spinosum und der oberflachlichen
Dermis horizontale Mappen aufgenommen. Zusatzlich wurde in 5 ym grof3en Abstanden
jeweils ein VivaStack® bis zu einer maximalen Tiefe von 250 um erstellt, d. h., beginnend
im Stratum corneum, weiter durch die gesamte Epidermis bis auf Hohe der oberen
papillaren Dermis. In Bereichen von besonderem Interesse wurden wahrend der
Bilderstellung zusatzliche Einzelaufnahmen angefertigt und gespeichert. Mit dem Video-
Capture-Modul wurden auf Héhe der DEJ/D dort, wo Gefalde beobachtet wurden, kurze

Videos angefertigt, um den Blutfluss zu visualisieren. Zur Bestatigung der klinischen
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Verdachtsdiagnose und Korrelation der RCM-Befunde mit den Kriterien der
konventionellen Histologie wurde anschlielRend eine Probebiopsie entnommen. Hierflr
erfolgte zunachst eine Desinfektion der betroffenen Hautpartie und eine lokale
Anasthesie mit Lidocain. Der Durchmesser der Stanzbiopsie betrug im Schnitt 4-6 mm.
Anschlie®end wurde das Praparat in der Abteilung fir Dermatohistologie der Charité,
Universitatsmedizin Berlin aufgearbeitet und ausgewertet. Dafur wurde das Probengut
zunachst in einer Formalinlésung fixiert und in Paraffin eingebettet. Anschliel3end erfolgte
ein Zuschnitt in 3 um dicke Scheiben und eine Farbung mittels Hamatoxylin-Eosin. Die
lichtmikroskopische Beurteilung der Praparate erfolgte durch einen erfahrenen
Dermatohistologen. Die gewonnenen Patientendaten und digitalen Aufnahmen wurden
unter Beachtung aller Erfordernisse des Datenschutzgesetzes in einem numerischen
System verschlUsselt gespeichert und pseudonymisiert. Alle Untersuchungen,
einschlieBlich der Fotografie, der Dermatoskopie, der konfokalen Lasermikroskopie und
der Entnahme einer Hautprobe dauerten pro Termin ca. 30 Minuten. In der klinisch
vermuteten BCC-Kohorte konnte die Histologie die Diagnose zehn Mal bestatigen, bei
zehn weiteren Lasionen ergab die histologische Aufarbeitung andere Diagnosen (Tabelle
7). In der MB-Gruppe wurde bei vier von sechs Lasionen die klinische Verdachtsdiagnose
mittels Histologie bestatigt (Tabelle 8). In der Kohorte mit den klinisch vermuteten AKs
konnte bei 18 von 23 Lasionen die Diagnose mittels Histologie bestatigt werden (Tabelle
9). Die V-Gruppe beinhaltete insgesamt zwdlf Lasionen, davon sieben histologisch
gesicherte Verrucae-Lasionen und funf Non-Verrucae-Lasionen (Tabelle 10). Nachdem
die Untersuchungen abgeschlossen waren, wurden die konfokalmikroskopischen Bilder
retrospektiv einer morphologisch-deskriptiven Analyse durch zwei unabhangige
Dermatologen (Untersucher | und Untersucher Il) unterzogen. Einer der Untersucher
verfugte bereits Uber weitreichende Erfahrungen mit der RCM, die Kenntnisse des
zweiten Untersuchers wurden als mafig eingestuft. Damit konnten Studienbedingungen
geschaffen werden, welche die allgemeine dermatologische Gemeinschaft
widerspiegeln, in der Beobachter Uber unterschiedliche Erfahrungen mit der RCM
verfugen. Aufgrund schlechter Bildqualitdt konnten einzelne Aufnahmen in der
retrospektiven Analyse nicht berticksichtigt werden. Die Evaluierung der Bilder erfolgte
dabei verblindet in Bezug auf Namen, Alter und Geschlecht des Patienten, Art des
transplantierten Organs sowie die histologische Diagnose. Jedoch waren den
Untersuchern die klinischen Verdachtsdiagnosen bekannt, sodass die Auswertung
anhand der Studienprotokolle erfolgen konnte (Tabellen 11-12, 18-21, 27-28). Basierend
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auf bisher verodffentlichten Arbeiten, welche die RCM-Merkmale der jeweiligen
neoplastischen bzw. virusassoziierten Hauterkrankungen bei Immunkompetenten
untersuchten, wurden fir die vorliegende Studie die konfokalen Bildgebungskriterien
ausgewahlt, von denen angenommen wird, dass sie leicht auch von Nicht-Pathologen
und unerfahrenen Beobachtern erkannt werden. Systematisch wurden die Lasionen
hinsichtlich des Vorhandenseins bzw. Fehlens dieser RCM-Merkmale evaluiert und dabei
jedem einzelnen Parameter Bewertungen von 0-3 Punkten zugewiesen. Anschlie3end
wurden die klinischen Verdachtsdiagnosen Uberprift. Konnten = 50% der RCM-Kriterien
der jeweiligen Erkrankung in einer Lasion aufgefunden werden, wurde die klinische
Diagnose mittels konfokaler Lasermikroskopie bestatigt. Wurden dagegen von den
Untersuchern nur < 50% der RCM-Parameter in einer Lasion aufgefunden, musste die

klinische Verdachtsdiagnose verworfen werden.

3.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe der
Statistikprogramme GraphPad Prism 7 und GraphPad QuickCalcs (online). Im Folgenden
werden die angewendeten statistischen Methoden, bezogen auf die vorliegende Studie,

naher erlautert.

3.4.1 Sensitivitats- und Spezifitatsanalyse

Damit die konfokale Laserscanmikroskopie eine valide Screeningmethode fur die
Diagnose neoplastischer und virusassoziierter Hautveranderungen, insbesondere bei
Organtransplantierten, darstellen kann, muss sie hohe Sensitivitats- und Spezifitatswerte
aufweisen. Mit Hilfe der Sensitivitdt und Spezifitdt kann die Genauigkeit eines
diagnostischen Verfahrens beurteilt werden in Beziehung zu dem Wissen, ob eine
bestimmte Erkrankung tatsachlich vorliegt oder nicht. Ein Test, der dies richtig
nachweisen kann, wird als Goldstandard bezeichnet. Die Sensitivitat oder Empfindlichkeit
eines Verfahrens wird als der Anteil der Patienten mit der Erkrankung definiert, bei dem
der Test fur die Erkrankung positiv ist. Ist die Sensitivitat eines Verfahrens hoch, so wird
das Verfahren kaum Personen mit der Erkrankung uUbersehen. Die Sensitivitat wird
anhand der folgenden Formel berechnet: Sensitivitat = Anzahl Richtig-Positiver / (Anzahl
Richtig-Positiver + Anzahl Falsch-Negativer). Die Spezifitat ist der Anteil von Patienten

ohne die Erkrankung, bei dem der Test negativ ausfallt. Ist die Spezifitat eines Verfahrens
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hoch, so wird dieses kaum Menschen als erkrankt fehlklassifizieren, wenn sie die
Erkrankung nicht haben. Die Ermittlung der Spezifitat gelingt mit Hilfe der Formel: Anzahl
Richtig-Negativer / (Anzahl Falsch-Positiver + Anzahl Richtig-Negativer) (133,134). In
dieser Untersuchung erfolgte die Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitat sowohl fur die
einzelnen RCM-Parameter als auch fur die Diagnose. Goldstandard stellte die

konventionelle Routinehistologie dar.

3.4.2 Chi-Quadrat-X?-Test

Der Chi-Quadrat-X?-Test ist ein spezielles Verfahren fir den Vergleich von
Haufigkeitsunterschieden zweier Merkmale. Dargestellt wird dies mit Hilfe von
Kontingenztabellen. Die fur diese Studie formulierte Nullhypothese (HO) geht davon aus,
dass durch die Anwendung der konfokalen Lasermikroskopie bzw. die Anfertigung einer
konventionellen Histologie unterschiedliche Diagnosen gestellt werden. Die
Alternativhypothese (H1) lautet dementsprechend, dass durch die konfokale Mikroskopie
und die Histologie Ubereinstimmende Diagnosen gestellt werden. Auch fur die einzelnen
RCM-Evaluationskriterien erfolgte eine Chi-Quadrat-X?-Analyse. Dabei wurden das
Vorhandensein bzw. die Abwesenheit eines Merkmals in histologisch positiver
Erkrankung in Beziehung zur histologisch negativen Erkrankung gesetzt. Die fur die
RCM-Parameter formulierte Nullhypothese (HO) geht davon aus, dass die Haufigkeit der
Beobachtungen in histologisch positiver und histologisch negativer Erkrankung zu
gleichen Anteilen vorhanden ist. Die Alternativhypothese (H1) behauptet
dementsprechend, dass die Haufigkeit der Beobachtungen in histologisch positiver und
histologisch negativer Erkrankung unterschiedlich oft ist. Bei einem p-Wert < 0,05
(Irtumswahrscheinlichkeit 5%) wurde das Ergebnis als statistisch signifikant gewertet
und die Nullhypothese (HO) verworfen. Bei einem p-Wert < 0,01 wurde das Ergebnis als
sehr signifikant und bei einem p-Wert < 0,001 als hdchst signifikant gewertet (133,134).

3.4.3 Kappa-Analyse

Zuletzt wurde gepruft, ob beide Untersucher Ubereinstimmende Diagnosen stellten bzw.
gleiche RCM-Parameter auffanden. Hierfur wurde eine Vierfelder-Kappa-Analyse
durchgefiihrt. Die Starke der Ubereinstimmung wurde mittels Cohens-Kappa-Koeffizient
(k) angegeben. Dieser entspricht einem Wert zwischen 0 (keine Konkordanz) und 1 (sehr

gute Konkordanz). Die Reliabilitat wurde wie folgt angesehen: Bei einem Cohens-Kappa-
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Koeffizient von 1,00-0,81 bestand eine sehr gute, bei 0,80-0,61 eine gute, bei 0,60-0,41
eine mittlere, bei 0,40-0,21 eine leichte und bei < 0,20 eine schwache Interobserver-

Ubereinstimmung nach Altman (135).
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden Studie dargestellt. Zuerst werden
reprasentative RCM-Bilder zu den Einzelparametern der jeweiligen neoplastischen bzw.
virusassoziierten Hauterkrankung gezeigt und naher erlautert. Da die Bilderakquirierung
von epidermal nach dermal erfolgte, werden auch die RCM-Evaluationskriterien in dieser
Reihenfolge abgehandelt. Diejenigen Merkmale, die sich bei den verschiedenen
Erkrankungen wiederholen, werden nur einmalig besprochen. Anschliel3end werden die

statistischen Ergebnisse ausflhrlich beschrieben.

4.1 Basalzellkarzinom
4.1.1 Morphologische RCM-Analyse
4.1.1.1 Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten

Auf Hohe des SG/SS besteht ein ungeordnetes Keratinozytenmuster (Abbildung 10). Die
Zellen und deren Kerne variieren in Form und Grol3e. Der Verlust der Honigwabenstruktur

ist das Ergebnis einer chronischen aktinischen Schadigung der Haut.

Abbildung 10: Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten beim
Basalzellkarzinom

RCM vom SG/SS. Zu erkennen ist ein Verlust der normalen Honigwabenstruktur.
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4.1.1.2 Dendritische Zellen

Innerhalb der Tumorzellnester bzw. in der Uber ihnen liegenden Epidermis, im Bereich
des SG/SS, kommen dendritische Zellen zur Darstellung (Abbildungen 11 Aund B - 12
A und B). Sie erscheinen hell und besitzen typischerweise einen sternformigen
Zellkorper. Die an diesem befindlichen, langen Zellfortsatze besitzen ein feingliedriges
Aussehen und kénnen sich stark verzweigen. Dendritische Zellen kommen vereinzelt

oder gruppiert vor und werden haufig von einem entzindlichen Infiltrat begleitet.

Abbildungen 11 A und B: Dendritische Zellen beim Basalzellkarzinom

RCM des SG/SS. Auf Abbildung 11 A (links) sind zwei sternférmige dendritische Zellen dargestellt
(weille gestrichelte Kreise). Auf Abbildung 11 B (rechts) erkennt man mehrere dendritische Zellen

(weille Pfeile) mit deren stark verzweigten Auslaufern.
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Abbildungen 12 A und B: Dendritische Zellen beim Basalzellkarzinom

RCM-Aufnahmen der oberen Dermis. Auf Abbildung 12 A (links) sind ein dendritischer Zellkérper
(weiller gestrichelter Kreis) und helle Zellfortsédtze (weille Pfeile) zu erkennen. Auf Abbildung 12
B (rechts) sind ebenfalls eine dendritische Zelle (weiller gestrichelter Kreis) sowie deren
verzweigte Ausléaufer (weiBer Pfeil) im Bereich eines Tumorzellnestes zu sehen. Zusétzlich
erkennt man ein dilatiertes Blutgefal3 und ein massives entziindliches Infiltrat in Form heller,

kleiner Zellen.

4.1.1.3 Streaming

Im Bereich der DEJ kann eine uniforme Population von Tumorzellen mit langlichen
Zellkernen gesehen werden (Abbildung 13). Diese Kerne ordnen sich entlang einer
gemeinsamen Achse an - ein Phanomen, das Kernpolarisierung oder Streaming genannt

wird. Die aufliegende Epidermis erscheint pleomorph.
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Abbildung 13: Streaming beim Basalzellkarzinom

RCM-Bild auf Héhe der DEJ. Zu sehen sind dunkle, langliche Zellkerne, die sich entlang einer

Achse polarisieren (weil3e Pfeile).

4.1.1.4 Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der &uReren
Zellkernreihe

Auf Hohe der DEJ oder oberflachlichen Dermis werden hyporeflektive, dunkle
Tumorsilhouetten sichtbar, die von hellen Kollagenblindeln umgeben sind (Abbildung 14).
In pigmentierten Basalzellkarzinomen werden dagegen helle Tumorzellnester als ovale,
polyzyklische oder elongierte, schnurartige Strukturen gesehen, die sich durch einen
spaltdhnlichen, dunklen Raum scharf vom umgebenden Stroma abgrenzen lassen.
Zellen an der Peripherie der Tumorzellinseln zeigen langliche Zellkerne mit peripherer
Palisadenstellung (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Tumorzellinseln beim Basalzellkarzinom

RCM-Ubersichtsaufnahme (4 x 4 mm) eines noduléren BCC im Bereich der Dermis. Im oberen
Bildbereich ist eine Ulzeration zu erkennen (weille Pfeile). Die Tumorzellinseln kommen als
hyporeflektive Silhouetten unterschiedlicher GréBe und Form (weille gestrichelte Kreise),
umgeben von hellen Kollagenbiindeln, zur Darstellung. Zusétzlich erkennt man kanalikulére

Gefal3e, die sich zwischen den Tumorzellen verzweigen.

Abbildung 15: Tumorzellinseln beim Basalzellkarzinom

RCM-Aufnahme der Dermis. Zu sehen sind gelappte, hyperreflektive, ovale Tumorzellnester
(weille Sterne), welche durch einen dunklen, peritumoralen Spalt scharf vom umgebenden

Stroma abgegrenzt sind (weil3er Pfeil).
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4.1.1.5 Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma

Auf Hohe der Dermis trennt ein spaltahnlicher, dunkler Raum die neoplastischen
Zellaggregate vom umgebenden, fibrésen Stroma (Abbildung 16). Innerhalb des

peritumoralen Spaltes befinden sich Amyloid- und Muzinablagerungen (50,117).

Abbildung 16: Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma beim Basalzellkarzinom

RCM-Abbildung der oberfldchlichen Dermis. Die Tumorzellen werden von dunklen,

spaltéhnlichen Réumen begrenzt, welche muzinése Odeme ausbilden kénnen (weil3e Pfeile).

4.1.1.6 Entziindungsinfiltrat

Beim entzundlichen Infiltrat handelt es sich um kleine, helle, kernlose, scharf abgrenzbare
Zellen auf Hohe der Dermis (Abbildung 17). Entziindungszellen kommen haufig, ahnlich

wie dendritische Zellen, gruppiert vor.
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Abbildung 17: Entziindungsinfiltrat beim Basalzellkarzinom

Die RCM-Aufnahme der DEJ/D zeigt ein ausgepréagtes entziindliches Infiltrat in Form zahlreicher

runder, heller, kernloser Zellen (weil3e Pfeile).

4.1.1.7 Vermehrung, starke Windung und Dilatation der BlutgefaRe

Die Wande der Blutgefalle imponieren nur schwach refraktil, das enthaltene Serum ist
schwarz. Daher erscheinen GefalRe als dunkle, réhrenférmige oder kanalikulare
Strukturen innerhalb der Papillenspitzen der Dermis bzw. innerhalb der Tumorzellnester.
Die Anzahl und der Durchmesser der Blutgefal’e sind im Vergleich zur normalen Haut
erhoht. Zudem sind sie starker gewunden (Abbildungen 18-20). Haufig verflechten sie
sich zwischen den Tumorzellnestern (Abbildung 20). Ursache hierfur ist wahrscheinlich
eine neoplastische Angiogenese (118). Sie entsprechen den sich in der Dermatoskopie
baumartig verzweigenden Teleangiektasien. Wahrend der In-vivo-Untersuchung kdénnen
kleine, runde Zellen beobachtet werden, welche die GefaRwande entlang rollen. Dieses

Phanomen wird ,Leukozytenrolling“ genannt (48).
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Abbildung 18: Dilatation der Blutgefd3e beim Basalzellkarzinom

RCM auf Héhe der Dermis. Eindriicklich zu erkennen ist der erhéhte Durchmesser eines
Blutgefalies.

Abbildung 19: Vermehrung der Blutgefal3e beim Basalzellkarzinom

Auf der RCM-Aufnahme der Dermis sind die erhéhte Anzahl und vermehrte Windung der Geféal3e
deutlich zu sehen (weil3e Pfeile).
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Abbildung 20: Starke Windung der Blutgefdl3e beim Basalzellkarzinom

RCM-Bild auf Hoéhe der oberen Dermis. Zwischen den Tumorzellnestern (weille Sterne)

verzweigen und verflechten sich die Blutgeféalie stark.

4.1.2 Statistische Auswertung

4.1.2.1 Sensitivitat, Spezifitit, Chi-Quadrat-X?-Analyse und Konkordanz der
Untersucher fir die Diagnose

Die erste Kohorte beinhaltete 20 Lasionen mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines
Basalzellkarzinoms. Fur das Auffinden der RCM-Parameter innerhalb der untersuchten
Lasionen konnten von beiden Gutachtern jeweils 0-3 Punkte vergeben werden
(Parameter fehlend/nicht vorhanden = 0 Punkte, Parameter mild vorhanden = 1 Punkt,
Parameter mafig vorhanden = 2 Punkte, Parameter stark vorhanden = 3 Punkte). Die
verteilten Punktwerte beider Untersucher konnen in den Studienprotokollen eingesehen
werden (Tabellen 11-12). Konnten = 50% der RCM-Merkmale aufgefunden werden,
wurde die klinische Diagnose mittels konfokaler Mikroskopie bestatigt. Alle histologisch
gesicherten BCCs (10/10) wurden von beiden Untersuchern richtig mittels RCM
diagnostiziert. Untersucher | erkannte auch bei allen Non-Basalzellkarzinom-L&sionen
(10/10), dass kein BCC vorlag. Von Untersucher Il wurden dagegen zwei Lasionen (2/10)
falschlicherweise als BCC eingestuft. Bei diesen Lasionen handelte es sich tatsachlich
um ein Plattenepithelkarzinom und um einen dermalen NZN. Damit bestatigte die
konfokale Laserscanmikroskopie sehr gut die histologische Diagnose mit einer
Sensitivitat und Spezifitdt von 100% bei UNT |. Die Chi-Quadrat-X?-Analyse ergab ein
hdchst signifikantes Ergebnis (p < 0,0001). UNT Il erreichte ebenfalls eine sehr gute
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Sensitivitat von 100% bzw. eine gute Spezifitat von 80%. Der Chi-Quadrat-X?-Test ergab
gleichermallen ein hdchst signifikantes Ergebnis (p = 0,0003). Mit Hilfe der Kappa-
Analyse konnte fur beide Beobachter ein Cohens-Kappa-Koeffizient von k = 0,800

berechnet und so eine sehr gute Ubereinstimmung nach Altman gezeigt werden.

Tabelle 11: Studienprotokoll Untersucher |: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines
Basalzellkarzinoms

Lasion VH [DZ |ST (TZz |[SP |E G RCM Histologie
1 2 & & 3 2 & & BCC BCC

2 3 2 2 2 3 3 2 BCC BCC

& 2 2 2 1 0 2 2 BCC BCC

4 3 1 3 3 2 0 1 BCC BCC

5 & 1 2 3 1 1 2 BCC BCC

6 0 0 1 0 0 0 0 Non-BCC Narbe

7 1 1 1 2 0 1 & BCC BCC

8 3 3 1 1 2 1 0 BCC BCC

9 2 1 1 2 1 0 & BCC BCC

10 0 2 0 0 0 2 0 Non-BCC PEC

11 0 & 0 0 0 1 0 Non-BCC Ekzem

12 2 3 0 0 0 2 0 Non-BCC AK

i 2 0 1 3 1 0 2 BCC BCC

14 0 0 0 0 2 0 0 Non-BCC Zyste

15 0 0 1 0 0 0 1 Non-BCC TH

16 3 2 1 2 1 1 3 BCC BCC

17 0 0 0 0 0 0 0 Non-BCC Dermaler NZN
18 0 2 1 0 0 0 0 Non-BCC Zyste

19 0 0 0 0 0 0 1 Non-BCC Angiom

20 0 0 0 0 0 3 0 Non-BCC Dermaler NZN
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Tabelle 12: Studienprotokoll Untersucher Il: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines
Basalzellkarzinoms

Lasion VH [DZ |ST (TZ |[SP |E G RCM Histologie
1 & 2 2 3 2 2 & BCC BCC

2 2 2 2 3 2 2 3 BCC BCC

& 2 2 2 1 1 0 2 BCC BCC

4 3 0 3 2 2 0 1 BCC BCC

5 2 0 2 1 2 1 2 BCC BCC

6 0 0 0 0 0 0 0 Non-BCC Narbe

7 1 0 1 2 0 0 2 BCC BCC

8 2 2 1 0 2 1 1 BCC BCC

9 & 2 2 3 1 0 & BCC BCC

10 0 1 1 1 1 0 0 BCC PEC

11 0 & 0 0 0 2 0 Non-BCC Ekzem

12 1 2 0 0 0 2 0 Non-BCC AK

e 2 0 0 2 1 0 & BCC BCC

14 0 0 0 0 2 0 2 Non-BCC Zyste

15 0 0 0 2 0 0 2 Non-BCC TH

16 3 0 1 3 2 2 3 BCC BCC

17 1 1 0 1 & 1 & BCC Dermaler NZN
18 0 1 1 0 0 0 0 Non-BCC Zyste

19 0 0 0 0 0 0 1 Non-BCC Angiom

20 0 0 0 2 2 0 2 Non-BCC Dermaler NZN

4.1.2.2 Sensitivitat und Spezifitat der RCM-Parameter

Mit Hilfe einer Sensitivitats- und Spezifitdtsanalyse kann man die Wertigkeit der einzelnen
RCM-Evaluationskriterien fur das jeweilige Erkrankungsbild zeigen. Im Folgenden
werden zunachst die Ergebnisse von Untersucher | beschrieben, gefolgt von den
Ergebnissen von Untersucher Il im 2. Abschnitt.

In den Analysen von UNT | wurden fir die Tumorzellinseln mit peripherer
Palisadenstellung der auferen Zellkernreihe eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 100%
erreicht (Tabelle 13). Beim Auffinden dieses Merkmals kann die Diagnose eines
Basalzellkarzinoms also mit grof3ter Wahrscheinlichkeit gestellt werden. Ebenfalls

hdchste Sensitivitat zeigte sich in den Untersuchungen von Beobachter | fur den Verlust
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der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten bei zusatzlich hoher
Spezifitat von 90%. Hochste Sensitivitat ergab die Erhebung auch fur das Streaming bei
jedoch nur einer maRigen Spezifitdt von 70%. Gute Sensitivitats- und Spezifitdtswerte
wurden flr das RCM-Kriterium Vermehrung, starke Windung und Dilatation der
Blutgefalle mit 90% bzw. 80% berechnet. Als weniger spezifisch, jedoch sehr sensitiv
erwiesen sich die dendritischen Zellen. Fir dieses Merkmal wurde eine Spezifitat von
60% und eine Sensitivitat von 90% erreicht. Fur das Evaluationskriterium Spaltbildung
zwischen Tumorzellen und Tumorstroma wurde mit 80% die zweitniedrigste Sensitivitat
gezeigt, bei andererseits guter Spezifitdat von 90%. Eine untergeordnete Rolle in der
konfokalmikroskopischen Diagnostik des BCC spielt hingegen das Entzindungsinfiltrat
mit nur maRkigen Werten sowohl fur die Spezifitat (60%) als auch die Sensitivitat (70%).
In den Analysen von UNT Il erwies sich der Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht
atypischen Keratinozyten ebenfalls als hochst sensitiv bzw. hoch spezifisch, mit Werten
von 100% bzw. 80% (Tabelle 14). Das Auffinden dieses Kriteriums stellt damit in diesen
Untersuchungen den zuverlassigsten RCM-Parameter flr die Diagnose des BCC dar.
Fir das Merkmal Vermehrung, starke Windung und Dilatation der Blutgefal3e wurde mit
100% hochste Sensitivitat, bei nur schlechter Spezifitat von 50% erreicht. Das Streaming
ergab mit 90% bzw. 80% sowohl hohe Sensitivitats- als auch Spezifitadtswerte. Die RCM-
Evaluationskriterien Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der &aul3eren
Zellkernreihe und Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma waren mit
jeweils 60% kaum spezifisch, dafur konnte fur beide Merkmale eine hohe Sensitivitat von
90% gezeigt werden. Ahnlich wie bei Gutachter | konnte Gutachter Il fir das
Entzindungsinfiltrat nur maRkige Werte erreichen, mit einer Sensitivitat von 50% und einer
Spezifitat von 70%. Fur die dendritischen Zellen wurden mit jeweils 50% sogar die

schlechtesten Sensitivitats- und Spezifitatswerte berechnet.

60



Tabelle 13: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher | fiir die einzelnen RCM-

Parameter des Basalzellkarzinoms

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat
VH 100% 90%

Dz 90% 60%

ST 100% 70%

TZ 100% 100%

SP 80% 90%

E 70% 60%

G 90% 80%

Tabelle 14: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher Il fiir die einzelnen RCM-

Parameter des Basalzellkarzinoms

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat

VH 100% 80%

Dz 50% 50%

ST 90% 80%

TZ 90% 60%

SP 90% 60%

E 50% 70%
100% 50%

4.1.2.3 Chi-Quadrat-X?-Test der RCM-Parameter

Mit der Chi-Quadrat-X2-Analyse werden die Verteilungseigenschaften der einzelnen
RCM-Merkmale erfasst. UNT | erreichte in seinen Untersuchungen fur alle RCM-
Evaluationskriterien, mit Ausnahme fir das Entzindungsinfiltrat (p = 0,1775),
Signifikanzniveau, was bedeutet, dass ihre Verteilung in histologisch-positivem BCC und
histologisch-negativem BCC ungleich ist (Tabelle 15). Als héchst signifikant erwiesen
sich bei Beobachter | der Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen
Keratinozyten (p < 0,0001), die Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der
auleren Zellkernreihe (p < 0,0001) sowie das Streaming (p = 0,0010). Fur die Parameter
Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma (p = 0,0017) sowie Vermehrung,
starke Windung und Dilatation der Blutgefale (p = 0,0017) konnten durch die Anwendung

des Kontingenztests nach Chi-Quadrat-X? sehr signifikante Ergebnisse gezeigt werden.
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Auch in den Analysen von UNT Il wurde fur den Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht
atypischen Keratinozyten der héchste p-Wert mit 0,0003 erreicht, gefolgt vom Streaming
und der Vermehrung, starken Windung und Dilatation der Blutgefalle mit sehr
signifikanten p-Werten von 0,0017 bzw. 0,0098. Mit Ausnahmen fir das
Entzindungsinfiltrat (p = 0,3613) und die dendritischen Zellen (p = 1) konnte Gutachter Il

fur die restlichen RCM-Evaluationskriterien mindestens Signifikanzniveau zeigen.

Tabelle 15: Ergebnisse des Kontingenztests nach Chi-Quadrat-X? beider Untersucher fiir die
einzelnen RCM-Parameter des Basalzellkarzinoms

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il

VH p < 0,0001 p =0,0003

Dz p=0,0191 p=1

ST p =0,0010 p=0,0017

TZ p < 0,0001 p=0,0191

SP p=0,0017 p=0,0191

E p=0,1775 p=0,3613
p=0,0017 p = 0,0098

4.1.2.4 Haufigkeiten der RCM-Parameter

Analysiert wurden auch die Haufigkeiten, mit denen die RCM-Merkmale in der jeweiligen
neoplastischen bzw. virusassoziierten Hauterkrankung vertreten waren. Zuerst werden
wieder die Beobachtungen von Untersucher | dargestellt. Bei den histologisch
gesicherten BCCs konnte Gutachter | in allen evaluierten Lasionen stets einen Verlust
der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten sowie Tumorzellinseln mit
peripherer Palisadenstellung der dulReren Zellkernreihe feststellen (Tabelle 16). In 90%
der Basalzellkarzinome waren eine Vermehrung, starke Windung und Dilatation der
Blutgefale sowie dendritische Zellen auffindbar, gefolgt vom Streaming und der
Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma mit jeweils 80%. In sieben von
zehn Lasionen wurde ein Entziindungsinfiltrat beobachtet.

Auch UNT Il konnte ubereinstimmend in allen BCCs einen Verlust der
Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten feststellen. Zudem fand er in
zehn von zehn Lasionen eine Vermehrung, starke Windung und Dilatation der
Blutgefal’e, gefolgt von den Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der

auleren Zellkernreihe, der Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma sowie
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dem Streaming mit einer Haufigkeit von jeweils 90%.

Basalzellkarzinom wurden dagegen von Beobachter Il dendritische und entzindliche

Zellen beschrieben.

Tabelle 16: Héaufigkeitsanalyse beider Untersucher fiir die einzelnen RCM-Parameter des

Basalzellkarzinoms

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il
VH 100% 100%

Dz 90% 50%

ST 80% 90%

TZ 100% 90%

SP 80% 90%

E 70% 50%

G 90% 100%

In nur jedem zweiten

4.1.2.5 Konkordanz der Untersucher fiir die RCM-Parameter

Durch eine Kappa-Analyse wird ermittelt, ob beide Gutachter zu Ubereinstimmenden
Ergebnissen gekommen sind und ob deren Beobachtungen reproduzierbar sind.
Insgesamt konnten in der Kohorte mit den klinischen Basalzellkarzinomen fir alle RCM-
Evaluationskriterien, mit Ausnahme flr das Entzindungsinfiltrat, gute bis mittlere
Konkordanzen zwischen den Beobachtern gezeigt werden (Tabelle 17). Eine gute
Ubereinstimmung nach Altman lag fir die Parameter Verlust der Honigwabenstruktur mit
leicht atypischen Keratinozyten und Streaming vor. Bei den RCM-Kriterien Vermehrung,
starke Windung und Dilatation der Blutgefalde, dendritische Zellen, Spaltbildung zwischen
Tumorzellen und Tumorstroma sowie Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung
der aulReren Zellkernreihe wurde dagegen eine mittlere Interobserver-Reproduzierbarkeit
errechnet. Fur das Entzindungsinfiltrat konnten die Untersucher lediglich eine leichte

Ubereinstimmung erreichen.
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Tabelle 17: Konkordanzwerte beider Untersucher fiir die

Basalzellkarzinom-Kohorte

einzelnen RCM-Parameter der

RCM-Parameter Cohens-Kappa-Koeffizient Stirke der Ubereinstimmung
VH k=0,739 Gut nach Altman
Dz k=0,528 Mittel nach Altman
ST k=0,700 Gut nach Altman
TZ k =0,466 Mittel nach Altman
SP k =0,494 Mittel nach Altman
E k =0,346 Leicht nach Altman
k =0,564 Mittel nach Altman

4.2 Morbus Bowen

Wie bereits erwahnt, ahneln die RCM-Evaluationskriterien des Morbus Bowen denen der

aktinischen Keratose (Abschnitt 4.3). Im Folgenden werden daher nur die Merkmale des

Morbus Bowen gezeigt und erlautert, die sich von denen der AK unterscheiden, da diese

im Anschluss besprochen werden. Die in der Literatur beschriebenen mehrkernigen

Keratinozyten konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht aufgefunden werden.

4.2.1 Morphologische RCM-Analyse

4.2.1.1 Starker Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten

Im Vergleich zur aktinischen Keratose ist der Verlust der normalen Honigwabenstruktur

beim MB ausgepragter (Abbildung 21). Die Keratinozyten und deren Zellkerne variieren

starker in GroRe und Form, dadurch erscheinen sie deutlich atypischer und pleomorpher.

Aulerdem kdnnen die zellularen Veranderungen die gesamte Epidermis betreffen.
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Abbildung 21: Starker Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten beim
Morbus Bowen

RCM des SG/SS zeigt einen starken Verlust der normalen Honigwabenstruktur mit ausgeprégter

architektonischer Unordnung.

4.2.1.2 Dyskeratotische Zellen

Innerhalb des atypischen Honigwabenmusters kdnnen zwei Arten von dyskeratotischen
Zellen beobachtet werden. Der erste Typ entspricht einer groRen Zelle mit hellem
Zentrum und dunklem, peripheren Halo. Der zweite Typ entspricht ebenfalls einer gro3en
Zelle, jedoch mit dunklem Zentrum und hellem Rand, welcher nochmals von einem
dunklen Halo umgeben wird (Abbildung 22). In dieser Untersuchung konnte
ausschlieBlich der zweite Zelltyp aufgefunden werden. In der Histologie entsprechen

diese Zellen den dyskeratotischen Keratinozyten mit pyknotischem Zellkern.
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Abbildung 22: Dyskeratotische Zellen beim Morbus Bowen

Die RCM-Aufnahme zeigt runde Zellen mit einem dunklen Zentrum, einem umgebenden hellen
Rand sowie einem dunklen Halo (weiBe Pfeile). Diese entsprechen mdéglicherweise
dyskeratotischen Zellen.

4.2.1.3 Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation

Auf Hohe der oberflachlichen papillaren Dermis kommen die Blutgefale als runde bis
ovale, dilatierte, dunkle Raume zur Darstellung, die mit maRig refraktilen, kleinen Zellen
gefulllt sind. Ihre Dichte ist im Vergleich zur normalen Haut erhdht. Auf Hohe der unteren
papillaren Dermis stellen sie sich typischerweise als S-formige Strukturen dar (Abbildung
23).
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Abbildung 23: Erhéhte Vaskularisierung beim Morbus Bowen

RCM-Aufnahme auf Héhe der unteren papilldren Dermis. Im oberen Bildbereich ist ein S-férmiges

Blutgefall zu erkennen (weil3er Pfeil).

4.2.2 Studienprotokolle

Die zweite Kohorte beinhaltete insgesamt sechs Hautveranderungen mit der klinischen
Diagnose eines Morbus Bowen. Die Studienprotokolle beider Gutachter sind in den
Tabellen 18 und 19 einsehbar. Beide Beobachter ordneten in Unkenntnis der
histologischen Diagnose alle Lasionen richtig als MB ein (4/4) bzw. erkannten bei zwei
Lasionen, dass kein MB vorlag (2/2). Da bei diesem Erkrankungsbild jedoch nur eine sehr
kleine Anzahl an Hautveranderungen evaluiert werden konnte, entfallt an dieser Stelle

eine sinnvolle statistische Analyse.

Tabelle 18: Studienprotokoll Untersucher I: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines
Morbus Bowen

Lasion |[HK |PK |[VH |DZ |E DK | MK | G SE | RCM Histologie
1 1 2 & 2 2 1 0 & 0 MB MB

2 1 0 0 2 3 0 0 2 0 Non-MB Ekzem

& 2 2 & 1 0 1 0 1 0 MB MB

4 2 0 0 1 1 0 0 1 0 Non-MB Tinea

5 & 2 2 2 2 0 0 1 0 MB MB

6 2 3 2 0 0 0 0 3 2 MB MB
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Tabelle 19: Studienprotokoll Untersucher Il: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose eines
Morbus Bowen

Lasion |[HK |PK |[VH |DZ |E DK | MK | G SE | RCM Histologie
1 2 2 & 2 1 0 0 & 0 MB MB

2 1 0 0 2 3 0 0 3 0 Non-MB Ekzem

& & 1 & 1 0 1 0 1 0 MB MB

4 2 0 0 2 2 0 0 1 0 Non-MB Tinea

5 & 2 2 1 1 0 0 1 0 MB MB

6 2 2 3 0 0 0 0 2 2 MB MB

4.3 Aktinische Keratose
4.3.1 Morphologische RCM-Analyse
4.3.1.1 Einzelne vom Zellverband losgeloste Korneozyten

Durch eine Ablésung der Korneozyten kommt es zu einem gestorten Zellverband auf
Hohe des SC. Die vereinzelt auftretenden Zellen erscheinen hell und polygonal mit hoher
Reflexion (Abbildungen 24 A und B). Das histologische Korrelat hierzu entspricht der

Hyperkeratose.
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Abbildungen 24 A und B: Einzelne vom Zellverband losgeléste Korneozyten bei der aktinischen
Keratose

Abbildung 24 A (links) zeigt eine RCM-Ubersichtsaufnahme (4 x 4 mm), auf der eine
Unterbrechung des Zellverbandes mit einzelnen, losgelésten Korneozyten (weile gestrichelte
Kreise) erkennbar ist. Abbildung 24 B (rechts) zeigt ein RCM-Bild auf Hbéhe des SC. Die

abgeldsten Korneozyten zeigen ein hohes Reflexionsmuster und erscheinen daher hell.

4.3.1.2 Parakeratose

Die Parakeratose ist gekennzeichnet durch eine Verhornungsstérung, bei der
Zellkernreste bzw. ganze Zellkerne innerhalb der Korneozyten des SC verbleiben. Die
kernhaltigen Zellen haben jeweils ein dunkles Zentrum und sind von den starker

reflektierenden Zellen des SC gut abgrenzbar (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Parakeratose bei der aktinischen Keratose

Die RCM-Aufnahme zeigt multiple Parakeratosen in Form polygonaler, kernhaltiger Zellen mit
dunklen Zentren und scharfer Abgrenzung zum SC (weil3e Pfeile).

4.3.1.3 Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten

Im SG/SS variieren die Keratinozyten und deren Zellkerne stark in Grofde und Form.
Dadurch erscheinen sie atypisch und pleomorph. Aus den unregelmalligen Zellgrenzen
resultiert eine architektonische Unordnung mit einem Verlust der normalen
Honigwabenstruktur (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten bei der aktinischen
Keratose

RCM des SG/SS zeigt einen Verlust der normalen Honigwabenstruktur mit architektonischer
Unordnung durch breite und verschwommene Zellgrenzen sowie Atypien und Pleomorphismen
der Keratinozyten.

4.3.1.4 Dendritische Zellen

Auf Hohe des SG/SS sowie im Bereich der DEJ/D kénnen dendritische Zellkdrper sowie
deren zarte, helle Zellfortsatze gesehen werden (Abbildungen 27 A und B - 28 A und B).

Die Morphologie dieser Zellreihe wurde bereits unter 4.1.1.2 erlautert.
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Abbildungen 27 A und B: Dendritische Zellen bei der aktinischen Keratose
Abbildung 27 A (links) zeigt ein RCM-Bild auf Ebene des SG/SS mit stark reflektierenden

dendritischen Zellen (weil3e Pfeile). Auf Abbildung 27 B (rechts) kommen zahlreiche verzweigte
dendritische Fortsétze (weille Pfeile) zur Darstellung. Ein Verlust der normalen

Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten fallt zusétzlich auf beiden Bildern auf.

Abbildungen 28 A und B: Dendritische Zellen bei der aktinischen Keratose

Auf Abbildung 28 A (links) sind zwei prominente, sternférmige dendritische Zellkérper (weille
Pfeile) dargestellt. Abbildung 28 B (rechts) zeigt multiple helle dendritische Zellfortsétze (weile
Pfeile). Beide RCM-Aufnahmen sind in der DEJ/D entstanden.
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4.3.1.5 Entziindungsinfiltrat

Beim entzindlichen Infiltrat handelt es sich um kleine, hoch refraktile Zellen im SG/SS
und im Bereich der DEJ/D (Abbildungen 29-30). Gelegentlich kdnnen zahlreiche, aus den
Gefallen auswandernde Entzindungszellen beobachtet werden, besonders eindricklich

auf Hohe der Dermis. Das Entziindungsinfiltrat wurde bereits unter 4.1.1.6 beschrieben.

Abbildung 29: Entziindungsinfiltrat bei der aktinischen Keratose

Das RCM-Bild zeigt ein sehr diskretes, entziindliches Infiltrat im SG/SS in Form vereinzelter,

kleiner, heller, runder Zellen (weil3e Pfeile).
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Abbildung 30: Entziindungsinfiltrat bei der aktinischen Keratose

RCM-Aufnahme im Bereich der DEJ/D demonstriert ein ausgeprégtes perivaskulédres

Entziindungsinfiltrat. Zu erkennen sind zahlreiche hoch refraktile, runde Zellen (weil3e Pfeile).

4.3.1.6 Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation

Im Vergleich zur gesunden Haut ist das Lumen der dermalen Gefalde erweitert, zudem
ist deren Anzahl erhdht (Abbildungen 31 A und B). Wahrend der Echtzeit-Bildgebung
konnen die BlutgefalRe leicht durch die sich im Gefalllumen bewegenden, mafig
refraktilen, runden Blutzellen identifiziert werden. Diese dynamischen Vorgange lassen
sich mit Hilfe des Video-Capture-Moduls zusatzlich in Form kurzer Videosequenzen
dokumentieren. Typischerweise flieRen Erythrozyten mit hoher Geschwindigkeit im
zentralen Blutfluss, wahrend Leukozyten langsam an den Gefallwanden entlangrollen.
Auch das Auswandern von Leukozyten aus dem Gefaldsystem in entzlindetes Gewebe

kann beobachtet werden.
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Abbildungen 31 A und B: Erhbhte Vaskularisierung/BlutgefdRdilatation bei der aktinischen
Keratose

RCM-Aufnahmen im Bereich der Dermis. Auf Abbildung 31 A (links) sind mehrere dilatierte
BlutgefdRe zu erkennen, besonders eindrucksvoll im unteren Bildbereich (weiller Pfeil). Auf
Abbildung 31 B (rechts) wird durch mehrere Léngs- und Queranschnitte durch die Gefél3e deren
erhéhte Anzahl deutlich (schwarze Pfeile). Die Blutzellen innerhalb der Gefd3lumina kommen

maRig refraktil zur Darstellung.

4.3.1.7 Solare Elastose

Auf Hohe der oberen retikularen Dermis Iasst sich eine Degeneration von Kollagenfasern
feststellen. Bei maRiger solarer Elastose findet man ein unorganisiertes, hyporefraktiles
Kollagen, dessen Einzelfasern nicht erkennbar sind (Abbildung 32). Bei starkerer solarer

Schadigung treten hoch refraktile, gekrauselte Fasern auf (Abbildung 33).
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Abbildung 32: MaRige solare Elastose bei der aktinischen Keratose

RCM auf Héhe der DEJ/D. Demonstriert wird ein unorganisiertes, hyporefraktiles Kollagen,

dessen einzelne Fasern nicht sichtbar sind (weil3e Pfeile).

Abbildung 33: Starke solare Elastose bei der aktinischen Keratose

RCM-Aufnahme auf Hbhe der oberen Dermis zeigt hoch refraktile, gekrduselte Fasern, welche

bei stéarkerer UV-Schédigung auftreten.
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4.3.2 Statistische Auswertung

4.3.2.1 Sensitivitat, Spezifitit, Chi-Quadrat-X?-Analyse und Konkordanz der
Untersucher fir die Diagnose

Die dritte Kohorte beinhaltete 23 Lasionen mit der klinischen Diagnose einer aktinischen
Keratose. Die Studienprotokolle beider Untersucher kdnnen wieder in den Tabellen 20-
21 eingesehen werden. 17 von 18 histologisch gesicherten AKs wurden von beiden
Untersuchern richtig mittels RCM diagnostiziert. UNT | wertete bei vier von funf non-AK-
Lasionen richtig, dass keine aktinische Keratose vorlag. Eine Exkoriation ordnete er dabei
falschlicherweise als AK ein. UNT Il erkannte bei drei von funf Non-AK-Lasionen, dass
keine aktinische Keratose vorlag. Bei den beiden irrtimlich von ihm als AK eingeordneten
Hautveranderungen handelte es sich um einen Lichen planus (LP) sowie um eine Verruca
vulgaris. Damit konnte fur die konfokale Lasermikroskopie, mit der Histologie als
Goldstandard, eine sehr gute Sensitivitat von 94,4% bei beiden Untersuchern gezeigt
werden. UNT | erreichte auch eine gute Spezifitdt von 80%, wahrend die Spezifitat bei
UNT Il mit 60% nur maRig ausfiel. Im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? erwies sich
die Diagnose von Beobachter | als hochst signifikant (p = 0,0004), wahrend von
Beobachter Il ein sehr signifikantes Ergebnis (p = 0,0045) ermittelt werden konnte. In der
Kappa-Analyse wurde ein Cohens-Kappa-Koeffizient von k = 0,587 berechnet, der einer

mittleren Ubereinstimmung nach Altman zwischen den Untersuchern entspricht.

77



Tabelle 20: Studienprotokoll Untersucher I: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer

aktinischen Keratose

Histologie

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

SE

AK

\A%

LP
\'A%

AK

AK

AK

AK

Exkoriation

RCM
AK

AK

AK

AK

AK

Non-AK
AK

AK

AK

AK

AK

AK

AK

Non-AK
AK

Non-AK

Non-AK
Non-AK

AK

AK

AK

AK

AK

SE

0

3

0
0
0

DZ

VH

PK

HK

Lasion

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22
23
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Tabelle 21: Studienprotokoll Untersucher II: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer
aktinischen Keratose

Lasion HK |PK (VH | Dz E G SE RCM Histologie
1 1 & 2 2 1 1 1 AK AK
2 1 1 1 0 0 2 0 AK AK
& 1 1 2 1 1 0 1 AK AK
4 1 0 3 1 1 3 1 AK AK
5 0 2 2 1 1 2 1 AK AK
6 1 1 0 0 0 0 0 Non-AK AK
7 0 2 & 2 1 2 1 AK AK
8 3 2 3 3 2 3 1 AK AK
9 3 1 & & 1 1 0 AK AK
10 1 1 3 0 1 1 0 AK AK
11 2 0 & & 1 & & AK AK
12 2 2 3 2 1 0 0 AK AK
e 1 0 2 2 1 1 0 AK AK
14 0 0 0 0 0 1 1 Non-AK SE
15 1 0 & & 1 1 2 AK AK
16 0 0 2 0 0 2 0 Non-AK W
17 0 0 & 1 0 1 1 AK LP
18 2 0 0 1 2 3 0 AK W
19 0 1 & 2 2 2 & AK AK
20 1 1 1 3 1 2 1 AK AK
21 1 2 & 0 1 2 1 AK AK
22 1 1 2 2 1 3 3 AK AK
23 1 1 0 0 0 0 0 Non-AK Exkoriation

4.3.2.2 Sensitivitat und Spezifitat der RCM-Parameter

In den Analysen von Gutachter | zeigte sich, dass bei der aktinischen Keratose die
einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten mit 100% die hoéchste Sensitivitat
aufweisen, gefolgt vom Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten mit
94,4% (Tabelle 22). FiUr diese Merkmale konnte mit 60% eine mafRige bzw. mit 80% sogar
eine gute Spezifitat errechnet werden. Als hochst spezifisch erwiesen sich die

dendritischen Zellen, bei einer ebenfalls hohen Sensitivitat von 77,8%. Fir die solare

79



Elastose konnte Beobachter | mit 83,3% und 80% sowohl gute Sensitivitats- als auch
Spezifitatswerte erzielen. Das Entzlindungsinfiltrat ergab ebenfalls ein gutes Ergebnis fur
die Sensitivitat (77,8%), wahrend die Spezifitdt (60%) nur maRig ausfiel. Eine
untergeordnete Rolle fir die konfokalmikroskopische Diagnose der AK spielen hingegen
die Evaluationskriterien Parakeratose und erhdhte Vaskularisierung/Blutgefalidilatation.
Fir beide Merkmale konnte UNT | mit 40% bzw. 20% nur schlechte Spezifitat erzielen,
dennoch fiel die Sensitivitat mit 77,8% hoch aus.

Gutachter Il konnte in seinen Untersuchungen, ahnlich wie Gutachter |, hohe
Sensitivitatswerte fur den Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten
(94,4%) und die einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten (83,3%) zeigen
(Tabelle 23). Fur diese Merkmale wurde auf der anderen Seite aber nur eine mafige
Spezifitat (60%) errechnet. Als hoch spezifisch erwiesen sich bei UNT II mit jeweils 80%
das Entzindungsinfiltrat und die Parakeratose. Fur diese RCM-Parameter konnten
zudem hohe Sensitivitatswerte von 88,9% und 77,8% gezeigt werden. Auch fur die
dendritischen Zellen wurde mit 77,8% eine hohe Sensitivitdt berechnet, wahrend der
Spezifitatswert mit 60% nur mafig ausfiel. Fur die solare Elastose erzielte Beobachter Il
nur maRige Werte fur die Sensitivitat (66,7%) und Spezifitat (60%). Der schlechteste
Spezifitatswert von 20% wurde fur die erhdhte Vaskularisierung/Blutgefalidilatation

errechnet, bei trotzdem hoher Sensitivitat (83,3%).

Tabelle 22: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher | fiir die einzelnen RCM-
Parameter der aktinischen Keratose

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat

HK 100% 60%

PK 77,8% 40%

VH 94,4% 80%

Dz 77,8% 100%

E 77,8% 60%
77,8% 20%

SE 83,3% 80%

80




Tabelle 23: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher Il fiir die einzelnen RCM-
Parameter der aktinischen Keratose

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat

HK 83,3% 60%

PK 77,8% 80%

VH 94,4% 60%

Dz 77,8% 60%

E 88,9% 80%
83,3% 20%

SE 66,7% 60%

4.3.2.3 Chi-Quadrat-X?-Test der RCM-Parameter

Untersucher | konnte mit p-Werten von 0,0004 fir den Verlust der Honigwabenstruktur
mit atypischen Keratinozyten und die einzelnen vom Zellverband losgeldsten
Korneozyten im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? ein jeweils hochst signifikantes
Ergebnis erzielen (Tabelle 24). Die dendritischen Zellen und die solare Elastose erwiesen
sich mit p-Werten von 0,0016 bzw. 0,0065 als sehr signifikant. Flr die restlichen RCM-
Evaluationskriterien konnte in den Analysen von Gutachter | kein Signifikanzniveau
erreicht werden.

Beobachter Il zeigte flr das Entzlindungsinfiltrat und den Verlust der Honigwabenstruktur
mit atypischen Keratinozyten p-Werte von 0,0019 und 0,0045, die als sehr signifikant
gelten. In seinen Untersuchungen wurden fur die einzelnen vom Zellverband losgeldsten
Korneozyten (p = 0,05) und die Parakeratose (p = 0,0164) mindestens Signifikanzniveau
erzielt. Fur die RCM-Merkmale erhdhte Vaskularisierung/Blutgefalidilatation (p = 0,8619),
solare Elastose (p = 0,2798) und dendritische Zellen (p = 0,1044) konnte in den
Beobachtungen von UNT Il die Nullhypothese nicht verworfen werden, d. h., ihre

Verteilung in histologisch positiven und histologisch negativen AKs ist gleich.
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Tabelle 24: Ergebnisse des Kontingenztests nach Chi-Quadrat-X? beider Untersucher fiir die
einzelnen RCM-Parameter der aktinischen Keratose

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il

HK p = 0,0004 p =0,05

PK p=0,4232 p=0,0164

VH p = 0,0004 p = 0,0045

Dz p =0,0016 p=0,1044

E p=0,1044 p=0,0019
p=0,9151 p=0,8619

SE p = 0,0065 p=0,2798

4.3.2.4 Haufigkeiten der RCM-Parameter

In allen evaluierten Lasionen der aktinischen Keratose konnte Gutachter | die einzelnen
vom Zellverband losgelésten Korneozyten beobachten, gefolgt vom Verlust der
Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten (94,4%) und der solaren Elastose
(83,3%) (Tabelle 25). Die Ubrigen RCM-Kriterien, d. h. Parakeratose, dendritische Zellen,
Entzindungsinfiltrat und erhohte Vaskularisierung/BlutgefalRdilatation wurden in 77,8%
der AKs aufgefunden.

UNT Il beschrieb, in Ubereinstimmung mit UNT |, in 94,4% der aktinischen Keratosen
einen Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten. Das zweithaufigste
Merkmal in seinen Beobachtungen war das Entzindungsinfiltrat (88,9%), gefolgt von den
einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten und der erhéhten Vaskularisierung/
Blutgefalidilatation mit jeweils 83,3%. In 77,8% der untersuchten Lasionen konnte
Beobachter Il eine Parakeratose sowie dendritische Zellen beschreiben. Am seltensten

wurde von ihm die solare Elastose (66,7%) aufgefunden.
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Tabelle 25: Haufigkeitsanalyse beider Untersucher fiir die einzelnen RCM-Parameter der

aktinischen Keratose

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il
HK 100% 83,3%
PK 77,8% 77,8%
VH 94,4% 94,4%
Dz 77,8% 77,8%
E 77,8% 88,9%
77,8% 83,3%
SE 83,3% 66,7%

4.3.2.5 Konkordanz der Untersucher fiir die RCM-Parameter

In der Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer aktinischen Keratose konnte

fir den RCM-Parameter dendritische Zellen eine gute Ubereinstimmung zwischen den

Untersuchern gezeigt werden (Tabelle 26). Eine mittlere Konkordanz der Gutachter

wurde flir die Evaluationskriterien erhdhte Vaskularisierung/Blutgefaldilatation, solare

Elastose sowie Parakeratose berechnet. Fir die einzelnen vom Zellverband losgeldsten

Korneozyten und das Entzindungsinfiltrat konnte dagegen jeweils eine leichte

Interobserver-Reproduzierbarkeit ermittelt werden. Eine nur schwache Ubereinstimmung

zeigten die Beobachter fir den Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen

Keratinozyten.

Tabelle 26: Konkordanzwerte beider Untersucher fiir die

aktinischen Keratose-Kohorte

einzelnen RCM-Parameter der

RCM-Parameter Cohens-Kappa-Koeffizient Stirke der Ubereinstimmung
HK k=0,378 Leicht nach Altman
PK k=0,422 Mittel nach Altman
VH k=0,151 Schwach nach Altman
Dz k=0,769 Gut nach Altman
E k=0,334 Leicht nach Altman
k=0,6 Mittel nach Altman
SE k=0,437 Mittel nach Altman
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4.4 Verruca
4.4.1 Morphologische RCM-Analyse

4.4.1.1 Einzelne vom Zellverband losgeloste Korneozyten

Die Hornzellen des SC haben sich teilweise vom restlichen Zellverband abgelost
(Abbildung 34). Diese RCM-Beobachtung wurde bereits unter Abschnitt 4.3.1.1 genauer

erlautert.

Abbildung 34: Einzelne vom Zellverband losgeléste Korneozyten bei der Verruca

RCM des SC. Die vom einheitlichen Verband abgetrennten, hornbildenden Zellen kommen hell

zur Darstellung.

4.4.1.2 Koilozytose

Innerhalb des Honigwabenmusters des SG und des oberen SS stechen vereinzelte oder
gruppierte, grolRe, ballonierte Keratinozyten hervor (Abbildung 35). Diese Zellen werden
Koilozyten genannt und treten im Rahmen von HPV-Infektionen auf. In der
konventionellen Histologie entsprechen sie vakuolisierten Zellen mit basophilen

Kerneinschlissen.
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Abbildung 35: Koilozytose bei der Verruca

Auf dem RCM-Bild des SS ist im unteren Bereich ein grof3er, ballonierter Keratinozyt (weil3er
gestrichelter Kreis) zu erkennen.

4.4.1.3 Dendritische Zellen

Im SS werden dendritische Zellkdrper sowie deren zellulare Auslaufer beobachtet. Sie
kénnen in entzindlichen Verrucae in gro3er Dichte vorkommen und reprasentieren eine
Immunantwort des Koérpers auf eine HPV-Infektion (Abbildung 36). Unter Abschnitt

4.1.1.2 wurden sie detailliert beschrieben.
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Abbildung 36: Dendritische Zellen bei der Verruca

Die RCM-Aufnahme zeigt eine massive Infiltration des SS durch dendritische Zellen. Ihre
Zellleiber erscheinen hell (weilBer gestrichelter Kreis), ihre Zellfortsdtze verzweigen sich stark.

Begleitet werden sie von kleinen, hellen Entziindungszellen (weil3er Pfeil).

4.4.1.4 Papillomatose

Auf Hohe der dermoepidermalen Junktionszone werden monomorphe, helle, runde
Zellen sichtbar, die sich um die dunkler erscheinenden, dermalen Papillen arrangieren.
In der Mitte der Formationen werden Blutgefalie sichtbar (Abbildung 37). Die dermalen
Papillarkérper erscheinen im Vergleich zur gesunden Haut in ihrem Durchmesser
verbreitert. Zusatzlich ist ihnre Anzahl und Dichte erhdht. Das histopathologische Korrelat

hierzu ist die kirchenturmspitzenartige Papillomatose (47).
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Abbildung 37: Papillomatose bei der Verruca

RCM auf Hohe der DEJ. Die erweiterten dermalen Papillen (weil3e Sterne) erscheinen dunkel,
umgeben werden sie von monomorphen, hellen, runden Zellen. Innerhalb der Papillen sind

zahlreiche Gefallanschnitte zu erkennen.

4.4.1.5 Erhohte Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation

Die Anzahl und der Durchmesser der Blutgefal’e sind im Vergleich zur normalen Haut
erhoht (Abbildung 38). Durch die GefalRe hindurch kann es zu einem vermehrten Austritt
von Blutbestandteilen in das SC kommen. Dadurch erscheinen Verrucae klinisch oft
schwarzlich. Die Morphologie der Gefalle wurde bereits unter Abschnitt 4.1.1.7

beschrieben.
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Abbildung 38: Erhéhte Vaskularisierung/BlutgefdRdilatation bei der Verruca
RCM auf Hbéhe der DEJ/D. Im mittleren Bildbereich ist ein prominentes, stark dilatiertes Blutgefal3

zu erkennen. Durch die weiteren Gefél3e (weille Pfeile) wird deren erhbhte Anzahl verdeutlicht.

4.4.2 Statistische Auswertung

4.4.2.1 Sensitivitat, Spezifitit, Chi-Quadrat-X?-Analyse und Konkordanz der
Untersucher fir die Diagnose

Die letzte Kohorte beinhaltete insgesamt zwdlf Lasionen mit der klinischen
Verdachtsdiagnose einer Verruca. Die Studienprotokolle beider Beobachter sind in den
Tabellen 27-28 einzusehen. UNT | konnte eine Verruca (6/7) nicht als solche einordnen.
Von UNT Il wurden dagegen alle histologisch gesicherten Verrucae (7/7) richtig mittels
konfokaler Mikroskopie diagnostiziert. Beobachter | erkannte bei allen Non-Verrucae-
Lasionen (5/5), dass keine Verruca vorlag. Lediglich eine Lasion (4/5) wurde von
Beobachter |l falschlicherweise als Verruca eingestuft, bei der es sich jedoch um ein
Fibrom handelte. Damit konnte fir die konfokale Lasermikroskopie, mit der Histologie als
Goldstandard, eine sehr gute Spezifitat von 100% und eine gute Sensitivitat von 85,7%
bei Gutachter | gezeigt werden. Im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? erwies sich die
Diagnose von Beobachter | mit einem p-Wert von 0,0034 als sehr signifikant. UNT Il
konnte dagegen eine sehr gute Sensitivitat von 100% bzw. eine gute Spezifitat von 80%
erreichen. Auch dieses Ergebnis stellte sich im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? als
sehr signifikant (p = 0,0038) heraus. In der Kappa-Analyse wurde ein Cohens-Kappa-
Koeffizient von k = 0,667 berechnet, der einer guten Ubereinstimmung nach Altman

zwischen den Observern entspricht.
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Tabelle 27: Studienprotokoll Untersucher I: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer

Verruca

Lasion HK K Dz PM G RCM Histologie
1 & & 1 0 0 W W

2 3 3 2 3 3 W W

& 2 0 0 0 0 Non-VV SK

4 3 2 1 0 0 W W

5 & & 2 & 0 W W

6 2 2 0 2 0 W W

7 0 0 0 0 0 Non-VV TH

8 3 0 0 0 3 Non-VV W

9 1 2 2 & & W W

10 0 0 0 1 3 Non-VV Fibrom
11 1 0 0 0 0 Non-VV SK

12 0 0 0 0 1 Non-VV SK

Tabelle 28: Studienprotokoll Untersucher II: Kohorte mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer

Verruca

Lasion HK K Dz PM G RCM Histologie
1 & 1 1 0 0 W W

2 2 3 2 2 3 W W

& 0 0 0 1 0 Non-VV SK

4 1 2 1 0 0 W W

5 & 2 2 2 0 W W

6 1 1 0 1 0 W W

7 2 0 0 1 0 Non-VV TH

8 2 1 1 0 1 W W

9 1 2 1 2 1 W W

10 0 2 2 2 2 \A% Fibrom
11 1 0 0 0 0 Non-VV SK

12 0 0 0 1 0 Non-VV SK
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4.4.2.2 Sensitivitat und Spezifitat der RCM-Parameter

In den Beobachtungen von Untersucher | erwiesen sich bei der Verruca die Koilozytose
mit Werten von 100% und 85,7% sowie die dendritischen Zellen mit Werten von 100%
und 71,4% als hochst spezifisch und hoch sensitiv (Tabelle 29). Damit stellen diese RCM-
Evaluationskriterien in den Analysen von Gutachter | die zuverlassigsten Parameter flr
die Diagnose der Verruca dar. Hochste Sensitivitat konnte dagegen fur die einzelnen vom
Zellverband losgeldsten Korneozyten gezeigt werden, wahrend die Spezifitat mit 60% nur
mafig ausfiel. Eine untergeordnete Rolle fur die konfokalmikroskopische Diagnose der
Verruca spielt hingegen die Papillomatose mit einem maRigen Ergebnis fur die Spezifitat
(60%) bzw. einem schlechten Ergebnis fur die Sensitivitat (50%). Fur die erhohte
Vaskularisierung/Blutgefalldilatation erzielte Beobachter | eine noch schlechtere
Sensitivitat von 42,9%, dennoch fiel die Spezifitat mit 80% hoch aus.

Gutachter Il konnte in seinen Untersuchungen dagegen hdchste Sensitivitat fur die
Koilozytose zeigen, bei zusatzlich guter Spezifitat von 80% (Tabelle 30). Ebenso wurde
fur die einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten héchste Sensitivitat ermittelt,
wahrend die Spezifitat mit 60% nur maRig ausfiel. Fir das konfokalmikroskopische
Merkmal der dendritischen Zellen wurden sowohl gute Sensitivitats- (85,7%) als auch
Spezifitatswerte (80%) errechnet. Nur schlechte Spezifitat von 40% stellte UNT Il fur die
erhdhte Vaskularisierung/Blutgefaldilatation fest, bei trotzdem hoher Sensitivitat von
71,4%. Die Papillomatose erwies sich in den Berechnungen von Untersucher Il weder als

besonders sensitiv (57,1%) noch als besonders spezifisch (20%).

Tabelle 29: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher | fiir die einzelnen RCM-
Parameter der Verruca

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat
HK 100% 60%

K 85,7% 100%

Dz 71,4% 100%

PM 50% 60%

G 42,9% 80%
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Tabelle 30: Sensitivitdts- und Spezifitdtsanalyse von Untersucher |l fiir die einzelnen RCM-
Parameter der Verruca

RCM-Parameter Sensitivitat Spezifitat
HK 100% 60%
K 100% 80%
Dz 85,7% 80%
PM 57,1% 20%
G 71,4% 40%

4.4.2.3 Chi-Quadrat-X?-Test der RCM-Parameter

Fir die Koilozytose konnten sowohl Untersucher | (p = 0,0034) als auch Untersucher I
(p = 0,0038) im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? sehr signifikante Ergebnisse
erzielen (Tabelle 31). Die einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten erreichten
mit einem p-Wert von 0,018 bei beiden Beobachtern und die dendritischen Zellen mit
einem p-Wert von 0,0133 bei UNT | bzw. einem p-Wert von 0,0228 bei UNT Il mindestens
Signifikanzniveau. Die Verteilung dieser RCM-Merkmale ist somit in einer histologisch
positiven und einer histologisch negativen Verruca ungleich. Auf der anderen Seite
konnten weder fur die Papillomatose noch die erhdhte Vaskularisierung/
Blutgefaldilatation mit p-Werten von 0,7249 und 0,4076 bei UNT | bzw. p-Werten von
0,4076 und 0,6788 bei UNT Il statistische Signifikanzen erzielt werden.

Tabelle 31: Ergebnisse des Kontingenztests nach Chi-Quadrat-X? beider Untersucher fiir die
einzelnen RCM-Parameter der Verruca

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il
HK p=0,018 p=0,018

K p =0,0034 p =0,0038

Dz p=0,0133 p =0,0228

PM p=0,7249 p =0,4076

G p =0,4076 p=0,6788
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4.4.2.4 Haufigkeiten der RCM-Parameter

In den histologisch gesicherten Verrucae konnte Untersucher | in allen Lasionen einzelne
vom Zellverband losgeldste Korneozyten auffinden (Tabelle 32). In 85,7% der Verrucae
beobachtete er eine Koilozytose, gefolgt von dendritischen Zellen in 71,4% der Lasionen.
In nur etwa jeder zweiten Verruca beschrieb UNT | eine Papillomatose (57,1%) sowie
eine erhdhte Vaskularisierung/Blutgefaldilatation (42,9%).

Auch Untersucher Il konnte Ubereinstimmend in allen Verrucae einzelne vom Zellverband
losgeloste Korneozyten beobachten. Zudem beschrieb er in allen Lasionen eine
Koilozytose. In 85,7% der Verrucae wurden von Gutachter Il dendritische Zellen gesehen,
gefolgt von einer erhdhten Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation in 71,4% der evaluierten
Lasionen. Das am seltensten vertretene RCM-Evaluationskriterium in diesen

Untersuchungen war ebenfalls die Papillomatose (57,1%).

Tabelle 32: Haufigkeitsanalyse beider Untersucher fiir die einzelnen RCM-Parameter der
Verruca

RCM-Parameter Untersucher | Untersucher Il
HK 100% 100%
K 85,7% 100%
Dz 71,4% 85,7%
PM 57,1% 57,1%
G 42,9% 71,4%

4.4.2.5 Konkordanz der Untersucher fiir die RCM-Parameter

Insgesamt konnten in der Kohorte mit den klinischen Verrucae fur alle RCM-Merkmale
gute bis mittlere Konkordanzen zwischen den Beobachtern gezeigt werden (Tabelle 33).
Eine gute Ubereinstimmung nach Altman lag fiir die Parameter dendritische Zellen und
erhdhte Vaskularisierung/BlutgefaRdilatation vor. Bei den RCM-Kriterien einzelne vom
Zellverband losgeloste Korneozyten, Koilozytose und Papillomatose wurde eine mittlere

Interobserver-Reporduzierbarkeit errechnet.
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Tabelle 33: Konkordanzwerte beider Untersucher fiir die einzelnen RCM-Parameter der Verruca-
Kohorte

RCM-Parameter Cohens-Kappa-Koeffizient Stirke der Ubereinstimmung
HK k=0,437 Mittel nach Altman

K k =0,548 Mittel nach Altman

Dz k=0,625 Gut nach Altman

PM k=0,512 Mittel nach Altman

G k = 0,640 Gut nach Altman
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5 Diskussion

Die konfokale Laserscanmikroskopie ist ein vielversprechendes non-invasives
Bildgebungswerkzeug zur In-vivo-Darstellung zellularer und subzellularer Strukturen der
Epidermis und oberflachlichen Dermis mit nahezu histologischer Auflosung. Die Methode
kann helfen, die Licke zwischen Auflichtmikroskopie und Histologie zu schliel3en. Fir die
Diagnose unterschiedlicher neoplastischer und entzindlicher Hauterkrankungen hat sie
sich als nutzliches Verfahren bereits etabliert (136,137). Publizierte Daten, die sich mit
der Evaluierung neoplastischer und virusassoziierter Hauterkrankungen ausschlief3lich
bei Organtransplantierten beschaftigen, gibt es bislang nicht. Jedoch gibt es teilweise
eine Vielzahl an klinischen Studien, welche die RCM-Evaluationskriterien dieser
Hauterkrankungen bei Immunkompetenten untersuchten (29,32,61,69,91,104—106).

Bei Organtransplantierten treten aufgrund der medikamentdés induzierten
Immunsuppression zu Beginn der Posttransplantationsphase multifokal virusassoziierte
bzw. zu einem spateren Zeitpunkt neoplastische Hautveranderungen auf, die aufgrund
ihres atypischen Aussehens und ihrer ungewodhnlichen Lokalisation oft kaum zu
unterscheiden sind. Da diese Hautlasionen somit weder klar die typischen klinischen
Kriterien der jeweiligen Erkrankung erflillen noch die charakteristischen
dermatoskopischen Merkmale aufweisen, konnte die RCM an dieser Stelle helfen,
frihzeitig multiple Lasionen ohne aufwandige zeit- und kostenintensive Hautbiopsie zu
evaluieren. Denn fur die Auswahl der geeignetsten Behandlung ist eine korrekte
Beurteilung bzw. Differenzierung dieser Hauterkrankungen notwendig. Wahrend eine
chirurgische Exzision die Behandlung der ersten Wahl fur die meisten Subtypen des
BCCs und den MB darstellt, werden bei superfiziellen BCCs, AKs und Verrucae in der
Regel non-invasive Lokaltherapien bevorzugt. Somit ergibt sich auch die Notwendigkeit
zur Entwicklung non-invasiver Untersuchungstechniken. Mit Hilfe der RCM kdnnen
bereits wahrend der korperlichen Untersuchung Diagnosen mit nahezu histologischer
Zuverlassigkeit gestellt werden. Dies kdnnte ohne weitere Verzégerung zu einer direkten
Therapie fuhren und das erhdhte Metastasierungsrisiko bzw. die erhdhte Mortalitatsrate
bei diesem gefahrdeten Patientenkollektiv senken. Im Gegensatz zur Probebiopsie
bestent mit der RCM =zusatzlich die Moglichkeit, eine Lasion in ihrer gesamten
Ausdehnung zu evaluieren, was verhindern kann, dass der aggressivere Anteil eines
Tumors Ubersehen wird. Besonders geeignete Biopsieentnahmestellen kdnnen
festgelegt und potenziell nicht notwendige bzw. wiederholte Probeexzisionen vermieden

werden. Untersuchungen kdnnen wiederholt werden, sodass auch dynamische Prozesse
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innerhalb derselben Lasion wahrend eines Krankheits- oder Therapieverlaufs wie eine
optische Biopsie reevaluiert werden kdnnen. Ahlgrimm-Siess et al. nutzten die RCM zur
non-invasiven Uberwachung superfizieller BCCs nach erfolgter Kryotherapie (111). Ulrich
et al. gelang es mit Hilfe der Technik frihzeitig, Non-Responder einer
immunmodulatorischen Therapie mit Imiquimod zu identifizieren (127).

Durch die mogliche Eingrenzung der Krankheitsausdehnung besteht bei klinisch
undefinierten Lasionen praoperativ die Option, chirurgische Schnittrander festzulegen.
Scope et al. zeigten in ihrer Studie, dass die konfokale Lasermikroskopie auch in der
Lage ist, Tumorreste nach erfolgter Shavebiopsie innerhalb einer Operationswunde
nachzuweisen (138).

Zusammenfassend ermoglicht die Technik eine Friherkennung neoplastischer und
virusassoziierter Hauterkrankungen und damit eine schnelle Diagnosestellung vor
Therapiebeginn, eine Uberpriifung der Wirksamkeit bestimmter Behandlungsmethoden,
eine Uberwachung der Haut im Rahmen der Nachsorge bzw. die Erkennung von
Krankheitsprogressen oder Rezidiven. Durch diese Ansatze kann wiederum die Anzahl
an Komplikationen, im Vergleich zur alleinigen klinischen Uberwachung der Haut,
verringert werden.

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, die Genauigkeit der konfokalen
Laserscanmikroskopie sowohl fur die Diagnose als auch die einzelnen RCM-
Bildgebungskriterien bestimmter neoplastischer und virusassoziierter Hauterkrankungen
bei Organtransplantierten zu Uberprifen und die Ergebnisse mit denen der
konventionellen Histologie, die noch immer den Goldstandard darstellt, zu vergleichen.
Dafur wurden zunachst beschreibende Untersuchungen angestellt und anschliel3end
statistische Analysen durchgefihrt.

Die Daten von 35 Patienten mit einer Gesamtzahl von 61 Hautlasionen wurden
ausgewertet. Um die konfokalmikroskopischen Parameter der jeweiligen Erkrankung mit
bereits veroffentlichten Daten vergleichen zu koénnen, wurde eine retrospektive,
deskriptive Auswertung der RCM-Bilder durch zwei unabhangige Dermatologen
durchgefuhrt. Dem folgten Berechnungen der Sensitivitat, Spezifitdt und Relevanz, eine
Haufigkeitsanalyse sowie eine Ermittlung der Interobserver-Konkordanzen fur die

Diagnosen und die einzelnen RCM-Kriterien.
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5.1 Basalzellkarzinom

Die 20 klinisch vermuteten BCC-Lasionen reprasentierten unterschiedliche benigne und
maligne Hauterkrankungen (Tabelle 7). Basierend auf friheren Studien, welche die
wichtigsten RCM-Merkmale fur die Diagnose des Basalzellkarzinoms untersuchten,
wurden sieben konfokale Bildgebungskriterien ausgewahlt (Abschnitt 1.7.3). Alle vor der
Bilderauswertung selektieten RCM-Parameter konnten im Rahmen dieser
Untersuchungen aufgefunden werden. Beim Vergleich mit der Literatur fielen in der
deskriptiven Analyse keine erheblichen Unterschiede auf. Ausschlielllich die erhdhte
Vaskularisierung/Blutgefalidilatation wurde teilweise anders beschrieben. Peppelman et
al. schilderten vergroRerte, horizontal orientierte GefalRe (117). Im Einklang mit den
Beobachtungen von Ulrich et al. wurde in dieser Studie vielmehr eine Vermehrung, starke
Windung und Dilatation der Blutgefalie festgestellt (118).

Eine groRere Zahl an klinischen Studien beschaftigte sich bereits mit der Sensitivitat und
Spezifitat der RCM fir die Diagnose und die Evaluationskriterien des BCC bei
Immunkompetenten sowie mit den Haufigkeiten der RCM-Parameter und den
Interobserver-Konkordanzen (32,40,49,112,115,117,139,140).

In der Literatur werden fur die Diagnose des BCC mittels konfokaler Lasermikroskopie
Sensitivitatswerte von 48,8% bis 100% bzw. Spezifitatswerte von 53,6% bis 100%
angegeben (32,112,139). Nori et al. ermittelten in einer groRen Multicenterstudie fur das
Vorhandensein von zwei oder mehr RCM-Kriterien innerhalb einer Lasion eine
Sensitivitat von 100%, jedoch nur eine Spezifitat von 53,6%. Waren indes mehr als vier
RCM-Parameter prasent, betrug die Spezifitat 95,7% und die Sensitivitat 82,9%. Fur das
Auffinden von funf RCM-Kriterien wurde sogar eine Spezifitat von 100% erreicht,
wahrend die Sensitivitat auf 48,8% abnahm. Die Anwesenheit von mindestens vier RCM-
Evaluationskriterien zeigte in der Publikation von Nori et al. also die beste Kombination
fur hohe Sensitivitats- und Spezifitatswerte der RCM fur die Diagnose des BCC. Dieses
Ergebnis wies Uber die Studienorte hinweg auch nur geringe Unterschiede auf (32).
Zudem korreliert es gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit. FUr das Auffinden von vier
oder mehr RCM-Evaluationsparametern wurden flr das BCC eine Sensitivitat von 100%
bei beiden Untersuchern und eine Spezifitdt von 100% (UNT 1) bzw. 80% (UNT II)
ermittelt. Venturini et al. untersuchten Sensitivitdt und Spezifitat der RCM fur die
Diagnose friher subklinischer BCC-Rezidive nach MAL-PDT, die weder in der klinischen

Untersuchung noch mittels Dermatoskopie auffielen und erreichten interessanterweise
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Werte von jeweils 100%. Gemal den Autoren der Publikation reichte bereits der
Nachweis von Tumorzellnestern fur die Diagnosestellung aus (140). Guitera et al.
hingegen evaluierten insgesamt 710 Hautveranderungen und definierten fur das BCC
einen Algorithmus aus acht RCM-Merkmalen. Traf dieser in den untersuchten Lasionen
zu, konnte fur die Diagnose des Basalzellkarzinoms eine Sensitivitat von 100% und eine
Spezifitat von 88,5% bestimmt werden (139). In der verodffentlichten Arbeit von Curchin
et al. wurde die RCM-Bilderanalyse ausschliefdlich von einem unerfahrenen Untersucher
durchgefuhrt. Dieser konnte fur seine BCC-Diagnosestellung lediglich eine mallige
Sensitivitat (66,7%) erreichen, bei dennoch hdchster Spezifitat (100%) (112).

In unserer Studie stellte sich der Verlust der Honigwabenstruktur mit leicht atypischen
Keratinozyten als bester RCM-Parameter fur die Diagnose des BCC heraus, mit einer
Sensitivitat von 100% bei beiden Untersuchern bzw. einer Spezifitat von 90% bzw. 80%
und hochster Signifikanz im Chi-Quadrat-X?-Test. In der Kappa-Analyse konnte
zusétzlich eine gute Ubereinstimmung zwischen den Beobachtern gezeigt werden, was
die Bedeutung dieses Parameters zusatzlich stutzt. Nori et al. veroffentlichten dagegen
fur dieses Merkmal eine schlechtere Sensitivitat von 63,4% und Spezifitat von 63,8% (32).
Ein atypisches Honigwabenmuster trat ferner in allen von uns evaluierten BCC-Lasionen
auf. Das Ergebnis stimmt mit der Haufigkeit von Peppelman et al. Uberein, welche fur
dieses Kriterium ebenfalls 100% betrug (117). An dieser Stelle ist noch anzumerken, dass
dieses Muster am besten bei starker Vergrof3erung, also auf den einzelnen RCM-Bildern,
zu erkennen ist.

FUr die Tumorzellinseln mit peripherer Palisadenstellung der auferen Zellkernreihe
wurde in der vorliegenden Arbeit eine hohe Sensitivitdt von 100% bzw. 90% erreicht.
Ubereinstimmend geben Webber et al. bei der Auswertung oberflachlicher BCCs eine
Sensitivitat von 91,6% fur dieses RCM-Evaluationskriterium an. Der von beiden
Beobachtern ermittelte Haufigkeitswert fur diesen Parameter betrug 100% bzw. 90%,
ahnlich den Erkenntnissen von Rishpon et al. (100%), Webber et al. (100%) und
Peppelman et al. (97,6%) (40,49,117). Es ist jedoch wichtig zu bertcksichtigen, dass die
Tumorzellnester in sklerodermiformen BCCs dazu neigen, klein und dinn zu sein und
sich dann nur unzureichend von der Dermis abgrenzen lassen. In pigmentierten BCCs
konnen sie dagegen hell erscheinen und heben sich dann nicht ausreichend vom
umgebenden Kollagen ab. Daher wirde man erwarten, dass ihre Erkennung
madglicherweise eine bessere Erfahrung mit der RCM erfordert. Trotzdem zeigten beide

Untersucher dieser Arbeit eine mittlere Interobserver-Konkordanz. Eine andere Limitation
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der RCM fir dieses Merkmal ist, dass Tumorzellinseln in einer Tiefe > 350 ym mit ihr
nicht sichtbar gemacht werden koénnen, was gelegentlich bei nodularen und
mikronodularen BCCs der Fall sein kann (117).

Fir das Kriterium Streaming erreichten beide Untersucher, ebenso wie Nori et al., hohe
Sensitivitatswerte mit 100% bzw. 90%, die Spezifitat fiel im Gegensatz dazu mit 70%
bzw. 80% etwas niedriger aus (32). Aufgefunden wurde dieses Merkmal in 80% bzw.
90% der untersuchten Lasionen und damit etwa doppelt so haufig wie von Peppelman et
al. (41,5%) bzw. Longo et al. in oberflachlichen BCCs (50%). Gegensatzlich zu Longo et
al. konnte in unseren Analysen eine gute Interobserver-Ubereinstimmung gezeigt werden
(115,117). Eine Einschrankung dieses Parameters ergibt sich bei der Beurteilbarkeit von
BCC-Rezidiven, da sich seine Erkennung durch mdglicherweise vorhandene
Narbenstrange als schwierig gestalten kann.

In Ubereinstimmung mit Nori et al. erzielten beide Untersucher dieser Arbeit bei der
Vermehrung, starken Windung und Dilatation der Blutgefale eine hohe Sensitivitat von
90% bzw. 100%. Diese Beobachtung wird jedoch auch in anderen Hauterkrankungen
gemacht, wodurch die Spezifitdt dieses Kriteriums auf 80% bzw. 50% sank. Auch diese
Werte korrelieren sehr gut mit Nori et al., die eine Spezifitat von 53,6% publizierten (32).
Die gefundenen Haufigkeiten fur dieses RCM-Merkmal (90% bzw. 100%) stimmen mit
denen von Peppelman et al. (92,7%) und Rishpon et al. (89%) in etwa Uberein (40,117).
Eine etwas niedrigere Haufigkeit ermittelten Longo et al. in nodularen und infiltrierenden
BCCs mit 81,8% (115). Die Konkordanzanalyse fur diese pathologische
GefaRmorphologie ergab auBerdem eine mittlere Ubereinstimmung, wahrend Webber et
al. sogar kaum Interobserver-Konkordanz erreichten (49). Uberraschenderweise wurde
in der Publikation von Longo et al. hinsichtlich dieses Merkmals eine gute Konkordanz
angegeben (115).

Bezuglich der Spaltbildung zwischen Tumorzellen und Tumorstroma stellten Peppelman
et al. in den von ihnen ausgewerteten Lasionen eine Haufigkeit von 80,5% fest (117).
Ebenso wurden in der vorliegenden Studie flr den peritumoralen Spalt hohe Haufigkeiten
von 80% bzw. 90% in den evaluierten Lasionen angetroffen. Gegensatzlich hierzu sind
die Analysen von Rishpon et al., in denen diese Veranderung ausschliellich in jeder
zweiten BCC-Lasion vorgefunden wurde (40). Aufschlussreich sind indessen die
beschriebenen Haufigkeitswerte von Longo et al. mit 77,3% in noduléren bzw. 13,6% in

infiltrierenden Basalzellkarzinomen. Die durch unsere Untersuchungen erhobene mittlere
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Interobserver-Konkordanz nach Altman scheint in etwa mit der guten Ubereinstimmung
fur dieses Merkmal gemal Longo et al. konform zu gehen (115).

FUr das Entzindungsinfiltrat erreichten beide Beobachter nur maRige Werte fur die
Spezifitat (60% bzw. 70%) und Sensitivitat (70% bzw. 50%). Dartber hinaus konnte in
der Chi-Quadrat-X?-Analyse fiir den Nachweis dieser Zellen kein Signifikanzniveau
gezeigt werden. Diese Ergebnisse stimmen nur teilweise mit denen von Nori et al.
Uberein, die in ihrer Arbeit eine Spezifitat von 55% und Sensitivitat von 83% berechneten
(32). In den bisherigen Veroffentlichungen werden fir den Nachweis von
Entzindungszellen weit gestreute Haufigkeitswerte von 36,4% bis 82,9% angegeben,
unsere Werte bilden mit 70% bzw. 50% in etwa den dazu passenden Mittelwert
(49,115,117). Die nur leichte Observer-Ubereinstimmung zwischen UNT | und Il hebt
hervor, dass dieser Parameter sorgfaltig erwogen werden muss, sollte er die Diagnose
des BCC stutzen. Auf der anderen Seite steht diese Beobachtung im Kontrast zu der
Analyse von Longo et. al, die eine gute Interobserver-Konkordanz zeigt. Der mdgliche
Grund hierfir konnte sein, dass die Bilderauswertung bei Longo et. al von zwei
ausgewiesenen RCM-Experten vorgenommen wurde, wahrend die Beobachter der
vorliegenden  Studie Uber unterschiedliche Erfahrung mit der konfokalen
Lasermikroskopie verfluigen (115).

Die von beiden Untersuchern dieser Arbeit beobachteten Haufigkeiten fur die
dendritischen Zellen klaffen mit 90% bzw. 50% stark auseinander. Daruber hinaus gelang
es UNT Il im Kontingenztest nicht, fur dieses RCM-Kriterium Signifikanzniveau zu
erreichen. Dennoch stimmt der Haufigkeitswert von Untersucher Il mit dem von Rishpon
et al. etwa Uberein, die in einer Serie von 50 histologisch gesicherten BCCs diesen Zelltyp
in insgesamt 20 Lasionen auffanden (40). Die Schwierigkeit in der Identifizierung der
dendritischen Zellen im Bereich der Dermis ist vermutlich direkt korreliert mit der
Erfahrung des Untersuchers. Die dortige Anwesenheit von Kollagenfasern kdnnte die
Erkennung dieser Zellen und ihrer Zellfortsatze erschweren.

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Reflektanz-konfokale
Laserscanmikroskopie eine sensitive und spezifische Methode flir die non-invasive
Diagnose klinisch suspekter BCC-Lasionen bei Organtransplantierten darstellt. Die RCM
ist in der Lage, typische BCC-Merkmale zu detektieren, die aullerdem eine gute
Korrelation mit der Histopathologie zeigen. Die aus unserer Sicht wichtigsten
Evaluationskriterien fir die Diagnose des Basalzellkarzinoms sind der Verlust der

Honigwabenstruktur mit leicht atypischen Keratinozyten, die Tumorzellinseln mit
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peripherer Palisadenstellung der langlichen Zellkerne und das Streaming. Wir konnten
zeigen, dass die Anwesenheit dieser Merkmale innerhalb einer Lasion das Vorliegen
eines Basalzellkarzinoms aulderst wahrscheinlich macht. AuRerdem wurde demonstriert,
dass die konfokale Lasermikroskopie eine Probebiopsie bei den meisten
Hautveranderungen uberflissig macht, bei denen in der klinischen Untersuchung der
Verdacht auf ein Basalzellkarzinom (falsch positive Falle) besteht, wodurch unnétige

Narbenbildung vermieden werden kann.

5.2 Morbus Bowen

Ausschliel3lich sechs Hautveranderungen imponierten in der klinischen Untersuchung als
Morbus Bowen (Tabelle 8). Damit spiegelt unsere kleine Serie an klinischen MB-Fallen
die insgesamt niedrigere Pravalenz dieser Hauterkrankung in der Gesamtbevodlkerung
wider. Dementsprechend existiert auch nur eine limitierte Anzahl an klinischen Studien,
welche den MB bei Immunkompetenten mittels konfokaler Mikroskopie untersuchten
(61,118-121).

In zwei Artikeln von Ulrich et al. wurden die morphologischen RCM-Merkmale des Morbus
Bowen detailliert beschrieben und mit der konventionellen Histologie korreliert (61,118).
Karaarslan et al. stellten erst kirzlich anhand eines Fallbeispiels die RCM-
Evaluationskriterien des pigmentierten MB dar (119). In einem anderen Fallbericht von
Braga et al. wurde bei einer fraglichen Hautveranderung durch die Auflichtmikroskopie
die Diagnose eines pigmentierten Morbus Bowen gestellt. Mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie konnte dagegen ein amelanotisches Melanom diagnostiziert werden,
welches durch die Routinehistologie bestatigt wurde (121). Debarbieux et al. beschreiben
in ihrer Publikation drei diagnostisch herausfordernde Falle von pigmentierten Bowen-
Karzinomen, bei denen aufgrund der hohen Dichte an dendritischen Zellen innerhalb der
Lasionen mittels RCM falschlicherweise Melanome diagnostiziert wurden (120).

Nach der Auswertung dieser Arbeiten wurden flr die vorliegende Untersuchung neun
RCM-Kriterien selektioniert, die in den Hautveranderungen aufgefunden werden sollten
(Abschnitt 1.7.4). Bis auf die mehrkernigen Keratinozyten konnten alle zuvor
beschriebenen RCM-Parameter ausfindig gemacht werden und entsprachen den in

dieser Studie erhobenen Befunden.
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Statistische Auswertungen wurden sowohl in den bisherigen Veroffentlichungen als auch
in der vorliegenden Arbeit aufgrund der geringen Anzahl der analysierten Lasionen nicht
vorgenommen.

Eine Untersuchung von Ulrich et al., in die zehn MB-Falle eingeschlossen wurden,
beschaftigt sich zusatzlich mit den Haufigkeiten der RCM-Evaluationskriterien des
Morbus Bowen. So konnten die Autoren in allen bewerteten Lasionen stets einen starken
Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten feststellen (10/10) (61).
Ubereinstimmend beschrieben beide Beobachter der vorliegenden Arbeit dieses Muster
in allen histologisch gesicherten MB-Lasionen (4/4).

Auch die einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten sowie die Parakeratose
beobachteten UNT | und UNT Il Gbereinstimmend in allen evaluierten Lasionen. Ahnlich
konnten Ulrich et al. im SC kernhaltige Zellen in neun von zehn Fallen auffinden (61).
Ulrich et al. beobachteten aulterdem auf Hohe der oberflachlichen papillaren Dermis
runde bis ovale Blutgefalle mit erhdhter Tortuositat in zehn von zehn Fallen, wahrend in
der unteren papillaren Dermis in sieben von zehn Fallen S-formige BlutgefalRe
beschrieben wurden (61). In der vorliegenden Untersuchung wurde zwischen diesen
beiden GefalRmorphologien allerdings nicht unterschieden. Dennoch konnte von beiden
Gutachtern in allen Lasionen eine erhohte Vaskularisierung/Blutgefalidilatation
aufgefunden werden. Ahnlich setzten Zalaudek et al. das Dermatoskop als
diagnostisches Werkzeug fur die Diagnose pigmentierter und nicht-pigmentierter Bowen-
Karzinome ein und beobachteten glomerulare Gefalde sowie eine schuppige Oberflache
in 100% bzw. 90% der evaluierten Hautveranderungen (60).

Das RCM-Kriterium der dyskeratotischen Zellen konnte von Ulrich et al. in finf von zehn
Lasionen dargestellt werden (61). Ubereinstimmend erkannte UNT | diese Zellen in jeder
zweiten MB-Lasion, wahrend UNT Il diese Beobachtung in sogar nur einer von insgesamt
vier Lasionen machte. Diese Erkenntnisse wecken Zweifel in der Reproduzierbarkeit
dieses RCM-Merkmals fur die Diagnose des Morbus Bowen.

In Ubereinstimmung mit Ulrich et al. fanden beide Beobachter der vorliegenden Arbeit
auch ein Entzindungsinfiltrat in lediglich jeder zweiten Hautveranderung auf (61). Die
dendritischen Zellen prasentierten sich ahnlich oft in zwei (UNT 1) bzw. drei (UNT Il) von
vier MB-Lasionen. Dagegen beobachteten Debarbieux et al. diesen Zelltyp sogar in allen
untersuchten Lasionen (3/3). Die grofRere Haufigkeit der dendritischen Zellen konnte in
deren Veroffentlichung der Tatsache geschuldet sein, dass es sich bei den evaluierten

Lasionen um eine spezielle Untergruppe des MB handelt, welche klinisch durch ihre
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Pigmentierung charakterisiert ist (120). An dieser Stelle waren zusatzliche
immunhistochemische Farbungen hilfreich, da sie eine genauere Zuordnung dieser
Zellpopulation erméglichen.

Trotz der Analyse nur weniger Lasionen zeigt die vorliegende Arbeit die Nutzlichkeit der
konfokalen Mikroskopie fur die Diagnose des Morbus Bowen bei Immunsupprimierten
und liefert wichtige Informationen flr weitere Studien mit gréf3eren Patientenkollektiven.
Zudem mussen kunftige Untersuchungen zeigen, wie sensitiv und spezifisch die Methode
bei der Abgrenzung des Morbus Bowen von anderen neoplastischen bzw.

virusassoziierten Hauterkrankungen bei organtransplantierten Patienten ist.

5.3 Aktinische Keratose

Bei einer Gesamtzahl von 23 Hautveranderungen wurde die klinische Diagnose einer
aktinischen Keratose gestellt (Tabelle 9). Nach der Auswertung einer Vielzahl an
Publikationen, welche die konfokalen Evaluationskriterien der AK untersuchten, wurden
sieben RCM-Merkmale ausgewahlt (Abschnitt 1.7.5). All diese Parameter konnten im
Rahmen unserer deskriptiven Analyse aufgefunden werden. Es fielen keine gewichtigen
Unterschiede hinsichtlich ihrer Beschreibung beim Vergleich mit der Literatur auf.
Lediglich die Parakeratose wurde verschiedenartig charakterisiert. Astner et al.
beschrieben hoch refraktile Korneozyten mit zentralen dunklen Nuklei (129). In
Ubereinstimmung mit Ulrich et al. wurden in dieser Studie Korneozyten mit irreguléren,
hoch refraktilen Nuklei beobachtet (29).

In einigen Veroéffentlichungen wurden bereits Sensitivitats- und Spezifitatsanalysen der
konfokalen Mikroskopie fur die Diagnose und die RCM-Parameter der AK bei
Immunkompetenten vorgenommen, aullerdem wurden deren Haufigkeiten und
Interobserver-Konkordanzen beschrieben (29,69,125,127,141).

Horn et al. untersuchten in ihrer Publikation insgesamt 30 flache aktinische Keratosen
und 30 gesunde Hautareale, welche als Kontrollgruppe dienten. Die Auswertung der
angefertigten RCM-Bilder erfolgte anschlieRend durch vier Untersucher, zwei
Dermatologen und zwei Dermatopathologen, die alle bereits Uber ausreichend Erfahrung
mit der konfokalen Mikroskopie verfuigten. Die besten Ergebnisse flr die Diagnose der
AK mittels RCM erzielten Uberraschenderweise die zwei klinischen Dermatologen mit
Sensitivitatswerten von 96,67% bzw. 90% und Spezifitatswerten von 86,67% bzw. 90%.

Die beiden Dermatopathologen, die fur ihre Diagnosestellung alle RCM-Parameter
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berlcksichtigten, erreichten eine ahnliche Sensitivitat von 100% bzw. 76,67%, jedoch
eine schlechtere Spezifitdt von 66,67%. Insgesamt erzielten die Beobachter eine
Sensitivitat von 90,84% und eine Spezifitat von 77,50% (69). In der vorliegenden Studie
fielen die Sensitivitat bei beiden Beobachtern mit 94,4% und die Spezifitat mit 80% (UNT
[) bzw. 60% (UNT Il) &hnlich aus. Fir die Diagnose der AK mussten dabei in dieser Arbeit
vier der sieben beschriebenen RCM-Parameter in den untersuchten L&sionen
aufgefunden werden. Ahnlich stellten Ulrich et al. in ihrer Untersuchung fest, in die 46
AK-Lasionen eingeschlossen wurden, dass das Vorhandensein von vier bis finf RCM-
Merkmalen fur die Diagnose der aktinischen Keratose ausreichend sein kann (29).
Beruhte in der Publikation von Horn et al. die Diagnosestellung ausschlief3lich auf dem
Auffinden nur eines Merkmals, namlich den irregularen Zellgrenzen der Keratinozyten,
wurden 86,67 % der AK-Lasionen und 85% der normalen Hautareale korrekt eingeordnet.
Unter Bericksichtigung von vier RCM-Evaluationskriterien wurde eine etwas hdhere
Spezifitat von 90% ermittelt (69).

In der vorliegenden Untersuchung stellte sich der Verlust der Honigwabenstruktur mit
atypischen Keratinozyten als bester RCM-Parameter fur die Diagnose der AK heraus mit
einer Sensitivitat von 94,4% bei beiden Untersuchern und einer Spezifitat von 80% bzw.
60%. Ulrich et al. evaluierten diesen Parameter separat fur das Stratum granulosum und
das Stratum spinosum. Die flr das SG berechnete Sensitivitat betrug 74,4%, wahrend
fur die Spezifitat ein Wert von 100% errechnet wurde. Fur das SS stieg die Sensitivitat
sogar auf 91,2% an, was mit unseren Ergebnissen konform geht, wahrend die Spezifitat
bei Ulrich et al. auf 95,2% absank (29). In einer anderen Publikation von Ulrich et al., die
sich mit der Uberwachung klinischer und subklinischer aktinischer Keratosen mit Hilfe der
konfokalen Mikroskopie beschaftigt, war das Auffinden eines atypischen
Honigwabenmusters flir die Diagnose zwingend erforderlich und wurde
dementsprechend in allen AK-Lasionen beschrieben (11/11) (127). Ahnlich konnten
beide Gutachter dieser Arbeit in 94,4% der untersuchten Hautveranderungen dieses
RCM-Kriterium auffinden. Moscarella et al. analysieten im Rahmen einer
Multicenterstudie die Morphologie von 17 histologisch gesicherten pigmentierten AKs. In
deren Publikation wurde der Verlust der Honigwabenstruktur mit atypischen
Keratinozyten in zwei Submerkmale unterteilt. Tatsachlich beobachteten die Autoren
atypische Keratinozyten in 100% der Lasionen, wahrend ein ungeordnetes epidermales
Muster in ausschlieRlich 29,4% der aktinischen Keratosen beschrieben wurde (141).

Rishpon et al. werteten in einer Untersuchung 25 In-situ-PECs, drei invasive PECs, drei
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Keratoakanthome und sieben AKs aus. Wie erwartet, konnte in allen evaluierten
Lasionen ein Verlust der Honigwabenstruktur festgestellt werden, in den AKs jedoch
vergleichsweise milder ausgepragt. Atypische Keratinozyten wurden jedoch in nur 14%
der AKs vorgefunden (125). Erstaunlicherweise teilten Horn et al. dieses RCM-Kriterium
sogar in funf Einzelparameter auf und fanden im Vergleich zu dieser Untersuchung
jeweils niedrigere Haufigkeitswerte. Beobachtet wurde ein Verlust der Keratinozyten-
Honigwabenstruktur in 80% der Lasionen, ein Verlust der regelmaRigen Schichtung der
Epidermis in 86,67% der Lasionen, eine grofe Variabilitdt von GroRe und Form der
Keratinozytenkerne in 76,67% der Lasionen, irregulare Zellgrenzen der Keratinozyten in
86,67% der Lasionen und irregulare Interzellulargrenzen der Keratinozyten in 63,34% der
Lasionen. Die Cohens-Kappa-Koeffizienten fur diese Parameter lagen zwischen 0,4 bis
0,6 und scheinen mit unserem Wert von 0,151 in etwa Ubereinzustimmen (69). Im
Gegensatz zu diesen Zahlen konnten Ulrich et al. mit Konkordanzwerten von 0,49 fur das
SG und 0,63 fiir das SS deutlich bessere Interobserver-Ubereinstimmungen fiir den
Verlust der Honigwabenstruktur erreichen (29). An dieser Stelle ware noch anzumerken,
dass diesem Parameter weder ein klinisches noch ein dermatoskopisches Korrelat
zugeordnet werden kann und er somit einzigartig fur die RCM-Beurteilung ist.

Als zweitbestes Merkmal fur die Diagnose der AK stellten sich in unserer Arbeit die
einzelnen vom Zellverband losgeldsten Korneozyten heraus. In den statistischen
Analysen konnte eine hohe Sensitivitdt von 100% bzw. 83,3% berechnet werden,
wahrend die Spezifitat bei beiden Untersuchern mit 60% maRig ausfiel. Leider zeigte sich
in der Konkordanzanalyse nur eine leichte Ubereinstimmung nach Altman zwischen den
Observern. Ulrich et al. beobachteten fur dieses RCM-Evaluationskriterium eine ahnliche
Sensitivitat (98%) sowie eine vergleichsweise hohere Spezifitat (71,4%) und konnten
sogar eine mittlere Interobserver-Konkordanz erreichen (29). UNT | dieser Studie
beobachtete die abgeldsten Hornzellen, im Einklang mit Ulrich et al., mit einer Haufigkeit
von 100%, wahrend UNT Il diesen Parameter in nur 83,3% der untersuchten AK-
Lasionen auffand (127). Ebenso bemerkten Horn et al. diese Zellen in 86,67% der
evaluierten Hautveranderungen (69). Im Gegensatz hierzu konnten Moscarella et al.
diese Beobachtung in weniger als jeder zweiten Lasion machen (141). Mdoglicherweise
ist das Vorhandensein dieses RCM-Parameters flir sich genommen von begrenztem
diagnostischem Wert, da er auch in vielen gutartigen Lasionen wie Verrucae und
entzindlichen Dermatosen wie Ekzemen oder Psoriasis vorkommen kann. Auf der

anderen Seite erwies er sich in der Konstellation mit anderen RCM-Kriterien der
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aktinischen Keratose als hilfreich flr die Diagnosestellung. Eine Einschrankung des
Verfahrens ergibt sich jedoch bei sehr starker Hyperkeratose, da tiefere epidermale bzw.
dermale Strukturen nicht dargestellt werden kdnnen. Ursache hierflr ist der hohe
Brechungsindex des Keratins der oberflachlichen Schuppen mit der daraus
resultierenden Ruckstreuung von Licht, durch welche die optische Eindringtiefe der RCM
begrenzt wird. Aus diesem Grund konnten in der vorliegenden Arbeit gelegentlich nur
Penetrationstiefen bis in das Stratum spinosum erreicht werden, was uns in Einzelfallen
zwang, eine Entfernung der Schuppen mittels Kirettage vorzunehmen. Auch Ulrich et al.
erkannten diese Problematik und schlugen fir kiinftige Studien eine Schuppenentfernung
mittels topischer Keratolytika vor (122).

FUr das Entzindungsinfiltrat und die dendritischen Zellen wurde jeweils von einem der
Untersucher dieser Studie kein Signifikanzniveau erreicht. Trotzdem ergaben die
statistischen Auswertungen fur die entztindlichen Zellen eine hohe Sensitivitat von 77,8%
bzw. 88,9% mit unterschiedlichen Spezifitatswerten von 60% bzw. 80%. Ulrich et al.
werteten diesen Parameter ausschliel3lich in der Dermis aus und fanden dort hochste
Spezifitat von 100% bei vergleichsweise schlechterer Sensitivitat von 41,8% (29). Die
dendritischen Zellen konnten von beiden Beobachtern dieser Arbeit mit einer Haufigkeit
von 77,8% im Bereich des SG/SS und der DEJ/D beobachtet werden. Moscarella et al.
suchten lediglich im Bereich der Epidermis nach dieser Zellpopulation und fanden diese
ahnlich oft in 70,6% der ausgewerteten Lasionen auf (141). Ein mdglicher Grund fur die
nur leichte Interobserver-Konkordanz zwischen UNT | und Il fir das Entzindungsinfiltrat
konnte sein, dass sich die runden Entzindungszellen nur schlecht von den in der
Basalzellschicht vorkommenden Pigmentzellen abgrenzen lassen und sie daher schnell
missdeutet werden. Wider Erwarten konnte fir die dendritischen Zellen in der
Konkordanzanalyse eine gute Ubereinstimmung zwischen unseren Untersuchern gezeigt
werden. Denn wie bereits erwahnt, kann eine Unterscheidung zwischen den
dendritischen Zellfortsatzen und den Kollagenfasern der Dermis anspruchsvoll
erscheinen. Mdglicherweise konnten in den AK-Lasionen zufallig oft die Zellkérper der
dendritischen Zellen angeschnitten werden, sodass ihre Anwesenheit durch beide
Untersucher einfacher bemerkt werden konnte.

Fir die Parakeratose erreichten die Beobachter dieser Arbeit einen gleichermalien guten
Sensitivitatswert von 77,8%, wahrend nur das Ergebnis von Untersucher Il auch eine
hohe Spezifitat von 80% ergab. Gleiche Sensitivitat konnten auch Ulrich et al. in ihrer

Veroffentlichung zeigen, dartber hinaus eine hohere Spezifitdt von 95,2% und einen
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Cohens-Kappa-Koeffizienten von 0,72. Im Gegensatz dazu konnte in unserer Studie fur
die kernhaltigen Zellen lediglich ein k-Wert von 0,422 berechnet werden. Da die
Bilderauswertung bei Ulrich et al. durch zwei ausgewiesene Experten auf dem Gebiet der
konfokalen Mikroskopie vorgenommen wurde, kénnte dies die vergleichsweise hdhere
Ubereinstimmung der Beobachter erklaren (29). Die in dieser Arbeit gefundene Haufigkeit
der Parakeratose unterscheidet sich stark von den Angaben in der Literatur. UNT | und Il
fanden dieses Kriterium in 77,8% der evaluierten AKs auf, wahrend Moscarella et al.
diese Beobachtung in lediglich 23,5% der Lasionen machten und Rishpon et al. in sogar
nur 14% der aktinischen Keratosen (125,141).

Fir das RCM-Evaluationsmerkmal solare Elastose wurden in dieser Untersuchung
Sensitivitatswerte von 83,3% bzw. 66,7% und Spezifitatswerte von 80% bzw. 60%
berechnet, wobei wieder nur ein Untersucher statistische Signifikanz erreichen konnte.
Einvernehmlich mit UNT | und Il publizierten Ulrich et al. ebenfalls eine gute Sensitivitat
(78,0%), wobei die Spezifitat (28,6%) deutlich kontrér zu unseren Ergebnissen ausfiel.
Ubereinstimmung konnte auch beim Vergleich der Konkordanzen gezeigt werden.
Sowohl zwischen den Beobachtern dieser Studie als auch denen bei Ulrich et al. konnte
fur diesen Parameter eine mittlere Interobserver-Konkordanz nachgewiesen werden (29).
In einer anderen Arbeit beschaftigten sich Ulrich et al. mit der Haufigkeit der solaren
Elastose in aktinischen Keratosen und konnten diese morphologische Veranderung in
allen AK-Lasionen feststellen (11/11) (127). Etwas seltener wurde dieses RCM-Kriterium
in der vorliegenden Studie aufgefunden (16/23 bzw. 14/23). Moscarella et al. machten
diese Beobachtung sogar noch seltener, denn eine mafige solare Elastose wurde in
lediglich 23,5% der Lasionen bzw. eine starke solare Elastose in nur 5,9% der AKs
gesehen (141).

Beide Untersucher dieser Arbeit erlangten im Kontingenztest nach Chi-Quadrat-X? fiir die
erhdohte Vaskularisierung/Blutgefalidilatation kein Signifikanzniveau. Das Auffinden
erweiterter Gefalde scheint somit kein empfindlicher Marker fur die Diagnose der AK zu
sein. Dies wird auch durch die niedrige Spezifitat fur diesen Parameter von 20% in den
Analysen von UNT | und Il bestatigt. Interessanterweise wurden aber hohe
Sensitivitatswerte von 77,8% bzw. 83,3% berechnet. Erstaunlicherweise publizierten
Ulrich et al. fur diese Gefalimorphologie eine hohe Spezifitat (95,2%) bei vergleichsweise
niedrigerer Sensitivitat (64,8%). Insgesamt wirde man fur dieses Kriterium sowohl
niedrige Sensitivitats- als auch Spezifitatswerte erwarten, wenn man bedenkt, dass

weitgestellte Blutgefalde auch in anderen benignen und malignen Hautveranderungen
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beobachtet werden und sogar in gesunder Haut vorkommen kénnen. Zudem kann es sich
bei der Beurteilung, ob ein Gefal} dilatiert erscheint, um eine sehr subjektive
Einschatzung handeln. Auch ist bei diesem RCM-Evaluationsmerkmal im Hinblick auf die
retrospektive Auswertung zu beachten, dass es sich bei einer Gefallerweiterung um
einen dynamischen Prozess handelt, der wahrend der Echtzeituntersuchung einfacher
beurteilt werden kann. Der errechnete Interobserver-Konkordanzwert von 0,6 fur diesen
Parameter ist analog dem publizierten Ergebnis von Ulrich et al. (29). Ebenso stimmen
die veroffentlichten Haufigkeitswerte fur dieses RCM-Kriterium in etwa mit unseren
Ergebnissen von 77,8% bzw. 83,3% Uberein. Rishpon et al. sahen in 72% der AK-
Lasionen erweiterte Blutgefalle, Ulrich et al. beobachteten diese in acht von elf Lasionen
(125,127). Im Kontrast hierzu stehen die Angaben von Moscarella et al., denn Gefalde,
welche die Hautpapillen durchqueren, konnten in keiner der evaluierten Hautlasionen
aufgefunden werden, wahrend lineare Gefale in 17,6% der aktinischen Keratosen
beschrieben wurden (141). Trotz der genannten Schwierigkeiten, die eine Beurteilung der
Blutgefalte mittels konfokaler Mikroskopie mit sich bringt, wird die Methode als der
Dermatoskopie Uberlegen eingeschatzt. Denn Gefalke kdénnen durch zu starke
Kompression mit dem Auflichtmikroskop weggedrickt und dann nicht mehr beurteilt
werden. Zwar geht von dem RCM-Gewebsring ebenso ein gewisser Kompressionseffekt
aus, trotzdem kénnen Gefalde problemlos detektiert werden, da die RCM-Bildgebung auf
mikroskopischer Ebene stattfindet.

Unsere Studie legt, im Einklang mit Ulrich et al., nahe dass der Verlust der
Honigwabenstruktur mit atypischen Keratinozyten ein Schltiisselmerkmal fir die Diagnose
der AK darstellen kdnnte (29). Gemall unseren Sensitivitats- und Spezifitdtsanalysen
erscheint aber auch das Kriterium einzelne vom Zellverband losgeldste Korneozyten ein
guter Pradiktor fur AKs darzustellen. Auf der anderen Seite scheint es so, als seien die
RCM-Parameter der aktinischen Keratose, im Vergleich zu den RCM-Evaluationskriterien
des Basalzellkarzinoms, schwieriger zu erlernen und zu erkennen, was sich in den
teilweise grollen Konkordanzunterschieden zwischen den Untersuchern fur einzelne
Merkmale, ahnlich zu der Publikation von Horn et al., zeigt (69). Zwar konnten beide
Untersucher insgesamt eine gute diagnostische Leistung erzielen, dennoch wirde eine
umfassendere Trainingsphase die Genauigkeit der Methode vermutlich erhdhen.
Klnftige Studien mit gréfReren Patientenkohorten und weiteren Untersuchern kénnten

darUber hinaus helfen, besonders geeignete Kombinationen von RCM-Parametern zu
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identifizieren, durch welche die Diagnose der AK bei Organtransplantierten mit noch

grolderer Zuverlassigkeit gestellt werden kann.

5.4 Verruca

Die letzte Kohorte beinhaltete zwolf Hautlasionen, die klinisch als Verrucae imponierten
(Tabelle 12). Es existieren nur vier Verodffentlichungen, in denen die RCM-
Evaluationskriterien von Verrucae plantares, Condylomata acuminata sowie Verrucae
planae bei Immunkompetenten beschrieben werden (91,104-106). Nach der Auswertung
dieser Arbeiten wurden funf RCM-Parameter ausgewanhlt, die alle im Rahmen unserer
Bilderbeurteilung detektiert werden konnten (Abschnitt 1.7.6).

Erdogan et al. nutzten die konfokale Mikroskopie fir die In-vivo-Uberwachung einer
Verruca plantaris auf ihr Ansprechen auf eine Therapie mit einem Farbstoff-Laser.
Wahrend diese Verruca zuvor nach ablativen, kryochirurgischen und keratolytischen
Therapieverfahren der klinischen Einschatzung nach als abgeheilt diagnostiziert worden
war, kam es mehrfach zu Rezidiven. Mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie und der
Dermatoskopie gelang es den Autoren dagegen, typische morphologische Merkmale von
Verrucae abzubilden und diese mit den histopathologischen Analysen zu korrelieren. So
konnten die Untersucher feststellen, ob sich die Lasion zurlckgebildet hatte oder
fortgeschritten war, und vermieden einen abermalig verfriihten Therapieabbruch (104).
Veasey et al. untersuchten die morphologischen RCM-Kriterien von Condylomata
acuminata. Die Interpretation der erhobenen konfokalen Befunde wurde den Autoren
durch die Anwendung der Auflichtmikroskopie und die histologische Aufarbeitung der
Lasionen erleichtert (91). Liu et al. beschaftigten sich in ihrer Arbeit mit der
Differentialdiagnose von Verrucae planae und seborrhoischen Keratosen (SK) und
ermittelten zusatzlich die Sensitivitat und Spezifitdt der RCM flr die Diagnose dieser
Hautveranderungen. Den Goldstandard stellte die konventionelle Histologie dar. Die
Diagnosestellung erfolgte dabei durch zwei Dermatologen, die Uber keinerlei Erfahrung
mit der konfokalen Mikroskopie verflugten. Trotzdem gelang es beiden Beobachtern
ubereinstimmend, eine Sensitivitat und Spezifitat von jeweils 100% zu erreichen (18/18
VP und 40/40 SK) (106). Ahnlich konnten in der vorliegenden Untersuchung fiir die
Diagnose der Verruca mittels RCM sehr signifikante Sensitivitdtswerte von 85,7% bzw.
100% und Spezifitatswerte von 100% bzw. 80% bei gleichzeitig guter Interobserver-

Konkordanz erzielt werden.
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In der erst kirzlich veroffentlichten Arbeit von Hui et al. wurden 55 Patienten mit
klinischen Verrucae planae rekrutiert. Alle Lasionen wurden mittels konfokaler
Mikroskopie und Dermatoskopie beurteilt, zusatzlich wurden sie histologisch
aufgearbeitet. Neben den morphologischen RCM-Kriterien der Verrucae planae wurden
auch deren Haufigkeiten innerhalb der Lasionen beschrieben. In allen ausgewerteten
Verrucae beobachteten Hui et al. helle papillare Ringe auf Hohe der DEJ (50/50) (105).
Da in der vorliegenden Studie vielmehr ein erweiterter Durchmesser und eine erhdhte
Anzahl und Dichte der dermalen Papillen bewertet wurde, erscheint ein direkter Vergleich
an dieser Stelle problematisch.

Zudem beschrieben Hui et al. in allen VP-Lasionen punktférmige oder globulare Gefalte
in den Zentren der dermalen Papillen (50/50) (105). Dagegen konnte in dieser
Untersuchung in nur etwas mehr als jeder zweiten Lasion eine erhdhte Vaskularisierung/
Blutgefalidilatation gesehen werden. Diese kontraren Ergebnisse bestatigen unsere
Vermutung, dass dieser RCM-Parameter nicht klar definiert zu sein scheint. Zusatzlich
muss beachtet werden, dass sich die Beschaffenheit der Blutgefal’e wahrend der
verschiedenen Stadien einer Erkrankung andern kann.

In 27 von 55 Lasionen (49,1%) beschrieben Hui et al. blutenblattartige Strukturen im
SG/SS, welche am ehesten unserem RCM-Parameter der Koilozytose entsprechen
(105). Die Untersucher der vorliegenden Arbeit konnten diese Beobachtung in den
evaluierten Lasionen etwa doppelt so haufig machen. Im Kontingenztest nach Chi-
Quadrat-X? wurde fiir den Nachweis dieser Zellmorphologie eine statistische Signifikanz
nachgewiesen. Damit stehen unsere Ergebnisse vielmehr im Einklang mit denen von Liu
et al., die dieses Kriterium als das Hauptmerkmal flr Verrucae erklaren (106).
Normalerweise koénnen typische Verrucae leicht mit dem bloRen Auge diagnostiziert
werden. Bei Organtransplantierten besteht aber aus den genannten Grinden
gelegentlich die Notwendigkeit, eine Histologie anzufertigen. An dieser Stelle kann die
konfokale Mikroskopie als schmerz- und narbenfreie optische Methode helfen, klinische
Diagnosen zu Uberprifen oder Therapieverlaufe zu Uberwachen. Dennoch sollte die
RCM aus unserer Sicht bei der Fragestellung mdglicher Verrucae Ausnahmefallen
vorbehalten sein, bei denen die klinische und dermatoskopische Untersuchung nicht
sicher zwischen benignen und malignen hyperkeratotischen Hautlasionen bei
Immunsupprimierten unterscheiden kann. Jedoch sind auch diesbeziglich weitere

Untersuchungen mit groReren Patientenkollektiven erforderlich, um unsere Ergebnisse
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zu untermauern und mdgliche Muster zu ermitteln, die bei der Diagnose dieser Lasionen

helfen konnen.

5.5 Konklusion

In dieser Studie, die als erste eine Analyse neoplastischer und virusassoziierter
Hautveranderungen bei Organtransplantierten mittels konfokaler Mikroskopie leistet,
stellte sich heraus, dass die Methode fur die Diagnose von Basalzellkarzinomen und
aktinischen Keratosen, was an groReren Patientenkohorten untersucht werden konnte,
gut reproduzierbar und zuverlassig ist. RCM-Parameter, die fur diese Hauterkrankungen
eine spezifische Diagnose erlauben, konnten bereits sehr gut definiert werden. In dieser
Richtung zeigt sich Uberhaupt ein groRes zuklnftiges Potential der RCM als echte
Alternative zur histologischen Diagnose mittels invasiver Hautbiopsie.

Bezuglich des Morbus Bowen ist es aufgrund der geringen GroRe unserer
Patientenkohorte schwierig, eine Schlussfolgerung zu ziehen. Andererseits ist zu
bertcksichtigen, dass es sich bei dieser Krankheit um eine seltenere handelt und unsere
Patientenzahl in etwa die Pravalenz in der Gesamtbevdlkerung widerspiegelt.

Obwohl Verrucae relativ haufige und einfach zu detektierende Hautveranderungen
darstellen, ist im Fall von Organtransplantierten zu beachten, dass diese Patienten haufig
multiple hyperkeratotische Lasionen aufweisen, zu deren Differentialdiagnose auch
maligne Erkrankungen wie In-situ- bzw. invasive Plattenepithelkarzinome zahlen. In
diesem Zusammenhang stellt die konfokale Lasermikroskopie ein hilfreiches Werkzeug
dar, welches im Vergleich zur klinischen oder auflichtmikroskopischen Untersuchung
dem Anwender wichtige Zusatzinformationen anbieten kann.

Zweifellos lasst sich feststellen, dass die Reflektanz-konfokale Laserscanmikroskopie
eine zentrale Rolle in der Diagnose neoplastischer und virusassoziierter

Hautveranderungen bei Organtransplantierten spielt und spielen wird.
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