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Ich widme meine Dissertation allen Patienten, die an epithelialen Hauttumoren leiden
und all denen, die an ihrer Heilung mitarbeiten. Ich hoffe, mit der Studie einen Beitrag
leisten zu kénnen, ihre Arbeit zu erleichtern und den Patienten die belastende

invasive Diagnostik moglichst zu ersparen.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Diese Arbeit befasst sich mit der Untersuchung epithelialer Hauttumoren. Zu diesen
gehoren Melanome und ,Nicht-Melanome®, der sog. helle Hautkrebs. Letzterer wird
im englischsprachigen Raum auch ,Non-melanoma skin cancer* (NMSC) genannt
und stellt die haufigste maligne Neubildung der Haut dar. Dazu gehért u. a. das
Basalzellkarzinom (BCC) mit einem Anteil von 65 Prozent und das Spinalzellkarzi-
nom (SCC) mit einem Anteil von 20 Prozent an allen NMSC [1]. In diesen Zusam-
menhang stellt die Aktinische Keratose (AK) die haufigste prakanzerése Hautveran-
derung mit einer Pravalenz von bis zu 80 Prozent bei alteren Menschen mit Hauttyp |
oder Il dar [2, 3]. Diese Zahlen erklaren die gro3e Bedeutung der Forschung auf dem
Gebiet der frihen Diagnose dieser Erkrankungen. Gegenwartig erfolgt die Diagnose-
stellung in der klinischen Untersuchung sowie histologisch durch eine Probeexzision.
Diese Verfahren haben jedoch Nachteile. So ist die klinische Beurteilung wegen der
gro3en Zahl an Differenzialdiagnosen unsicher, wahrend die Probeexzision korperli-
che Belastungen fur den Patienten mit sich bringt, schmerzhaft, zeitaufwandig sowie
mit obligater Narbenbildung verbunden ist. Es ware somit winschenswert, ein
Verfahren zur Hand zu haben, das eine morphologische Analyse &ahnlich einer
histologischen Untersuchung erlaubt, jedoch weniger invasiv und zeitaufwandig ist.
Analog zur konventionellen Mikroskopie wurde ein hochauflésendes lasergestutztes
Verfahren entwickelt, welches die Haut in horizontalen Schnitten optimal darstellen
kann. Mit der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie (LSM) gibt es einen derartigen
nicht-invasiven Ansatz zur Realisierung dieser Aufgabenstellung.

Von diesem Verfahren existieren zwei technische Varianten, die Fluoreszenz-Laser-
Scan-Mikroskopie (KFLSM) und die Reflektions-Laser-Scan-Mikroskopie (RCM).
Hieraus ergibt sich die Moéglichkeit zur Untersuchung der Haut in vivo mit Darstellung
der einzelnen Schichten der jeweiligen Probe in zellularer Auflosung. Es erlaubt die
Darstellung der Architektur der Haut vom Stratum corneum bis zu den Papillen der
Dermis mit einer Eindringtiefe von maximal 250 pum. Dabei wird jeweils nur die in der
Fokalebene des Mikroskops liegende Zellschicht mit hoher Resolution abgebildet,
wodurch die charakteristischen Merkmale der Zellen dieser Schicht sichtbar werden.
Deutlich erkennbar sind Zellkerne, Zytoplasma, Kapillaren der Dermis, Haarfollikel
und andere Adnexstrukturen.

Das LSM wurde bereits erfolgreich in der Dermatologie zur Darstellung der Hautober-

flache [4] und von Hautpilzen eingesetzt [5]. Gonzalez, Sackstein et al beschreiben
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die Echtzeit-Beobachtung der Leukozytenmigration aus den Gefaf3en in BCC mit
Hilfe eines RCM [6]. Tannous, Mihm et al. untersuchten mit dem gleichen Gerat auch
Lentigo maligna [7] und Melanome, wahrend Gerger, Koller et al. die Spezifitat und
Sensitivitdatt des RCM bei der Diagnose von Melanomen und Nicht-Melanomen
analysieren [8]. Ebenfalls mit dem RCM versuchen Agero, Busam et al. pigmentierte
BCC zu charakterisieren [9].

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des KFLSM besteht in der Kontrolle des
Heilungsverlaufes nach einer Therapie mit topischer Chemotherapie oder Immunthe-
rapie [10, 11], zweier nicht-invasiver Verfahren zur Behandlung des hellen Hautkreb-
ses.

Diese Methoden konnten sehr Erfolg versprechend sein. So kdnnte im Gegensatz
zur Histologie eine Diagnose oder der Verlauf der Erkrankung bereits wahrend der
Untersuchung festgestellt werden.

Ziel dieser Studie ist es, die Mdglichkeiten des KFLSM fir die Diagnose der o. g.

Hauttumoren sowie deren Therapieverlauf zu evaluieren.

1.1 Die Haut

Die Haut stellt das groRte Organ des Menschen dar. Beim Erwachsenen nimmt sie
eine Flache von ca. 1,6 — 2 m? [1] ein. Ihre Dicke betragt, abhangig von der anatomi-
schen Lokalisation, 1,5 — 4 mm. Sie umschlie3t den menschlichen Kdrper und ist

Abgrenzung und Bindeglied zur Umwelt in einem.

1.1.1 Aufbau der Haut

Im Folgenden wird die Schichtung der Haut anhand der Routinehistologie im Verti-
kalschnitt dargestellt.
Die Haut weist drei Schichten auf: Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und
Subkutis (Unterhaut).
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SchweilRdriisen-
ausfuhrungsgang

Epidermis

Stratum corneum

Merkelzelle Stratum lucidum

Langer-

hans-Zelle Stratum granulosum
Stratum spinosum

Melanozyt
Stratum basale

Meissner-

Tastkorperchen

P Basalmembran

Dermis

Gefalischlinge

Stratum papillare

Nerv

Stratum reticulare

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Kutis

(Quelle: www.scf-online.com, Ausgabe 29, Cognis Deutschland GmbH & Co KG.)
Die Epidermis ist die aul3ere Hautschicht. Sie ist ein mehrschichtiges, verhornendes
Plattenepithel [2] und besteht im Wesentlichen aus Keratinozyten, die in der Keim-
schicht (Stratum basale) standig neu gebildet werden und in Richtung der Hautober-
flache wandern. Dabei verdndern sie ihre Form, verlieren ihren Kern und werden so
zu Korneozyten (Hornzellen) umgewandelt. Diese werden dann an der Oberflache
abgeschilfert. Durch diesen Reifungsprozess, der etwa 4 Wochen dauert, kommt es
zur typischen Schichtung der Epidermis [12].

Im Stratum basale befinden sich die Basalzellen. Sie sind klein und zylindrisch. lhre
Langsachsen weisen in Richtung der Hautoberflache. Die Basalzellen besitzen einen
runden Zellkern mit feiner Chromatinstruktur [2]. Neben den Basalzellen befinden
sich hier auch Zellen des peripheren Nervensystems (Merkelzellen) [12]. Diese sind
mit afferenten Nervenfasern verbunden und leiten Druck- und Tastempfindungen an
das zentrale Nervensystem (ZNS). Eine weitere Zellart des Stratum basale sind die
Melanozyten. Diese produzieren das Melanin, welches sie mittels dendritischer
Auslaufer an die Keratinozyten weitergeben [12]. Das Melanin absorbiert UV-
Strahlung und schiitzt somit die Keratinozyten vor DNS-Schéaden.
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Abb. 2: Melanozyt, schematische Darstellung
(Quelle: www.scf-online.com, Ausgabe 22, Cognis Deutschland GmbH & Co KG.)
Aus den basalen Keratinozyten werden durch Differenzierung Zellen der Stachelzell-
schicht (Stratum spinosum). lhr Zellkern wird blaschenformig. Der Nukleolus ist
deutlich sichtbar, und die Syntheseaktivitat der Zellen nimmt zu. Ihren Namen erhalt
diese Zellschicht von Zell-Zell-Kontakten (Desmosomen), die den Zellen ein stacheli-
ges Aussehen geben [12]. Im Stratum spinosum befinden sich die dendritischen
Zellen des Immunsystems — die Langerhans-Zellen [12].
Im Stratum granulosum (Kornerzellschicht) finden das Absterben der Keratinozyten
und die Bildung toter, kernloser Korneozyten statt. Hier sind die Zellen abgeflacht
und weisen in ihrem Innern Granula mit dicht gepackten Zytokeratinfilamenten und
Filagrin auf [12]. Letzteres ist Voraussetzung fur die Verhornung der Oberhaut. Dazu
setzen die Zellen lipidhaltige Granula fir die Bildung der interzellularen Lipidkompo-
nenten der Hornschicht frei [13].
Das Stratum lucidum stellt eine dinne Grenzschicht zwischen dem Stratum
granulosum und dem Stratum corneum dar, welches nur bei dicker Epidermis
(Handflachen, Ful3sohle) als diinnes, blasses Band im histologischen Schnitt sichtbar
ist [13].
Die auf3erste Schicht der Epidermis ist das Stratum corneum oder Hornschicht. Sie
bestent aus den dickwandigen, kernlosen Korneozyten, die durch mehrlagige

Lipidschichten miteinander verbunden sind [13, 2].
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Die Epidermis ist mit der darunterliegenden Dermis durch eine Basalmembran
verbunden [14]. Diese Schicht beginnt mit den Hemidesmosomen in den Basalzellen
der Epidermis, von denen Filamente in die Lamina densa der Basalmembran ragen.
Die Lamina densa ihrerseits besteht aus einem Kollagengeflecht und ist mit der
Dermis uber Ankerfilamente verbunden [13].

Die Dermis ist im Wesentlichen aus kollagenen Fasern aufgebaut, die ein scherengit-
terformiges Geflecht bilden. Weitere Bestandteile sind elastische Fasern, verschie-
denen Bindegewebszellen, neuronale Leitungsbahnen und Entziindungszellen. Alle
diese Fasern und Zellen sind in eine Grundsubstanz aus neutralen und sauren
Mukopolysacchariden eingebettet. Die Dermis gliedert sich in zwei Schichten, die
sich auch im vorherrschenden Kollagentyp unterscheiden.

Das Stratum papillare enthalt hauptsachlich Typ-IlI-Kollagen. Die Fasern sind dinn
und locker gewebt. Das Stratum papillare ist fingerférmig in die Epidermis vorge-
stulpt. Es enthalt Fibroblasten, Blutgefal3e, Nerven und Entzindungszellen (Mastzel-
len, Lymphozyten und dendritische Zellen) [12]. Die Blutgefal3e bilden subepidermal
einen horizontalen Gefal3plexus, welcher durch vertikal verlaufende Arteriolen und
Venolen mit dem tiefen Gefal3plexus des Stratum reticulare verbunden ist. Aus dem
subepidermalen GefalRplexus ragen vertikale Gefaf3schlingen in die fingerférmigen
Ausziehungen der Papillen. Durch diese BlutgefalRe wird die Epidermis versorgt [13].
Im Stratum reticulare finden sich hauptséachlich breite Fasern vom Kollagentyp I, die
ein Geflecht bilden. Hier befinden sich der tiefe Gefal3plexus sowie die Nervenbah-
nen und Lymphgefal3e. Im Stratum reticulare sind die Hautanhangsgebilde (Haarfol-
likel, Talgdriisen, Schweil3driisen und Nagel) in ein Bindegewebsgeflecht eingebet-
tet.

Die Subkutis besteht aus einem grobmaschigen Bindegewebsgeflecht, das die
Fettgewebslappchen umschliel3t. Einzelne Fettzellen enthalten jeweils einen grol3en
Fetttropfen. Das subkutane Bindegewebe ist nach oben in der Dermis, nach unten
mit den Faszien verankert. In der Subkutis treten nah beieinander liegend gréRRere

BlutgefalRe und Nerven sowie in die Tiefe fihrende Lymphabflussbahnen auf.

1.1.2 Funktionen der Haut

Die Haut erflllt eine Vielzahl verschiedener Funktionen [1]. Diese gliedern sich im
Wesentlichen in folgender Weise:
Schutzfunktion: Mit ihrem Saureschutzmantel, der einen pH-Wert von 5,5 aufweist,

wirkt sie antimikrobiell, die Hornschicht stellt zuséatzlich eine mechanische Barriere
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gegenuber Mikroorganismen dar. Sollten dennoch Keime z. B. durch Verletzungen
der Haut ins Innere gelangen, tritt eine lokale Entziindung als Abwehrreaktion auf.
Die fest-flexible Hornschicht und das Bindegewebe mit seinen Fetteinlagerungen
bewirken eine hohe mechanische Stabilitdt und Flexibilitdt der Haut und schitzen so
den Organismus vor mechanischen Einwirkungen (Druck-, Zug- und Scherkréften).
Das subkutane Fettgewebe wirkt thermisch isolierend, insbesondere gegen Ausklh-
lung. Zur Aufrechterhaltung einer konstanten Korpertemperatur dient die reaktive
Temperaturregulation, die im Wesentlichen in einer Regulation der Durchblutung und
der Schweil3drisensekretion besteht. 90 Prozent des Blutstroms durch die Haut
dienen dem Transport von Wéarme und nur 10 Prozent der Erndahrung [1]. So trans-
portiert das Blut Warme aus dem Innern des Koérpers an die Oberflache, wo sie beim
Verdunsten des Schweil3es abgefuhrt wird (,Verdunstungskalte®).

Durch Reflexion von Licht am Hautoberflachenfilm und der Hornschicht wird die Haut
teilweise vor Strahlennoxen geschiitzt. Das Melanin, welches die Zellkerne der
Basalzellschicht umgibt, absorbiert einen weiteren Teil der einfallenden UV-Strahlung
und schitzt damit die in Mitose befindlichen und deshalb besonders gefahrdeten
Zellen vor Mutationen. Kommt es dennoch zu Schédigungen der DNA oder der
Strukturproteine, verfiigt die Haut Gber enzymatische Reparaturmechanismen.

Zum Schutz vor chemischen Noxen dient die Pufferkapazitat des Hautoberflachen-
films. Das durch die zahlreichen Talgdriisen sekretierte Sebum, ein Gemisch aus
Triglyceriden, Fettsauren, Wachsestern und Vitamin-E-&ahnlichen Squalen schitzen
die Haut vor der Schadigung durch freie Radikale. Die Hornschuppen des Stratum
corneum hemmen die Einwirkungen von Sauren und Basen.

Die interzellulare Lipidschicht bildet eine Penetrationsbarriere gegentber Makro-
molekilen. Kleinere Molekulle, die entlang der interzellularen Licken in die Haut
penetrieren, werden durch Enzyme metabolisiert.

Abwehrfunktion: Die Haut reagiert auf das Eindringen von Mikroorganismen zum
Beispiel durch eine Aktivierung von Makrophagen, einem Teil des angeborenen
unspezifischen Abwehrmechanismus. Dariiber hinaus bedient sich die Haut einer
adaptiven spezifischen Abwehrreaktion, z. B. in Form der Aktivierung von T-
Lymphozyten.

Grenzfunktion: Die Haut kontrolliert den Stoffaustausch mit der Umwelt. Ein Haut-
verlust von mehr als 20 Prozent kann bereits letal verlaufen, da der Organismus den

Verlust an Flissigkeit, Elektrolyten und Eiweif3en nicht ausgleichen kann.
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Sinnesfunktion: Freie Nervenendigungen und Rezeptororgane vermitteln ein
Beruhrungs-, Druck-, Temperatur- und Schmerzempfinden. Zu ihnen gehdren die
Vater-Pacini-Lamellenkdrperchen, die der Wahrnehmung von Vibrationen dienen.
Sie befinden sich hauptsachlich in der Subkutis. Die Meissner-Tastkorperchen liegen
in den Bindegewebspapillen der Dermis und sind Berlhrungsrezeptoren. Freie
Nervenendigungen durchziehen die Dermis bis zur Epidermis. Sie nehmen mechani-
sche, thermische und Schmerzreize auf. Im Stratum reticulare befinden sich die
Ruffini-Kérperchen, die Dehnungsrezeptoren darstellen. Eine weitere Gruppe von
Mechanorezeptoren sind die Krause-Koérperchen [15, 16].

Ruffini-
Kdrperchen
Freie Nerven- Kr_ause—
endigungen Kdrperchen
Meissner-
Tastkorperchen
Vater-Pacini-
Lamellenkor-
perchen

Abb. 3: Rezeptoren der Haut, schematische Darstellung

(Quelle: www.scf-online.com, Ausgabe 30, Cognis Deutschland GmbH & Co KG.)

Speicher- und Stoffwechselfunktion: Die Haut ist in der Lage, auf Defizite bzw.
Uberangebote an Wasser und Fett durch Einlagerung und Abgabe regulatorisch zu
reagieren. Der normale durchschnittliche Wasserverlust tUber die Haut betragt pro
Tag etwa 500 ml. Bei schwerer kérperlicher Arbeit und hohen Lufttemperaturen kann
dieser Wert jedoch auf 10 Liter pro Tag ansteigen [17]. Auf photochemischem Wege
gelingt der Haut eine Vitamin-D-Synthese. Chronischer Lichtmangel fuhrt deshalb zu

Rachitis.

1.1.3 Penetration von Substanzen in die Haut

Zum besseren Verstandnis sollen im folgenden die Mechanismen der Penetration
von Substanzen in die Haut erdrtert werden, um damit das Eindringen und die
Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffes und des Wirkstoffes Imiquimod zu erklaren.

Die Penetration von Substanzen durch das Stratum corneum hangt von dessen

7
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Permeabilitat ab. Diese wiederum wird von der Dicke der Hornschicht, der Dichtigkeit
seiner Zellpackung und der intrazellularen Struktur bestimmt, weiterhin vom Lipidge-
halt und der molaren Zusammensetzung des Stratums. Auch die Hydratation, das
Lebensalter, eventuell vorhandene Verletzungen und pathologische Hautveradnde-

rungen (z. B. Ekzeme) [18] beeinflussen seine Permeabilitat.

Prinzipiell existieren drei Mdglichkeiten der Penetration von Substanzen in die Haut
[19]:

interzellular transzelluldr transglanduldar transfollikuldr

Abb. 4: Penetrationswege durch das Stratum corneum (nach Neubert et al., 2001)

Interzellulare Penetration: Die Substanzen gelangen durch die Zellzwischenraume
durch das Stratum corneum.

Transzellulare Penetration: Die Substanzen passieren die Zellen.

Penetration entlang von Hautanhangsgebilden: Die Substanzen dringen entlang
von Schweil3drisen, Talgdriisen [19] und Haarfollikeln zur Dermis vor. Studien
zeigten, dass aktive Haarfollikel, die also aktuell Haarwachstum und Talgproduktion
betreiben, einen erheblichen Beitrag zum Transport von Stoffen in die Dermis leisten
[20, 21, 22, 23]. Das Fluoreszein verteilt sich zunachst entlang der Zellzwischenrau-
me. Dabei gelangt es auch teilweise in das Zytoplasma und danach bis zum Zellkern,

wo der Farbstoff akkumuliert wird [24].

1.2 Risikofaktoren zur Entstehung epithelialer Hauttumoren

Zu den wichtigsten Risikofaktoren fir die Ausbildung von epithelialen Hauttumoren
gehoren: chronische, freizeit- und berufsbedingte UV-Exposition (kiunstliche und
natlrliche), besonders im Kindesalter. In diesem Zusammenhang besitzt UVB-
Exposition (280 — 320 nm) das hochste karzinogene Potential durch Induktion von
genetischen Mutationen in den betroffenen Keratinozyten, aber auch UVA (320 -400
nm) und UVA in Verbindung mit Psoralen (PUVA) sowie Rontgen-Strahlung und

Immunsuppression sind Risikofaktorenfiur die Entstehung von BCC, AK oder SCC.
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Personen in fortgeschrittenem Lebensalter sowie mannlichen Geschlechts weisen
ein erhohtes Erkrankungsrisiko auf. So haben in Europa Manner tGber 70 Jahre ein
34%iges, Frauen Uber 70 Jahre ein 18% Risiko, an AK zu erkranken. Weitere
Risikofaktoren fur BCC, AK und SCC sind bestimmte konstitutionelle Hautmerkmale,
wie z. B. ein heller Hauttyp nach Fitzpatrick [3] oder blaue Augenfarbe [25]. Eine
Neigung zu Sommersprossen am Korper, blondes oder rétliches Haar sowie die
Neigung zu Sonnenbrand stellen zudem eine Erhéhung des Risikos fiir AK und SCC
dar [26]. Arsen-Exposition sowie Gendefekte, z. B. Xeroderma pigmentosum sind
ebenfalls mit der Entstehung von epithelialen Hauttumoren assoziiert [27] [28]. Der
wichtigste Risikofaktor fur die Ausbildung von SCC ist das Vorliegen einer AK-
Erkrankung. Alle Risikofaktoren von AK gelten somit auch fir SCC [29]. Weitere
spezifische Risikofaktoren flir SCC sind: Chronische Entziindungen [30] und HPV-16,
18-Infektion [31]. Fur die Entstehung von BCC kann eine genetisch bedingte Mutati-

on des ,patched” Genes (sonic hedgehog pathway) verantwortlich sein.

1.3 Vorsorge / Nachsorge

Da UV-Licht der starkste ursachliche Faktor fiur die Entstehung von epithelialen
Hauttumoren ist, besteht die wichtigste Vorsorgemaflinahme in einem wirksamen
Schutz vor lange andauernder, intensiver Sonneneinstrahlung, besonders im Kin-
desalter. Deshalb ist es besonders wichtig, die Bevolkerung tber die Risiken der UV-
Bestrahlung aufzuklaren. Insbesondere sollte jeder Sonnenbrand durch Anwendung
geeigneter Sonnenschutzmittel bzw. durch Expositionsprophylaxe vermieden
werden. DarUber hinaus ware es notwendig, mindestens die Risikopatienten zu
schulen, auf Frihstadien der epithelialen Hauttumoren am eigenen Korper zu achten
und sie als solche zu erkennen und den Hautarzt praventiv jahrlich zu konsultieren.
Nach der Behandlung eines BCC, AK oder SCC ist eine halbjahrlich bis jahrliche
Nachkontrolle fir mindestens 5 Jahre empfehlenswert, da es besonders in diesem

Zeitraum zu Bildung von Rezidiven oder neuen Tumoren kommen kann. [32, 33]

1.4 Diagnostik

Wie bei anderen Krebserkrankungen wird die Verdachtsdiagnose zunéchst klinisch
gestellt, gegebenenfalls erfolgt die ndhere Eingrenzung unter Anwendung eines
Auflichtmikroskops. Der Goldstandard der Diagnose ist die histologische Untersu-

chung einer Probeexzision.
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Das entnommene Gewebe wird mit Hamatoxylin-Eosin angeféarbt. Das Hamatoxylin
farbt anionische Biopolymere, z. B. DNS im Zellkern, wahrend Eosin kationische
Proteine, z. B. Zytoplasma, farbt. Dadurch kénnen der zellulare Aufbau der Haut und
die Struktur der Zellen sichtbar gemacht werden. Diese so genannte HE-Farbung ist
die Standard-Farbemethode fur die Histopathologie [13]. Spezialfarbungen mit
Antikérpern und Membranantigenen konnen fur die immunhistologische Diagnose

eingesetzt werden.

1.5 Therapie

Fur die Therapie der in dieser Studie betrachteten epithelialen Hauttumoren kann in
der Regel aufgrund vielfaltiger Einflussfaktoren, wie Ausdehnung, Lokalisation, Alter
des Patienten, Komorbiditat oder Compliance des Patienten keine feste Behand-
lungsstrategie angegeben werden. Folgende Verfahren kommen in Frage: Operative
Therapie (Exzision mit Schnittrandkontrolle), Destruktive Verfahren ohne histologi-
sche Kontrolle: Kryotherapie im Kontakt- oder Sprayverfahren, Kirettage, Strahlen-
therapie [35]: Lasertherapie, Rontgenweichstrahltherapie, photodynamische Thera-
pie und lokale Chemo- und Immuntherapie mit Diclofenac-Hyaluronsaure, 5-
Fluorouracil, Imiquimod oder Retinoiden [36, 37, 38]. Bei allen Therapiemdglichkeiten
muss die Erkrankung im Verlauf beobachtet werden. Die Biopsie gilt als Goldstan-
dard zur Beurteilung der Effektivitat, hat jedoch den Nachteil, dass das zu untersu-
chende Gewebe irreversibel verandert wird, eine zusatzliche Belastung fiir den
Patienten durch diesen Eingriff darstellt sowie mit einer oberflachlichen Narbenbil-
dung verbunden ist. Wahrend die meisten in Frage kommenden Verfahren bei allen
drei Tumorarten eingesetzt werden [34], kann beim SCC im Falle einer Metastasie-
rung eine systemische Chemotherapie (Mono- oder Polychemotherapie) notwendig

sein.

1.6 Basalzellkarzinom (BCC)

Das Basalzellkarzinom ist ein epithelialer Hauttumor, der von den Zellen der Basal-
schicht ausgeht. Sehr héaufig sind dabei die Zellen der &uf3eren Wurzelscheide der
Haarfollikel Ausgangspunkt der Erkrankung. Das BCC ist der haufigste semimaligne
Hauttumor [39] und metastasiert in der Regel nicht (< 0,1%). Besonders haufig tritt er
bei der wenig pigmentierten Bevdlkerung in Europa, Nord-Amerika und Australien auf
[40], die Inzidenzrate verdoppelt sich alle 14 Jahre [41]. In Deutschland betragt die
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jahrliche Neuerkrankungsrate 140 je 100.000 Einwohner [42]. Es tritt vor allem im

hoheren Lebensalter auf (Durchschnittsalter bei Neuerkrankung liegt bei 60 Jahren).

1.6.1 Klinisches Bild

Klinisch zeigt sich das Basalzellkarzinom als halbkugelig erhabener, breitbasig
aufsitzender rotlicher Knoten mit perlschnurartig aufgeworfenem Randsaum und
Teleangiektasien. Dieser Tumor tritt hdufig an mehreren Stellen gleichzeitig auf, zu
80% ist er im Kopf-Hals-Bereich lokalisiert. Die Entwicklung des BCC erstreckt sich
oft iber mehrere Monate oder gar Jahre. In fortgeschrittenen Stadien treten Ulzerati-
onen und Erosionen auf. Jedoch kann er auch lokal destruierend wachsen und
umliegendes Gewebe, wie Knochen oder Organe zerstéren und somit einen letalen

Ausgang nehmen [43]. Deshalb ist dieses Karzinom dringend therapiebediirftig.

1.6.2 Histologie

Das histologische Bild (siehe Abb. 5) zeigt palisadenférmig angeordnete atypische
Basalzellen, deren Achsen aus dem Tumornest heraus weisen. Typisch fur BCC ist
die Ausbildung von Teleangiektasien. In der ndheren Umgebung des Tumors lost
sich die typische Zellarchitektur der Haut auf. Innerhalb des Tumors befinden sich

wenige Zellen in Mitosen und apoptotische Zellen. Das Karzinom ist von Stroma mit

Parakeratose

Teleangiektasien

Tumorzellen

Aufgeldste Zellarchitektur

Palisadenférmig angeordnete
Basalzellen

AR 4~ ?

Abb. 5: Histologischer Schnitt durch ein BCC (HE), M 200:1

1.7 Aktinische Keratose (AK)

Die Aktinische Keratose ist die klonale Proliferation atypischer Keratinozyten und
stellt histopathologisch ein Spinalzellkarzinom (SCC) in situ dar. Charakteristisch
sowohl fur AK als auch fir SCC ist die Mutation des Tumorsuppressor-Gens p53
sowie weiterer Gene der Apoptose-Regulation. Aus Klinischen Studien ist bekannt,

dass sich 10 Prozent aller AK’s zu einem SCC entwickeln kdnnen [44]. Die Aktini-
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sche Keratose ist eine haufige Erkrankung. Fir Deutschland wird eine Zahl von 4
Millionen Erkrankter geschétzt [45].

1.7.1 Klinisches Bild

Das klinische Bild der AK’s ist sehr vielféltig. Sie beginnt haufig mit einer fleckférmi-
gen Rauhigkeit, deren Farbe von weil3lich bis rotlich-braun variieren kann [34]. Sie
kann sich aber auch als schuppende, makulose oder plaqueférmige Hautverande-
rung manifestieren. Die GrofRe kann von einem Millimeter bis 2 cm Durchmesser
betragen. Die AK tritt fast ausschliel3lich an Hautarealen mit chronischer oder
intensiver UV-Exposition auf, also auf den Handricken und Armen, am Lippenrot,
Gesicht, Kopfhaut, Hals, Dekolleté. An besonders UV-exponierten Hautpartien
(,Sonnenterrassen®) kénnen grol3e Areale geschadigter Keratinozyten in verschiede-

nen Graduierungen auftreten (,Feldkanzerisierung"). [46]

1.7.2 Histologie

Zunachst kann ein Auftreten atypischer Keratinozyten in der Basalschicht beobachtet
werden, spater stellt man deren graduelle Ausbreitung in die gesamte Epidermis fest,
jedoch kein Durchbrechen der Basalmembran. AK’s sind weiterhin durch das
Vorhandensein einzelner Mitosen sowie von Para- und Hyperkeratose gekennzeich-
net. Die Parakeratose ist der Ausdruck einer Verhornungsstérung mit dem Auftreten
von pyknotisch veranderten Zellkernen im Stratum corneum. Hyperkeratose ist eine
Verdickung der Hornschicht, deren Ursache in einer Hyperproliferation in der Epi-

dermis besteht. Als Folge davon tritt ein zunehmender Verlust der normalen Zellar-
chitektur auf [47].

Abb. 6: Para- und Hyperkeratose bei AK, Abb. 7: AK im HE-Schnitt, M 200:1
M 100:1
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1.8 Spinalzellkarzinom (SCC)

Das invasive Spinalzellkarzinom ist ein maligner Tumor, er wéachst lokal destruierend
und infiltrierend. Die Metastasierung erfolgt primér lymphogen lokoregionar bei einer
Metastasierungsrate von ca. 5% (AWMPF-Leitlinien). Das SCC stellt nach dem BCC
den zweithaufigsten Hauttumor dar, AK ausgenommen (20 — 30 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner im Jahr fur Mitteleuropa) [48].

1.8.1 Klinisches Bild

Jedes fruhinvasive SCC kann am Anfang einer AK gleichen. Es wachst jedoch
innerhalb von Monaten exophytisch und erreicht Grél3en von wenigen Millimetern bis
Zu einigen Zentimetern. Es bildet haufig Krusten und Erytheme als Folge der tumoro-
sen Entzindung und neigt leicht zu Blutungen [49]. Das SCC tritt besonders am Kopf
auf [50].

1.8.2 Histologie

Beim SCC tritt wie bei der AK eine Zerstorung der normalen Zellarchitektur auf, d. h.
die typische Schichtung der Epidermis ist aufgehoben [51]. Zum Teil treten erhebli-
che Kernpleomorphien und haufig auch atypische Mitosen in allen Zellschichten der
Epidermis auf [52]. Typisch ist auch eine eosinophile Tumorzellproliferation mit
fingerférmiger oder breiter Infiltration in das umgebende Gewebe. Die Invasivitat
zeigt sich durch die Penetration der Basalmemban. Der Tumor ist von einem
lymphoidzelligen Infiltrat umgeben. Charakteristisch fur das SCC ist das Auftreten

von Hornperlen im Innern des Tumorgewebes.
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Abb. 8: SCC im HE-Schnitt, M 100:1

Eine Klassifizierungsmoglichkeit besteht in der Einteilung nach dem Metastasie-

rungsrisiko [31, 53]. Daruber hinaus wird das Plattenepithelkarzinom nach dem TNM-
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System in Stadien klassifiziert sowie histopathologisch nach dem Entdifferenzie-
rungsgrad (G1 — G4) eingeteilt [51].

1.9 Zielsetzung

Wie bereits im einleitenden Kapitel erlautert, sollen die mit der Routinehistologie
verbundenen Limitierungen bei der Diagnose epithelialer Hauttumoren durch den
Einsatz der konfokalen Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie vermindert oder
maoglicherweise sogar behoben werden kdnnen.

Ziel der Studie ist es deshalb, die Eignung des KFLSM fir die Diagnose der NMSC
und der AK zu untersuchen. Dazu ist es nétig, morphologische Charakteristika der
respektiven Hauttumoren (BCC, AK und SCC) zu finden, die mit dem KFLSM
beobachtet werden kdnnen. Ein weiteres Ziel besteht darin, festzustellen, ob es
madglich ist, anhand der KFLS-Mikroskopie AK und SCC zu unterscheiden. Dies ist
insbesondere deshalb wichtig, weil beide Erkrankungen verschiedene Prognosen
nach sich ziehen und unterschiedliche Therapieanséatze erfordern. Dartber hinaus
soll anhand von Fallstudien nachgewiesen werden, dass sich die konfokale Fluores-
zenz-Laser-Scan-Mikroskopie als nicht-invasives Diagnoseverfahren zur Beurteilung

des Therapieverlaufs bei topischer Imiquimod-Behandlung von BCC eignet.

2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Alle untersuchten Probanden wurden von anerkannten Dermatologen aus der
Poliklinik oder der Tumorsprechstunde der Dermatologischen Universitatsklinik der
Charité ausgewahlt. Alle Probanden gehodren zum Hauttyp | — Ill nach Fitzpatrick.
Bei 8 Probanden wurden klinisch insgesamt 12 Basalzellkarzinome diagnostiziert
und histologisch bestatigt. Die Probanden waren im Alter von 55 bis 79 Jahren. Bei 3
weiteren Probanden im Alter zwischen 43 und 73 Jahren mit Basalzellkarzinom
wurde der Therapieverlauf vor und nach einer Imiquimod-Behandlung beobachtet.
An diesen drei Probanden wurde keine Probeexzision zur Bestéatigung der klinischen
Diagnose durchgefihrt. Fir die Beobachtung des Therapieverlaufs wurden diese
Probanden in Abstanden von jeweils etwa 4 Wochen erneut untersucht.

Bei 12 Probanden wurde klinisch eine AK festgestellt und feingeweblich bestétigt. Sie
waren 53 bis 75 Jahre alt. Weitere 7 Probanden im Alter zwischen 63 und 87 Jahren
mit einem klinischen und histologischen SCC-Befund nahmen an der Studie teil, von

denen ein Patient 2 Lasionen hatte.
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Die untersuchten Hautlasionen befanden sich am Kopf, am Hals, am Arm, an der
Hand, am Rucken und an der Brust. Die Probanden gaben ihr Einverstandnis zu den
Untersuchungen wie auch die Ethikkommission der Charité. Die Auswertung der
Aufnahmen erfolgte ungeblindet durch den Autor der Studie, der die Aufnahmen

auch anfertigte.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Probanden

Bcc | BCC Ak | sce
Imiquimod
mannlich 7 3 9 7
Geschlecht weiblich 1 3
Kopf 4 2 9 7
Arm 1
Lokalisation Hand 1 3
Brust/Ricken 5 1
Hals/Nacken 2
Alter Mini_mum 55 43 53 63
Maximum 79 73 75 87

Zur Ermittlung von Vergleichsdaten von gesunder Haut (Messung von Zelldurchmes-
sern, Zellkerndurchmessern und Gro3e des Interzellularraumes) wurden bei allen
Probanden an kontralateralen Hautpartien Aufnahmen angefertigt. Dariiber hinaus
wurden an drei gesunden Freiwilligen Messungen am Arm und am Kopf durchge-
fuhrt. An gesunden Hautpartien wurden keine feingeweblichen Untersuchungen

ausgefuhrt.

2.2 Histologie

Fur die routinemalige histologische Untersuchung wurden nach Desinfektion der
Haut und lokaler Anasthesie 4 mm grol3e Stanzbiopsien aus dem fir BCC, AK und
SCC verdéachtigen Hautareal entnommen. Die verbleibende Wunde wurde mit einer
Einzelknopfnaht verschlossen. Das entnommene Gewebe wurde anschlieend in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Block wurden mit Hilfe eines
Mikrotoms 4 um dicke Vertikalschnitte angefertigt. Um die typischen Merkmale des
Gewebes sichtbar zu machen, wurden die Schnitte mittels Hamatoxylin-Eosin
eingefarbt und einem dafir speziell ausgebildeten Dermatohistologen zur Beurteilung

zugefihrt.
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2.3 Konfokales Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskop (KFLSM)

In der Mikroskopie unterscheidet man zwischen der Durchlicht- und der Auflichtmik-
roskopie. Die Durchlichtmikroskopie erfordert prinzipiell das Herstellen dinner
Praparate, die wahrend der Untersuchung vom Licht durchdrungen werden. Auf-
lichtmikroskope eignen sich dagegen zur Abbildung der Oberflache der zu untersu-
chenden Probe, bestenfalls noch einer dinnen Schicht darunter, wenn das Licht in
die Probe eindringen und von ihr wieder in nennenswertem Umfang zurlick gestreut
oder reflektiert werden kann.

In der Laser-Scan-Mikroskopie wird die zu untersuchende Probe mit einem Laser-
strahl, der eine ausreichend hohe Beleuchtungsstarke erméglicht, im Auflichtverfah-
ren beleuchtet. Dieses Licht kann dann von der Oberflaiche der Probe oder den
Strukturen ihrer obersten Schichten reflektiert, absorbiert oder gestreut und mittels
der Mikroskop-Optik zu einem vergroRerten Bild der Probe verarbeitet werden. In
diesem Fall spricht man von der Reflektions-Laser-Scan-Mikroskopie.

Neben diesem Verfahren existiert die Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie. Sie
bedient sich des physikalischen Prozesses der Fluoreszenz, um dasjenige Licht aus
der Probe zu gewinnen, durch welches die Probe abgebildet wird.

Fluoreszenz ist die Eigenschaft chemischer Verbindungen (Fluorophore), sich bei
Bestrahlung mit energiereichem Licht (z. B. UVA) durch Absorption eines Photons
oder mehrerer in eine andere, energetisch hohere Konfiguration umzuwandeln
(Anregung). Diese neue Konfiguration ist jedoch nicht stabil, weshalb nach sehr
kurzer Zeit die urspriingliche, energiedrmere Konfiguration angenommen wird, wobei
gleichzeitig ein Photon emittiert wird, welches die dabei wieder freigesetzte Anre-
gungsenergie enthélt. Da diese Energieportion charakteristisch fur die Umwandlung
zwischen den beiden Konfigurationen und somit sehr konstant ist, besitzt das
emittierte Licht eine fur den fluoreszierenden Farbstoff spezifische Wellenlange
(Farbe).

Bei der Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie wird zunéachst ein fluoreszierender
Farbstoff auf oder in die Probe appliziert. Dieser Farbstoff verteilt sich nun in einer fur
das Gewebe charakteristischen Weise. Das im Mikroskop entstehende Bild zeigt die
Struktur der Probe nur mittelbar, denn es bildet nur die Verteilung des Farbstoffs in
der Probe ab [54]. Bei der Laser-Scan-Mikroskopie wird das Laserlicht mit Hilfe eines
so genannten dichroitischen Spiegels in den Strahlengang des Mikroskops gebracht

und auf die Probe projiziert.
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Der dichroitische Spiegel reflektiert nur Licht, dessen Wellenlange kirzer als eine
bestimmte Grenzwellenlange ist, langerwelliges Licht durchdringt ihn nahezu unge-
schwacht und ungebrochen [55]. Das Laserlicht hat eine kiirzere Wellenlange als die
Grenzwellenlange und wird deshalb vollstandig reflektiert.

Beim herkdmmlichen LSM wird das Laserlicht nicht auf die Probe fokussiert, sondern
beleuchtet einen ausgedehnten Bereich der Probe. Im Folgenden soll nur das
Fluoreszenz-Verfahren betrachtet werden.

Das Laserlicht dringt in die Probe ein und erzeugt dort die Fluoreszenz. Das fluores-
zierte Licht wird dabei isotrop in alle Richtungen ausgesendet. Ein Teil fallt dabei ins
Objektiv und wird nun so gebrochen, dass ein vergro3ertes Bild der Probe entsteht.
Dieses Bild wird tblicherweise mit einem CCD-Sensor aufgenommen, der gleichzei-
tig das gesamte Bild auswerten kann, aber dafiir eine entsprechend hohe Pixel-
Auflosung und Empfindlichkeit bendtigt. Das Bild zeigt nun das Verteilungsmuster
des Fluoreszenzfarbstoffes im gesamten beleuchteten Teil der untersuchten Probe.

CCD-Sensor
zur i
Bildaufnahme

dichroitischer
Spiegel

Laser - ]
optisches

Abbildungssystem

Probe mit

: ~~—__ fluoresziertes Licht
Fluoreszenz- NEF,
Farbstoff i ‘|
]

Abb. 9: Prinzip eines herkdmmlichen Fluoreszenz-LSM

Dieses Arbeitsprinzip hat einen gewissen Nachteil. Das Laserlicht dringt erheblich tief
in das Gewebe ein und erzeugt in der gesamten Tiefe Fluoreszenzlicht. Da aber die
Optik nur einen sehr eingeschrankten Tiefenscharfe-Bereich besitzt, kann nur eine
sehr dunne Schicht in einer ganz bestimmten Tiefe scharf abgebildet werden. Alle

Bereiche oberhalb und unterhalb dieser Schicht werden dagegen unscharf abgebil-
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det und Uberlagern so das gewtinschte Bild und verschlechtern es. Diesen Nachteil
versucht man mit dem Prinzip des konfokalen Mikroskops auszugleichen.

Das Prinzip des konfokalen LSM besteht in Folgendem:

Zunachst wird, anders als beim herkdbmmlichen LSM, das Laserlicht auf einen
moglichst kleinen Fokus (F1) in der Probe konzentriert. Dadurch entsteht hier eine
wesentlich hdhere Beleuchtungsstarke, was auch zu einer entsprechend starkeren
Fluoreszenz an dieser Stelle im Vergleich zu den Schichten ober- und unterhalb des
Fokus fuhrt.

Das Fluoreszenzlicht gelangt in das Objektiv, wo es nach den Gesetzen der Strah-
lenoptik gebrochen wird. Dabei sammelt sich das gesamte Licht, welches genau aus
dem Fokus kommt, in einem kleinen Punkt, dem Fokus F2, der in einem ganz
bestimmten Abstand auf der entgegen gesetzten Seite des Objektivs liegt. Licht aus
Schichten ober- bzw. unterhalb von F1 erzeugt in diesem Abstand einen ausgedehn-
ten Fleck. Um dieses stérende Licht zu eliminieren, kann eine Blende geringen
Durchmessers an der Position F2 angeordnet werden. Alles Licht, welches diese
Blende passiert, stammt aus einem Punkt, ndmlich dem Fokus F1. Es wird mit einem

Sensor aufgefangen, der nur aus einer einzigen lichtempfindlichen Zelle bestehen

Mmuss.
Laser
Fi F2
V4
><
4
|
Probe Spiegel Blende Sensor

Abb. 10: Prinzip des konfokalen Laser-Scan-Mikroskops

Da nun das aufgefangene Fluoreszenzlicht nur noch von einem Punkt F1 stammt,

missen mechanische Malinahmen getroffen werden, um diesen Punkt Uber die
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Probe wandern zu lassen und so die Probe Punkt fur Punkt und Zeile fur Zeile
abzutasten. So kann beim eingesetzten Mikroskop bei héchster Auflésung maximal 1
Bild je Sekunde aufgenommen werden. Daflr verringert sich die Belastung des
untersuchten Gewebes durch die Laserstrahlung wegen der Verkirzung der Exposi-
tionszeit. Die Auflésung des Mikroskops steigt in dem Mal3e, je genauer das Laser-
licht im Punkt F1 fokussiert werden kann. Das mit dem konfokalen Fluoreszenz-LSM
gewonnene Bild zeigt in jedem Falle eine horizontale Schicht, also eine Schicht
parallel zur Hautoberflache und keinen Querschnitt durch das Gewebe, wie er bei
histologischen Schnitten Ublich ist.

2.4 Einsatz des KFLSM am Probanden

Die Experimente wurden unter Verwendung des dermatologischen KFLSM ,Stratum*
der Firma OptiScan Ltd., Melbourne (Vertrieb: Medizinelektronik Fred Lawrenz
Vertriebs GmbH, Bad Soden, Deutschland) ausgefihrt.

Zunachst wurde zum Zwecke der Dokumentation eine standardisierte makroskopi-
sche Photographie der Hautlasion angefertigt. Anschlie3end erfolgte eine Reinigung
und Entfettung der Haut mittels Desinfektionsspray. Dabei wurden eventuell auf der
Haut befindliche Medikamente oder kosmetische und Sonnenschutzcremes entfernt.
Jetzt konnte der Farbstoff (0,5% Natriumfluoreszein in wassriger Losung) auf ein
kleines Areal des Hauttumors und mittels intradermaler Injektion in den Rand des
Tumors appliziert werden. Nach einer Wartezeit von 5 — 10 Minuten begann die
Untersuchung mit dem KFLSM. Dieser Zeitraum war nétig, um eine optimale Vertei-
lung des Fluoreszenzfarbstoffes in der Haut zu gewéhrleisten.

Nach dem Applizieren des Farbstoffes wurde die zu untersuchende Hautpartie mit
UV-Licht beleuchtet und erneut photographisch festgehalten. Dieses UV-Bild doku-
mentierte die Verteilung des Farbstoffes in der Haut.

Wahrend der gesamten Untersuchung trugen die Probanden eine Brille zum Schutz
der Augen vor dem Laserlicht.

Die Strahlung eines Argon-Lasers von 488 nm Wellenlange dient zum Anregen des
Fluoreszeins. Dabei wird die Strahlung Uber eine Glasfaser (Lichtleiter) zur Sonde mit
dem Scan-System ubertragen. Das Beobachtungsfeld hat eine Gro3e von 200 x 200
pum. Die Sonde scannt in Echtzeit, d. h. das Bild ist sofort auf dem Monitor des
Mikroskops sichtbar. Die Scan-Frequenz héngt dabei von der Auflosung ab und
betragt bei maximaler Auflésung 1 Bild pro Sekunde. Bei der Untersuchung wurde

das Handstlck mit leichtem Druck direkt auf die Haut aufgesetzt.
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Abb. 11: Monitor des KFLSM "Stratum" Abb. 12: Handstlick des KFLSM im Einsatz

Das fluoreszierte Licht gelangt Gber ein Objektiv in den Detektor und wird von einem
Computer sofort in ein Bild umgewandelt. Dieses Bild hat eine GroRe von etwa
20 x 20 cm, was eine 1000fache VergroRerung bedeutet. Die Scan-Tiefe kann durch
manuelles Einstellen der Brennweite am Handstick ge&ndert werden und betragt
maximal 250 pm [24].

2.5 Substanzen

2.5.1 Fluorescein

Als Fluoreszenzfarbe zum Anfarben der Haut dient 0,5% Natriumfluoreszein: Fluo-
reszein SE Thilo® Augentropfen der Firma Alcon Pharma GmbH, Freiburg.

MNat O 8

Abb. 13: Strukturformel Natriumfluoreszein

Der Farbstoff ist das Natriumsalz der Saure Fluoreszein und gehort zu den Xanthen-
Farbstoffen. Fluoreszein selbst ist schwer wasserldslich, in Natronlauge jedoch gut
l6slich. Dabei dissoziiert die Saure und es entsteht die Natriumfluoreszein-Losung.

Diese stellt den starksten bekannten Floureszenzfarbstoff dar. Selbst in einer
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Verdinnung von 1: 100.000.000 ist die Fluoreszenz noch nachweisbar. Trager der
Fluoreszenz ist das Anion. Deshalb verschwindet die Fluoreszenz im sauren Milieu
(pH < 5,5) reversibel, wenn das Anion mit Protonen rekombiniert.

Das Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenlange von 490 nm. Damit eignet es
sich sehr gut fur den Einsatz beim KFLSM, welches mit einer Laser-Wellenlange von
488 nm arbeitet. Die Emission findet bei 520 nm statt.

Natriumfluoreszein gilt als physiologisch unbedenklich. Es wird beispielsweise zur
Feststellung von Hornhautschdden am Auge verwendet sowie zum Farben kosmeti-

scher Seifen und Badezuséatze eingesetzt.

2.5.2 Imiquimod

Der Wirkstoff Imiquimod ist ein Imidazo-Chinolin-Derivat. Er ist kommerziell in der
Aldara® 5%-Creme (3M Pharmaceutics, St. Paul, Minn.) erhéltlich.

Abb. 14: vereinfachte Strukturformel von Imigimod

Seine Wirksamkeit als immunmodulierende Substanz besteht in der Bindung an den
»10ll-like“-Rezeptor-7 der Monozyten und Makrophagen [56]. Dadurch werden diese
zur Produktion und Freisetzung verschiedener proinflammatorischer Cytokine (IL-1, -
6, -8, -10, -12), Interferon-a. und des Tumor-Nekrose-Faktors o induziert, wodurch
das Immunsystem stimuliert wird. Es aktiviert die natirlichen Killerzellen und B-
Lymphozyten sowie die Langerhans-Zellen der Epidermis. Letztere werden zu ihrer
Migration zu den lokalen Lymphknoten stimuliert. Durch das IL-12 werden die T-
Helferzellen Typ 1 zur Produktion von Interferon-y angeregt, welches die zytotoxi-
schen T-Lymphozyten aktiviert [57, 58, 45]. Dadurch induziert Imiquimod eine
antivirale und antitumorale Wirkung [59]. Eine néhere Beschreibung der Wirkungs-
weise von Chemokinen beschreibt Luster in [60].

Imiguimod wurde zunachst zur Behandlung von Condylomata acuminata, die durch

Papilloma-Viren hervorgerufen werden und sich zu einem Plattenepithelkarzinom
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entwickeln konnen, eingesetzt. Aullerdem zeigt es seine Wirksamkeit bei der
Behandlung von BCC [61, 62] (in Deutschland zugelassen bei superfiziellen BCC
und AK). In den USA ist Imiquimod fir die AK ebenfalls zugelassen [63, 45, 64]. Fur
den Einsatz bei der Behandlung von SCC und Morbus Bowen existieren bereits
erfolgreiche Studien [65], eine Zulassung steht jedoch aus.

Fur die Applikation von Imiquimod liegen verschiedene Anwendungsprotokolle vor.
Laut EMEA soll Imiquimod 3 bis 5mal wéchentlich fir 6 Wochen topisch appliziert
werden [51]. In neueren Studien besteht die Therapie aus einer 4wochigen Imiqui-
mod-Applikation mit anschlieRender 4wodchiger Pause und erneuter 4wéchiger
Anwendung. Imiquimod I6st eine lokale Entzindungsreaktion aus und kann mit
Ro6tung, Juckreiz, Schmerzen, Erosion und Krustenbildung einhergehen. Imigquimod
wird aber in der Regel von den Probanden gut vertragen.

Im Rahmen unserer Studie erfolgte bei drei BCC-Probanden eine Behandlung mit
Imiquimod 5%. Dabei applizierten die Probanden das Imiquimod an funf aufeinander
folgenden Tagen topisch auf das gekennzeichnete Behandlungsareal, wobei fir
sechs bis acht Stunden jeder Kontakt mit Textilien und Waschkontakt vermieden
wurde. Die Behandlung wurde zunéchst drei Wochen lang fortgesetzt mit einer
anschlieenden dreiwdchigen Behandlungspause. Diesen Rhythmus wiederholten
die Probanden. Vier Wochen nach dem Beginn der Behandlung und danach monat-
lich wurden die Probanden zur Untersuchung einbestellt. Dieses Protokoll wurde zum
Zeitpunkt der Studie zur Therapie mit Imiquimod an der Dermatologischen Universi-
tatsklinik der Charité angewendet. Um den Erfolg der Therapie nicht invasiv analy-

sieren zu konnen, wurde bei keinem der drei Probanden eine Biopsie durchgefihrt.

2.6 Datenanalyse und statistische Auswertung

Die mit dem KFLSM gewonnenen Bilder von Tumoren und gesunder Haut wurden
mit dem Computerprogramm analySIS© 3.1 der Firma Soft Imaging System® GmbH,
Minster vermessen. Die ermittelten Messwerte wurden mit Hilfe der Computerpro-
gramme Microsoft® Office Excel© 2003 und SPSS® 13.0 fir Windows ausgewertet.
Im Einzelnen wurden die Grol3en der Zellen und der Zellkerne sowie die Abstande
zwischen den Zellen von Tumoren bestimmt und mit den entsprechenden Werten
gesunder Haut verglichen. Dazu wurden bei jedem Probanden an 30 Zellen die
Durchmesser der Zellkerne, die Durchmesser der Zellen und die Abstande zwischen
den Zellen ermittelt und in einem Box-Whisker-Plot dargestellt. Jeder Plot fasst also

30 Messwerte zusammen. Er zeigt in der Box den Zentralwert. Die Enden der Box
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stellen das erste und das dritte Quartil dar. Die Lange der Whisker betragt maximal
1,5 Boxlangen. Werte, die zwischen 1,5 und 3 Boxlangen von der Box entfernt sind,
werden als Kreis dargestellt, noch weiter entfernte Werte sind Sternchen.

Dartber hinaus wurden die gewonnenen Bilder auf das Auftreten pathologischer
Merkmale hin analysiert. Dazu diente das Bildbearbeitungsprogramm Adobe ®
Photoshop ® CS 8.0.1.

Im Rahmen der Untersuchung wurden folgende Informationen gewonnen:

e Makroskopische Aufnahmen der Lasion ohne Fluoreszenzfarbstoff und ohne UV-
Beleuchtung sowie mit Fluoreszenzfarbstoff und mit UV-Beleuchtung

¢ KFLSM-Aufnahmen der untersuchten Lasionen und von gesunder Haut in
verschiedenen Tiefen in Korrelation mit den histologischen HE-Aufnahmen dieser
Lasionen

e KFLSM-Aufnahmen vom Heilungsverlauf des BCC bei Therapie mit Imiquimod

e Morphometrische Analyse (Messungen von Zelldurchmessern, Zellkerndurch-
messern und Zellabstanden an den KFLSM-Aufnahmen)

3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Aufnahmen

Bei der Applikation von Natriumfluoreszein in gesunde Haut entsteht eine Quaddel
von etwa 2 - 3 mm Gro3e [Abb. 15]. In einer AK hingegen, wie sie in der Abb. 16
dargestellt wird, entsteht keine Quaddel, sondern der Farbstoff verteilt sich unmittel-

bar nach der Applikation nahezu in der gesamten Lasion [Abb. 17].

Abb. 15: Quaddelbildung nach Abb. 16: Makroskopische Abb. 17: Makroskopische Aufnahme

Applikation von Natrium- Aufnahme einer AK derselben AK nach Applika-
fluoreszein in gesunder Haut tion von Natriumfluoreszein

bei UV-Beleuchtung

In Abb. 18 und Abb. 20 konnte fiir BCC und SCC ein ahnliches Verhalten beobachtet

werden.
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3 Ergebnisse

In Abb. 19 findet sich an der Einstichstelle im Zentrum des eingefarbten Gewebes ein
Bluttropfen, der sich als dunkler Fleck darstellt.

Abb. 21 zeigt, wie sich beim SCC der Farbstoff ebenfalls im Tumor verteilt, die

aufgelagerte Hyperkeratose jedoch farblos bleibt.

Abb. 18: Makroskopische Aufnahme Abb. 19: Makroskopische Aufnahme des
eines BCC selben BCC nach Applikation
von Natriumfluoreszein bei UV-
Beleuchtung

Abb. 20: Makroskopische Aufnahme eines SCC Abb. 21: Makroskopische Aufnahme des selben
SCC nach Applikation von Natri-
umfluoreszein bei UV-Beleuchtung

3.2 KLFSM-Aufnahmen gesunder Haut

Mit dem zur Verfigung stehenden Gerat ist keine direkte Angabe der absoluten Tiefe
der Fokalschicht moglich. Die Tiefe wird in relativen Einheiten angegeben, kann aber

in absolute Werte umgerechnet werden.
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3 Ergebnisse

Abb. 22: Stratum corneum, gesunde Haut

g .
Abb. 23: Stratum granulosum, gesunde
Haut

Abb. 24: Stratum spinosum, gesunde Haut

Dieses Bild zeigt die Oberflache der Haut.
Sichtbar sind die auflersten Zellen des Stratum
corneum. Sie sind verhaltnisméaRig gro3 und
erscheinen schollenférmig. Es sind keine Zellker-
ne vorhanden. In die leblosen Hornzellen ist kaum

Farbstoff eingedrungen.

Auf diesem Bild ist das Stratum granulosum
sichtbar. Die Zellen sind polygonal und deutlich
kleiner als im Stratum corneum, aber groéRRer als
im folgenden Bild des Stratum spinosum. Die in
den Zellen enthaltenen Zellkerne sind noch nicht
angefarbt und erscheinen deshalb dunkel.
Vereinzelt sind helle Granula in den Zellen
sichtbar. Im unteren Bildbereich befindet sich eine

Kontrastmittelanreicherung.

Die hier abgebildete Zellschicht besteht aus
kleineren, polygonalen, relativ gleichformigen
Zellen, die einen regelmafigen Zellrasen (,honig-
wabenartig”) bilden. Zum Zeitpunkt der Aufnahme
war das Fluoreszein noch nicht in die Zellen
eingedrungen. Der Farbstoff befindet sich groi3-
tenteils in den Zellzwischenrdumen. Die Zellkerne
sind erst vereinzelt angefarbt und erscheinen
deshalb hell. Die meisten heben sich dunkel vom
Zytoplasma ab. In einzelnen Hautfurchen hat sich
Fluoreszenzfarbstoff gesammelt, diese erschei-

nen hell und rautenférmig.
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3 Ergebnisse

Die Zellen des Stratum basale sind noch einmal
kleiner als die Stachelzellen. Sie erscheinen eher
gleichmafiig rund. Der grol3e Zellkern hebt sich
dunkel vom Zytoplasma ab. Durch die Basal-
schicht hindurch wird das stark angefarbte Binde-

gewebe der Papillen hell dargestellt.

)

Dieses Bild zeigt keine Zellstruktur, sondern das
Bindegewebe innerhalb der Papillen der Dermis.
Innerhalb der Papille ist eine Gefaldschlinge
angeschnitten. Die beiden Gefal3lumen sind als
dunkle Punkte sichtbar (-==). Quer Uber das Bild

lauft ein Haar.

Abb. 26: Stratum papillare, gesunde Haut

3.3 KFLSM- und histologische Aufnahmen des BCC

Auf den von unseren acht an BCC erkrankten Probanden gewonnenen KFLSM-
Bildern ist haufig eine Parakeratose im Stratum corneum zu beobachten. Diese
Zellkerne heben sich oft als helle nahezu runde Gebilde mit dunklerem Rand in der
Zelle ab.

Abb. 27: Parakeratosen im Stratum corneum Abb. 28: Hyperkeratose im BCC
in BCC (<e=== pyknische Zellkerne)
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3 Ergebnisse

In den darunter liegenden Zellschichten ist eine weitgehende Auflésung der Zellarchi-
tektur zu sehen, d. h. die charakteristische Schichtung des Epithels ist aufgehoben.
Im Stratum basale treten Tumornester in Erscheinung mit palisadenformig elongier-
ten &aul3eren Basalzelllagen. Die Tumorzellen selbst erscheinen vergrof3ert und
weisen vergroRerte und zum Teil elongierte Zellkerne auf. Da sie bereits Fluores-
zenzfarbstoff aufgenommen haben, erscheinen sie hell.

VergroRerte Zellkerne

Elongierter Zellkern

Abb. 29: VergroRerte Zellkerne eines BCC

Der Abstand zwischen den Tumorzellen ist ebenfalls vergroRert, was an einer
grof3en Intensitat der Lichtemission im Interzellularspalt zu erkennen ist. In manchen
Bereichen des Tumors lassen sich wegen der diffusen Verteilung des Farbstoffes
keine Zellgrenzen mehr ausmachen. Neben den Strukturen der untersuchten Haut
sind auf vielen Aufnahmen Artefakte sichtbar, die durch Schweil3, Talg, Hornschup-

pen und andere Einflisse entstehen kdnnen.

Artefakt

VergroRerter Zellabstand

Palisadenférmig angeord-
nete Basalzellen

¥

ion 50um:_. B o Aufgeldste Zellarchitektur

Abb. 30: KFLSM-Bild des Stratum basale
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3 Ergebnisse

Im lichtmikroskopischen Bild sind die vergro3erten Interzellularraume und Zellkerne
sowie schwer erkennbare Zellgrenzen zu beobachten.

VergroRerter Zellkern

Zellgrenzen schwer
erkennbar

Abb. 31: Histologischer Schnitt (HE) durch ein BCC, M 400:1

In der folgenden lichtmikroskopischen Aufnahme sind die vergré3erten und elongier-
ten Zellkerne eines BCC sowie die Palisadenstellung der Tumorzellen am Rand des
Tumors deutlich zu erkennen. Der hier dargestellte Tumor ist bereits in die Dermis
eingedrungen und hat dabei offenbar die Basalmembran durchbrochen. Im Innern

des BCC erscheint die normale Zellarchitektur aufgehoben.

Elongierter Zellkern

Aufgeldste Zellarchitektur

Palisadenstellung der
Tumorzellen

Abb. 32: Elongierte Zellkerne des BCC im HE-Schnitt, M 200:1

Im Tumorgewebe (Abb. 33) befinden sich horizontal verlaufende Gefafl3schlingen
(Teleangiektasien). Innerhalb einer optimal angefarbten Probe werden die Blutzellen
als dunkle, perlschnurartige Kette relativ kleiner Zellen abgebildet, da diese Blutzel-
len noch nicht angefarbt sind. Durch die in vivo-Visualisierung lasst sich die Bewe-
gung der Zellen in den Teleangiektasien verfolgen. Das sie umgebende Plasma
hingegen erscheint heller.
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VergroRerter Zellkern

Teleangiektasien

Zellgrenzen schwer
erkennbar

Abb. 34: Blutfluss in einer Teleangiektasie (BCC)

3.4 KFLSM- und histologische Aufnahmen der AK

Typisch fur eine AK ist die Ausbildung einer Hyperkeratose. Dadurch kann die

Darstellung der unteren Schichten der Epidermis erschwert werden. In der Abb. 36

ist eine derartig ausgepragte Hyperkeratose im HE-Schnitt dargestellt.
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Abb. 36: Hyperkeratose im HE-Schnitt einer AK, M 100:1

In diesem Fall kann eine Untersuchung des Tumorrandes eine Abbildung unterhalb
des Stratum corneum ermdoglichen. Die folgende Abbildung (Abb. 37) einer Hyperke-
ratose zeigt, dass hier keine verhornten Zellhillen mehr erkennbar sind, sondern nur
noch unstrukturiertes Hornmaterial. Ein weiteres Merkmal der AK, das man aus der
Histologie kennt, ist die Ausbildung einer Parakeratose (Abb. 38). Auch hier erschei-
nen die Zellkernreste &hnlich wie bei BCC mehr oder weniger stark angefarbt mit oft

deutlich sichtbarem Rand.

¥

Abb. 37:Hyperkeratose mit parakeratoti- Abb. 38: Parakeratosen in einer AK (mit
schen Zellkernen in einer AK Avrtefakt in der Bildmitte)
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il

Abb. 39: AK 1 Abb. 40: AK 2 Abb. 41: AK 3 Abb. 42: AK 4

In der Bildfolge Abb. 39 bis Abb. 42 verlauft die Haut schrag in die Tiefe. Aus diesem
Grund werden jeweils mehrere epidermale Schichten von der Fokalebene geschnit-
ten. Diese Bilder zeigen im oberen Teil eine tiefer liegende Schicht als im unteren.
Das Bild AK 1 (Abb. 39) stellt das Stratum corneum (=) sowie das Stratum
granulosum (=) dar. Hier treten noch keine pathologischen Besonderheiten in
Erscheinung.

Im Bild AK 2 (Abb. 40) werden das Stratum granulosum (=) und das Stratum
spinosum ( ) abgebildet. Im oberen Teil dieser Abbildung treten pleomorph
vergrol3erte Zellkerne zufalliger Orientierung auf. Sie erscheinen durch das einge-
drungene Fluoreszein so hell, dass sie nicht eindeutig einer Schicht zugeordnet
werden konnen. So sind mehrere dieser Zellkerne auch auf der folgenden Abbildung
AK 3 (Abb. 41) sichtbar.

Die Abbildung AK 3 (Abb. 41) zeigt oben das Stratum basale (=), wahrend der
untere Teil noch zum Stratum spinosum ( )gehort. Diese Unterscheidung kann
anhand der ZellgroRen vorgenommen werden. In der Abbildung AK 4 (Abb. 42)
erscheint oben bereits das Bindegewebe der Dermis (=), die untere Halfte ist Teil
des Stratum basale (===). In beiden Bildern erscheint die regelmé&Rige Zellarchitek-
tur im Vergleich zur gesunden Haut erheblich gestort.

Pleomorph vergroRerte Zellkerne
im Stratum basale

Unregelmé&Rige Zellarchitektur

Vergrolerte Zelldurchmesser

|

Abb. 43:Stratum basale mit Haarfollikel
(=e=) in AK
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In der Abb. 43 wird nochmals das Stratum basale einer AK dargestellt. Deutlich
erkennbar sind hier die erheblich vergroRerten Zellkerne sowie deren unregelméaiige
Form. Im unteren Bildbereich fallen vergroRerte Zelldurchmesser auf, wahrend
gerade in der oberen Bildhéalfte die Zellarchitektur gestort ist. Am linken Rand dieses
Bildes ist ein Haarfollikel erkennbar.

Zellgrenzen schwer erkennbar
aufgrund defekter Zellmembranen

UnregelmaRige Zellarchitektur

VergroRerte Interzellularraume

Abb. 44: Stratum spinosum in AK

Das Stratum spinosum in der Abb. 44 weist deutlich vergrof3erte Interzellularraume
auf. Oben rechts ist ein Bereich mit geschadigten Zellmembranen sichtbar. Hier sind
die Grenzen zwischen den Zellen nur noch schwach zu erkennen. Besonders im

Zentrum des Bildes fallt eine sehr unregelmafige Anordnung der Zellen auf.

3.5 KFLSM- und histologische Aufnahmen des SCC

Abb. 45: Hyperkeratose im SCC Abb. 46: Hyperkeratose im SCC

SCC bildet ahnlich wie AK eine starke Hyperkeratose aus. Dies flihrt auch bei SCC
zu Schwierigkeiten, tiefere Schichten der Epidermis mit dem KFLSM zu untersuchen.
In diesem Fall kann ahnlich wie bei AK wieder der Randbereich des Tumors unter-
sucht werden. In der folgenden Bildserie werden verschiedene Schichten eines SCC

dargestellt:
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Abb. 47:Stratum granulosum in Abb. 48: Stratum spinosum in SCC ~ Abb. 49: Stratum basale in SCC
SCC

Abb. 47 stellt pathologisch verédnderte Zellen im Stratum granulosum, erkennbar an
der Zellkernpleomorphie, vergroRerten Interzellularraume und Verlust der regelmafi-
gen Zellarchitektur. Dieses Bild erstreckt sich bis in das Stratum basale (Abb. 49).
Die Abbildungen wirken diffus, jedoch fehlt die Ahnlichkeit mit Stroma, da eine
Epithelstruktur vorliegt. Offenbar ist die Verteilung des Farbstoffes im Vergleich zu
gesunder Haut, aber auch zu BCC veréandert. AuBerdem ist es hier nicht méglich, bis
in die Dermis vorzudringen. Dadurch kann nicht beurteilt werden, ob der Tumor die
Basalmembran durchbrochen hat.

~ ' o L . e SIS

Fingerférmige Infiltration

Tumorgewebe mit aufgeldster
Zellarchitektur

Pleomorph vergroRerter
Zellkern

Abb. 50: SCC im HE-Schnitt, M 100:1

Im HE-Schnitt durch ein SCC sind die Tiefenausdehnung des Tumors und der
Durchbruch durch die Basalmembran eindeutig sichtbar. Aul3erdem zeigt dieser
Schnitt die vergroRerten pleomorphen Zellkerne, den Verlust der Zellarchitektur und

die Schadigung des Stratum granulosum.
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Abb. 51:Stratum granulosum (unten) und
Stratum basale im SCC

Stratum basale mit pleomorph
vergrolierten Zellkernen

Stratum granulosum mit vergroRerten
Interzellularraumen

Diffuse Farbstoffverteilung

Die Abb. 51 weist mehrere dunkle Artefakte auf (m—).

Abb. 52: Stratum granulosum im SCC

Abb. 53: VergroRerte Zellen und Zellkerne
im Stratum basale eines SCC

Pathologisch vergroRerter Zellkern im
Stratum granulosum

Deutlich vergroRerte Interzellularrdume

Verlust der Zellarchitektur

Deutlich vergroRerte Zellen

Kernpleomorphie
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3.6 BCC-Verlaufsbilder mit dem KFLSM unter Imiquimod-
Therapie
Das Ergebnis der im Kapitel 2.5.2 beschriebenen Behandlung von BCC-Probanden

mit Imiquimod 5% soll am Beispiel eines 49jahrigen Probanden dargestellt werden.

Der Patient wies eine Lasion an der Brust auf, bei der klinisch die Verdachtsdiagnose

BCC gestellt wurde:

Abb. 54: BCC vor der Imiquimod-
Behandlung, 23.3.2005

Die von der Lasion vor der Behandlung angefertigten LMS-Aufnahmen zeigen die
bereits im Kapitel 1.6.1 beschriebenen Merkmale von BCC, namlich Hyperkeratose
(Abb. 55), Tumorzellen mit vergro3ertem Zelldurchmesser und elongierten oder

runden vergréRerten Zellkernen (Abb. 56).

Abb. 55: Hyperkeratose im BCC vor Abb. 56: Tumorzellen im BCC (<gmm),
Imiquimod-Behandlung Hautfurche mit Fluoreszeinan-

sammlung (*) und Artefakt (*)
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Horizontal verlaufende Gefalle

UngleichmaRig geformte Zellen
und vergrof3erte Interzellularrdume

Abb. 57: Tumorzellen im Stratum basale mit GefalRan-
schnitten

Die Abb. 57 zeigt zwei angeschnittene horizontal verlaufende Gefal3schlingen mit
hell angefarbtem GefalR3lumen und dunklen Blutzellen. Dartber hinaus sind wieder
unregelmanig geformte Zellen mit vergrol3erten Interzellularraumen erkennbar.

Nach dem ersten dreiwochigen Behandlungszyklus ist klinisch eine Entziindungs-
reaktion mit intensiver R6tung und leichter Krustenbildung sichtbar (Abb. 58):

o=

Abb. 58: Entziindungsreaktion nach 3 Wochen
Imiquimod-Therapie, 13.4.2005
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Die KFLSM-Abbildung des Stratum corneum zeigt weiterhin eine Hyperkeratose mit
einzelnen Parakeratosen im unteren Bildteil (Abb. 59):

e W,
Abb. 59: Hyperkeratose in BCC nach dreiwtchiger Imiquimod-Therapie
Auch die darunter liegenden Schichten weisen noch Merkmale der Erkrankung, wie

Palisadenstellung der duf3eren Tumorzellen und vergrof3erte Zellkerne auf (Abb. 60).

Abb. 60: Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale in BCC nach dreiwdchiger Imiquimod-
Therapie

Nach dreiwdchiger Behandlungspause ist die Lasion im klinischen Bild noch deutlich
erkennbar, jedoch hat die Entztindungsreaktion abgenommen, was man an der
verminderten R6tung sehen kann (Abb. 61):

Abb. 61: Tumor nach dreiwdchiger Behandlungspause,
19.5.2005
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In der Abb. 62a erscheint das Stratum corneum bereits weniger dick. In allen Abbil-
dungen ist eine vertikal verlaufende Furche in der Bildmitte zu erkennen. Die unre-
gelmafige Zellanordnung und immer noch deutlich vergroRerten Interzellularrdumen
sowie ein moglicher Gefal3anschnitt im Bild e deuten auf ein Fortbestehen der
Erkrankung hin. Die Behandlung wurde fortgesetzt.

. . J J ] i) Y
g : || - i |
. - o’ U 1 »
i

a — Stratum corneum

b — Stratum granulosum
¢ — Stratum spinosum

d — Stratum basale

e — Dermis

Abb. 62 a - e: Verschiedene Schichten des BCC nach dreiwdchiger Behandlungspause

Nach dem zweiten Behandlungszyklus und einer dreimonatigen Heilungsphase ist
die Lasion auf der makroskopischen Aufnahme nur noch schwach zu erkennen
(Abb. 63).

Abb. 63: Klinisches Bild der Lasion nach 2 Behand-
lungszyklen und dreimonatiger Behandlungs-
pause, 6.9.2005
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Das KFLSM-Bild verschiedener Schichten (Abb. 64) der Epidermis zeigt ebenfalls

kaum noch Auffalligkeiten im Vergleich mit gesunder Haut.

Abb. 64: Stratum spinosum (a, b) und Stratum basale (c) der Lasion nach 2 Behandlungszyklen und 3monatiger
Behandlungspause

Im direkten Vergleich des Stratum basale der behandelten Lasion (Abb. 65b) mit der
Basalzellschicht eines BCC (Abb. 65a) und gesunder Haut (Abb. 65c) fallt auf, dass
insbesondere die Interzellularraume und Zellformen wieder mehr denen gesunder
Haut ahneln. Es ist ein eher gleichmaliiger Zellrasen sichtbar, palisadenformig

angeordnete Zellen sind nicht mehr sichtbar.
bR A

Abb. 65: Direkter Vergleich des Stratum basale aus Abb. 64 ¢ (Bild b) mit einem Stratum basale eines BCC
(Bild a) und dem Stratum basale gesunder Haut (Bild c)

3.7 Morphometrische Analyse der KFLSM-Aufnahmen

In den bisherigen Betrachtungen wurden die pathologischen Veranderungen der
Epidermis stets qualitativ untersucht. So konnten auf den KFLSM-Aufnahmen
Teleangiektasien, der Verlust der Zellarchitektur, Kernpleomorphien oder Palisaden-
stellung der Tumorzellen und Verhornungsstérungen beobachtet werden. Dartber
hinaus waren haufig aber auch quantitative Merkmale der Epidermis auffallig, wie der
Durchmesser der Zellen, der Zellkerndurchmesser und sehr oft auch die Grol3e der
Interzellularraume, allerdings wurden sie bisher nur qualitativ im Sinne von ,vergro-
Bert* oder ,nicht vergrof3ert* betrachtet. Diese wurden einer quantitativen Analyse

zugefihrt.
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3.7.1 Messprinzip

Die Messung der Zelldurchmesser, der Zellkerndurchmesser und der Grol3e der
Interzellularraume erfolgte bei gesunder Haut nur an Zellen des Stratum basale. Bei
erkrankter Haut wurden aufgrund des Verlustes der normalen Zellarchitektur stets
Tumorzellen tieferer Schichten, die am ehesten dem Stratum basale entsprechen
konnten, ausgewahlt, um eine Vergleichbarkeit der Messungen zu erméglichen.

Fur die Messung wurden von jeder Lasion bzw. gesunder Hautpartie drei verschie-
dene Aufnahmen ausgewahlt. Die Messungen erfolgten dann unabhangig voneinan-
der, wenn dies mdglich war, an 10 Zellen, 10 Zellkernen und 10 Zellzwischenrdumen
eines vorher festgelegten Messbereiches C—1. Durch diesen Bereich wurde eine
Diagonale von der unteren linken zur oberen rechten Ecke gelegt. Langs dieser Linie
wurden dann die zu vermessenden Objekte von links unten nach rechts oben

gewahlt. Der Messbereich wurde so festgelegt, dass er entweder nur erkranktes

Gewebe oder bei gesunder Haut nur Zellen des Stratum basale enthielt.

Abb. 66: Darstellung der Messung eines Zelldurchmessers, eines Zellkerndurchmessers und eines Zellzwischen-
raumes am Beispiel einer AK

Die Abb. 66 zeigt am Beispiel einer AK das Messprinzip. Mittels paralleler Linien
kann der Bediener die Ausdehnung des zu messenden Objektes bestimmen. Das
Programm analySIS© ermittelt dann den Abstand der Parallelen.

Im Bild symbolisiert =—1 den Messbereich mit der Auswahllinie, —— steht fur den
Zelldurchmesser, ——— symbolisiert die GréRe des Zellkerns, wahrend —— den
Zellzwischenraum darstellt. Als Messbereich wurde im Bild derjenige Bereich

festgelegt, der eindeutig erkennbar das Stratum basale oder nach anderen Kriterien
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(Verlust der Zellarchitektur, Zellkernpleomorphien) einen erkrankten Bereich abbildet.
Wirden Zellen aulRerhalb dieses Bereichs (z. B. anderes Stratum) in die Messung
einbezogen, dann wirde dies die Ergebnisse verfalschen. Oft umfasste der Messbe-

reich die gesamte Aufnahme.

3.7.2 Statistische Auswertung

Im Verlaufe der Studie wurden Hautpartien gesunder und kranker Probanden
laserscanmikroskopisch untersucht, einige davon mehrmals. Von jeder Hautpartie
wurden drei KFLSM-Aufnahmen gewahlt, auf denen pro Aufnahme 10 Messungen
des Zelldurchmessers, des Zellkerndurchmessers und des Zellzwischenraums
vorgenommen und ausgewertet werden konnten. Ein derartiger Satz von Messungen
aus drei Aufnahmen einer Hautpartie wird im Folgenden als ein Fall im Sinne dieser
Studie bezeichnet. Wurde eine Probe mehrmals nacheinander untersucht, so
entstanden mehrere Falle. Insgesamt konnten 73 verschiedene Falle ausgewertet
werden, darunter 22 Falle, bei denen nicht an allen drei Aufnahmen jedes der drei
Merkmale je 10mal gemessen werden konnte. Insbesondere war die Messung des
Zellkerndurchmessers oder der Zellzwischenrdaume auf diesen Aufnahmen nicht
maglich.

Die gemessenen Werte wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalvertei-
lung untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Messwerte fur den Zellkern-
durchmesser, den Zelldurchmesser und den Zellzwischenraum bei AK, BCC, SCC
und gesunder Haut im Allgemeinen nicht normalverteilt sind. Deshalb ist eine weiter
gehende Untersuchung mittels T-Test oder F-Test nicht zulassig.

Eine anschlieRende Untersuchung der Messgruppen (30 Messungen je Hautpartie)
mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests ergab, dass die Messgruppen, die zu einer
Krankheit gehoéren, nicht homogen sind. Fasst man sie dennoch zusammen und
vergleicht die Messwerte verschiedener Krankheiten mit denen gesunder Haut
(Mann-Whitney-Test mit 2 Stichproben), so ergibt sich bei allen drei Merkmalen ein
signifikanter Unterschied, d. h. sowohl die Zellkerne, als auch die Zelldurchmesser
und Interzellularraume erkrankter Zellen sind gegentiber gesunder Haut signifikant
vergroRRert (Anhang Seite 70 - 72).

In den folgenden Boxplots sollen die Messungen zusammenfassend graphisch
dargestellt werden.

Der Boxplot (Abb. 67) zeigt, wie sich die Durchmesser der Zellkerne in gesunden

Hautpartien (griin) von denen mit BCC erkrankter (blau) unterscheiden. Ahnliches
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sehen wir auch fur die ZellgréRen und die Zellabstadnde in den Boxplots (Abb. 68,
Abb. 69). Die Boxplots Abb. 70 bis Abb. 75 stellen die Verhéltnisse zwischen gesun-
der Haut und AK bzw. SCC dar, Abb. 76 bis Abb. 78 veranschaulichen die Messwer-
te im Vergleich zwischen AK und SCC.
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Abb. 67: Boxplot Vergleich Zellkerndurchmesser gesund - BCC
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Abb. 69: Boxplot Vergleich Zellabstdnde gesund — BCC
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Abb. 70: Boxplot Vergleich Zellkerndurchmesser gesund - AK
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Abb. 71: Boxplot Vergleich Zelldurchmesser gesund - AK
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Abb. 77: Boxplot Vergleich Zelldurchmesser AK — SCC
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Zusammenfassend lassen sich folgende Ergebnisse konstatieren:

Tabelle 2: In KFLSM-Aufnahmen sichtbare Hauptmerkmale von BCC, AK und SCC
(x - vorhanden, + - schwache, ++ - mittlere, +++ - starke Auspragung)

Merkmal BCC AK SCC
\erstarkte Ausbreitung des Fluoreszeins in der
Lasion (makroskopisch) X X X
Hyperkeratose + +++ +++
Parakeratose X X X
Schédigung des Stratum granulosum X X
Verlust der Zellarchitektur ++ ++ +++
Tumorzellnester X
Palisadenstellung der &uReren Tumorzellen X
Horizontal verlaufende GefaRschlingen X
g)énfflésée”\e/r?rtellung des Fluoreszenzfarbstoffs in N it et
Kernpleomorphien X X
Elongierte Zellkerne X
\ergroRerte Zellkerne X X X
VergroRerte Zellen X X X
VergroRerte Interzellulérabstande X X X
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4 Diskussion

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, stellen die bisher angewendeten Diagnose-
verfahren fir epitheliale Hauttumoren eine grol3e Belastung fir die Patienten dar und
lassen wegen der Invasivitat keine Beobachtung des Krankheits- und Therapiever-
laufs zu. Mit der Entwicklung der konfokalen Laserscanmikroskopie steht eine neue
Technologie zur Verfiigung, welche die Haut in Echtzeit abbilden kann, so dass auch
dynamische, physiologische und pathologische Prozesse beobachtbar werden, ohne
Verletzungen der Haut zu verursachen. Frihere Studien zeigten, dass mit Hilfe des
KFLSM die Zellarchitektur in vergleichbarer Weise abgebildet werden kann wie mit
der Routine-Histologie [66]. Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, die konfokale
Laser-Scan-Mikroskopie auf ihre Eignung fur die Erkennung von charakteristischen
Merkmalen der epithelialen Hauttumoren (AK, SCC und BCC) zu untersuchen, und
dabei mdglicherweise auch zwischen BCC, AK und SCC unterscheiden zu kdnnen.
Weiterhin sollte festgestellt werden, ob sich dieses Verfahren fur eine Verlaufskon-
trolle einer Imiquimod-Therapie bei BCC eignet. Damit sollte eine Moéglichkeit fur eine
nicht-invasive Diagnose und Therapiekontrolle aufgezeigt werden.

Die laser-scan-mikroskopischen Abbildungen entstehen als Fluoreszenzbilder des
charakteristischen Verteilungsmusters des Farbstoffes im Gewebe. Die aus diesen
Abbildungen gefundenen morphologischen Charakteristika wurden zusammen mit
den makroskopischen Aufnahmen fiir die Diagnose herangezogen.

Um nun zwischen BCC, AK und SCC unterscheiden zu kdénnen, wurden bestimmte
qualitative Merkmale dieser drei Erkrankungen gefunden, die zum Teil auch in der
Routine-Histologie herangezogen werden und sich auch mit dem KFLSM beobach-
ten lassen. Zusatzlich wurden Merkmale gefunden, die sich nur mit Hilfe des KFLSM
beobachten lassen, da sie auf der Art und Weise der Verteilung des Fluoreszenz-
farbstoffes im Gewebe beruhen (z. B. Barriereschaden der Zellmembranen).

Die Studie untersuchte verschiedene quantitative Merkmale, wie die Grél3e der
Zellen und Zellkerne sowie die Breite des Interzellularspaltes. Dabei ergab sich, dass
die Werte von allen drei Merkmalen sowohl bei BCC als auch bei AK und SCC
gegenuber gesunder Haut signifikant vergroRRert sind. Allerdings unterscheiden sich
diese Werte zwischen den drei Krankheiten nicht signifikant, sodass eine Entschei-
dung, welche der Erkrankungen vorliegt, anhand dieser quantitativen Werte nicht
maglich ist. Jedoch kdénnen diese Messwerte genutzt werden, um nach einer Thera-

pie den Verlauf und eine mdgliche Genesung festzustellen.
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Besonders betont werden muss jedoch, dass ein einzelnes beobachtetes Merkmal
allein nicht fur die Diagnose der o. g. Erkrankungen genugt, sondern erst die Kombi-
nation verschiedener Merkmale. Die Studie zeigt, dass mit Hilfe des KFLSM sowohl
qualitative als auch quantitative Kriterien fur die Diagnose und die Beurteilung eines
Therapiefortschritts beobachtet werden kdénnen.

Die beim BCC haufig vorkommenden Teleangiektasie konnten mit dem KFLSM
nachgewiesen werden. Pathologisch veranderte Gefal3e wurden bereits von Sauer-
mann et al. mit Hilfe des Reflektions-LSM beobachtet [67]. Durch die in vivo-
Beobachtung ist es sogar mdglich, die Bewegung von Blutzellen zu erkennen. Die
durch den Tumor induzierte Bildung von Teleangiektasien im Randbereich des
Tumors [68] hat eine verstarkte Durchblutung und damit Versorgung des Tumors zur
Folge [69]. Enejder et al. beschreiben, wie mit Hilfe des Laser-Doppler-Verfahrens
die Abnahme der Durchblutung nach Kryotherapie und Photodynamischer Therapie
innerhalb der Lasion gezeigt werden konnte [76]. Mit der Mdglichkeit des KFLSM,
Teleangiektasien darzustellen, eréffnet es auch hier einen Weg, den Therapieerfolg
zu beurteilen, insbesondere dann, wenn Teleangiektasien nicht mehr nachweisbar
sind und auch die tbrigen Merkmale des BCC fehlen.

Deutlich sichtbar sind auch Tumornester im Stratum basale mit palisadenférmig
angeordneten Basalzellen im &uf3eren Bereich des Tumors. Derartig angeordnete
Strukturen werden auch bei Gonzalez et al. [70] und Greger et al. [71] beschrieben.
Auch im Innern des Tumors zeigt das KFLSM, dass die sonst regelmafige Anord-
nung der Zellen im Stratum basale und den dariber liegenden Zellschichten inner-
halb des Tumors zerstért ist. Weitere Merkmale eines BCC, welche mit dem KFLSM
beobachtet werden koénnen, sind Verhornungsstérungen wie Parakeratose und
leichte Hyperkeratose sowie elongierte Zellkerne.

Diese Kriterien konnen fur die Diagnose des BCC genutzt werden, da sie fur das
BCC charakteristisch sind, d.h. beim Nachweis aller dieser Merkmale kann vom
Vorliegen eines BCC ausgegangen werden. Wie oben gezeigt, kann das KFLSM
also prinzipiell diejenigen Kriterien darstellen, die standardmafiig mittels Histologie zu
erkennen sind. Nori et. al. fanden ahnliche Kriterien fur die Diagnose von BCC mit
dem Reflektions-LSM und untersuchten sie auf Sensitivitat und Spezifitat [72].
Darlber hinaus kénnen mit dem KFLSM weitere, quantitativ erfassbare Merkmale
des BCC bestimmt werden. Solche Merkmale sind der Zellkerndurchmesser, der
Zelldurchmesser und der Zellabstand. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass alle

drei Merkmale mit groR3er Genauigkeit und reproduzierbar gemessen werden kon-
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nen. Ein statistischer Test (Mann-Whitney-Test) ergibt einen hoch signifikanten
Unterschied zwischen gesundem und erkranktem Gewebe.

Die Betrachtung der Ergebnisse von AK und SCC soll gemeinsam erfolgen, da AK
die Prakanzerose des SCC ist. Das wesentliche histologische Unterscheidungskrite-
rium zwischen AK und SCC besteht darin, dass beim SCC der Tumor die Basal-
membran durchbrochen hat, weshalb eine Metastasierung maoglich ist. Hieraus ergibt
sich ein unterschiedliches therapeutisches Vorgehen und die Notwendigkeit, sie
diagnostisch zu unterscheiden. Mit dem KFLSM ist eine Abbildung der Haut nur bis
zu einer Tiefe von maximal 250 um mdglich. Damit ist die Basalmembran einer
Beobachtung mit dem KFLSM weitgehend unzuganglich. Deshalb ware es sehr
hilfreich, wenn es Kriterien gabe, die mit dem KFLSM zu beobachten wéaren, die eine
Unterscheidung von AK und SCC ermdglichen.

AK und SCC sind durch eine ausgepragte Hyperkeratose sowie haufigen Parakera-
tosen gekennzeichnet. Dies bereitet grof3e Schwierigkeiten beim Einsatz des
KFLSM, da die Hyperkeratose ein Eindringen des Laserstrahls in die tieferen Schich-
ten der Epidermis stark behindert. Hierin liegt die wesentliche Ursache, weshalb bei
AK und SCC das Stratum spinale und das Stratum basale oft nicht zu beobachten
sind. Deshalb wurde die Untersuchung in solchen Fallen am Rand der L&sion
ausgefuhrt. Andere Moglichkeiten bestehen im Abtragen der Hyperkeratose. Dazu
eignet sich prinzipiell Salizylsaure. Allerdings kénnen dabei auch die Zellen des
Stratum spinale oder des Stratum basale beschadigt werden. Mdglich wére auch ein
mechanisches Abtragen der Hornschicht bei fortgesetzter Erfolgskontrolle.

Die Beurteilung des Stratum granulosum ergab, dass bei einer Erkrankung an SCC
pathologische Veranderungen bis in die obersten Schichten der Epidermis auftraten,
wahrend sie bei AK primar im Stratum spinosum auffielen. Eine solche Veranderung
ist das Vorhandensein von zahlreichen Kernpleomorphien und VergréRerungen des
Zellkerns. Haufig sind atypische Formen des Zellkerns. Im Vergleich mit den entspre-
chenden Schichten gesunder Haut erscheinen gehauft auch Zellen mit deutlich
vergroBertem Durchmesser und einer unregelmafligen Zellanordnung (Verlust der
Zellarchitektur).

Sehr aufféllig insbesondere beim SCC ist die Verteilung des Farbstoffes. Bereits das
Stratum granulosum zeigt ein diffuses, ausgesprochen helles Bild. In einigen Berei-
chen sind die Zellzwischenrdaume vergrof3ert bei kaum angefarbtem Zytoplasma.
Moglicherweise steht dies im Zusammenhang mit einer Schadigung der Desmoso-

men, die die Zellen verbinden. Eventuell besteht hier ein Zusammenhang zur
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makroskopischen Beobachtung der schnellen und grofflachigen Farbstoffausbrei-
tung nach der Injektion bei allen drei untersuchten Erkrankungen. In anderen Berei-
chen dagegen sind die Zellen kaum noch unterscheidbar. Das Zytoplasma erscheint
starker angefarbt, was auf eine Schadigung der Barrierefunktion der Zellmembran
mit einer Anderung der Farbstoffkinetik hindeutet. Dieses Merkmal ist in der Routine-
Histologie nicht sichtbar. Offenbar gelangt der Farbstoff hier schneller und in gréi3e-
rem Umfang ins Zellinnere. Bei der AK ist diese Farbstoffverteilung ebenfalls ab dem
Stratum basale bis zum Stratum spinosum erkennbar, allerdings nicht im gleichen
Ausmalf3. Offenbar liegt beim SCC eine starkere Schadigung der Zellen vor, die vom
Stratum basale bis ins Stratum granulosum reicht. Zu ahnlichen Ergebnissen gelang-
ten Aghassi, Anderson und Gonzalez in [77] und Selkin und Rajadhyaksha in [78]
unter Verwendung des Reflektions-LSM.

Ahnlich wie beim BCC ergibt die Studie auch bei AK und SCC, dass typische krank-
hafte Veranderungen der Haut mit dem KFLSM zu erkennen sind, aber auch hier
reichen insbesondere die Messungen an den Zellen nicht fur eine klare differential-
diagnostische Abgrenzung. Zwar sind die Zellen, Zellkerne und Interzellularraume im
Vergleich zu gesunder Haut signifikant vergrof3ert, beim Vergleich von AK und SCC
ist eine sichere Unterscheidung jedoch nicht moglich. Fir die Beurteilung eines
Erfolges unterschiedlicher Therapieformen (Kryotherapie, Photodynamische u. a.)
sowohl bei AK als auch bei SCC sind die Beobachtungen jedoch maoglicherweise
ausreichend. So sind zusammenfassend die Merkmale, die zu einer Unterscheidung
zwischen AK und SCC heran gezogen werden konnen, die Farbstoffverteilung und
das Vorkommen pathologischer Veranderungen im Stratum granulosum.

Im Rahmen dieser Studie wurde an drei mit Imiquimod behandelte BCC-Probanden
der Heilungsverlauf Uber einen langeren Zeitraum beobachtet und an einem Fall
exemplarisch dargestellt.

Im beschriebenen Fall wurde zunachst klinisch die Verdachtsdiagnose BCC gestellt,
dann auch anhand von KFLSM-Aufnahmen diagnostiziert. Die Aufnahmen zeigten
alle fur BCC typischen Merkmale, wie Verhornungsstérungen, elongierte und vergro-
Berte Zellkerne in den Tumorzellen, Palisadenstellung der Zellen am Rand des
Tumors und Teleangiektasien.

An die nicht-invasive Untersuchung schloss sich die ebenfalls nicht-invasive Therapie
mit Imiquimod 5% an. Im Verlauf der Therapie kam es zu einer inflammatorischen
Reaktion mit R6tung und leichter Krustenbildung. Die KFLSM-Aufnahmen zeigten

weiterhin die Merkmale eines BCC.
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Nach einer sich anschlieRende dreiwdchigen Behandlungspause konnte ein Ruck-
gang der Entzindung festgestellt werden. Der Tumor war jedoch noch nachweisbar,
weshalb die Therapie fur weitere drei Wochen fortgesetzt werden musste. Hieran
schloss sich eine dreimonatige Behandlungspause an, nach der kein Tumor mehr
nachweisbar war. Insbesondere der direkte Vergleich des Stratum basale der zu
beurteilenden Lasion mit Aufnahmen eines BCC und gesunder Haut demonstriert
den Heilungserfolg nachdrtcklich. Wéahrend des Therapieverlaufs konnte klinisch
eine sukzessive Verbesserung des Zustands der Hautoberflache festgestellt werden,
bis kein Unterschied zu gesunder Haut mehr sichtbar war. Mit dem KFLSM konnte
nun kontrolliert werden, ob in den darunter liegenden Zellschichten noch pathologi-
sche Veranderungen auftraten.

Wahrend dieser mehrwdchigen Beobachtung des Behandlungsfortschritts konnte
festgestellt werden, dass sich das KFLSM bei der Untersuchung von BCC besonders

bewahrt hat, was auf die meist wenig ausgepragte Hyperkeratose zurtickzufihren ist.

4.1 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ziele der Studie, mit dem konfoka-
len Fluoreszenz-LSM wesentliche Merkmale von BCC, AK und SCC zu erkennen
und fur die Diagnose von BCC zu nutzen, erreicht worden sind. In eingeschrankter
Weise konnte dies auch fur eine Differenzierung von AK und SCC festgestellt
werden. So kann das KFLSM helfen, die Ausdehnung des jeweiligen Krankheitsher-
des abzugrenzen.

Ein wesentlicher Effekt, der mit dem KFLSM erzielt werden kann, ist die Moglichkeit,
Heilungsprozesse in ihrem zeitlichen Verlauf intravital darzustellen, ohne sie dabei
durch das Diagnoseverfahren zu beeinflussen, wie dies bei der Biopsie der Fall ist.
Mit dem KFLSM ist eine nicht-invasive Behandlung von BCC-Probanden uber
Diagnose Therapie und Therapiekontrolle mdglich geworden, wie sie auch mit dem
konfokalen Reflektions-LSM erreicht wurde [40]. Insgesamt lasst sich feststellen,
dass mit dem KFLSM sowohl qualitative Merkmale gefunden werden kénnen, als

auch messtechnisch erfassbare Veranderungen der Haut nachweisbar sind.

4.2 Probleme und deren mogliche Losung

Ein wesentliches Problem, welches vor einem Praxiseinsatz dieses Verfahrens gelost
werden misste, ist die Art der Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes. Eine Injektion

des Farbstoffes ist schmerzhaft und birgt das Risiko der Metastasierung, falls eine
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andere Krebsart vorliegt (malignes Melanom). Durch eine geeignete Aufbereitung
des Farbstoffes misste dieser nach oberflachlicher Applikation selbst in die Haut
diffundieren.

Ein weiteres Problem besteht darin, dass es schwierig oder unmaoglich ist, eine friher
untersuchte Hautstelle wieder zu finden, da die GroR3e des Untersuchungsgebietes
nur 200 um betragt. Mogliche Anséatze dafur waren ein Verfahren zur Mustererken-
nung, verschiedene Stufen des Abbildungsmal3stabs oder eine dauerhafte Markie-
rung der untersuchten Hautstelle oder Kombinationen davon. Denkbar wére auch die
Anfertigung von Transparenzfolien der Lasion mit Rasterzeichnung und pradefinierter
anatomischer Leitstrukturen. Ein weiterer Lésungsansatz besteht in einer mechani-
schen Fixierung der Sonde (vgl. Reflektions-LSM ,Vivascope 1000“ [80]) fur die
Dauer einer Sitzung, was die Flexibilitat wahrend der Untersuchung jedoch ein-

schrankt.

4.3 Ausblick

In weiteren Studien muss untersucht werden, wie hoch die Spezifitat und Sensitivitat
verschiedener Merkmalskombinationen fur die Diagnose des BCC ist, wobei auf
hohere Fallzahlen, Randomisierung und Verblindung der Studie zu achten ist.

Das Verfahren kdnnte angewendet werden, um die Vollstandigkeit einer Exzision zu
uberprifen. Bei unvollstandiger Exzision tritt in ca. 30% der Félle ein Rezidiv auf [73].
Gerade die haufig fingerférmigen Auslaufer von BCC sind oft klinisch schwer zu
erfassen und fihren so zu einer unvollstandigen Entfernung des Tumors mit an-
schlie3ender Rezidivbildung [74]. Mit der Frage des Auftretens von Rezidiven bzw.
der Spontanheilung bei unvollstandiger Exzision befassen sich Breuninger et al. in
[75]. Tritt beispielsweise nach einer Biopsie ein Erythem in der Umgebung der Narbe
auf, so kann mittels des KFLSM bereits in vivo und nicht-invasiv abgeklart werden,
ob ein Rezidiv vorliegt, wodurch sich die Therapieoptionen im Vergleich zur Primar-
erkrankung verandern kdnnen [34].

Weitere Untersuchungen missen kléaren, ob und unter welchen Umstdnden die
gefundenen Merkmale fiir eine sichere Abgrenzung zwischen AK und SCC genugen.
Haufig finden sich ausgedehnte AK, die sich klinisch schwer von chronisch UV-
geschadigter Haut unterscheiden lassen, wodurch auch die Feststellung der gesam-
ten GroRRe der AK schwierig wird [79]. Solche Feldkanzerisierungen weisen oft nur
geringe Hyperkeratosen auf, was hier den Einsatz des KFLSM zulasst. Hier bietet

das KFLSM die Moglichkeit einer einfachen und schonenden Feststellung der
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Ausdehnung. Bei solchen grofdflachigen Erkrankungen ist die Exzision nicht die
Therapie der Wahl. Hier erdffnet das KFLSM eine Chance fur eine nicht-invasive
Therapiekontrolle an diesen ausgedehnten Erkrankungen, um eine raschere Bildana-
lyse zu ermoglichen. Der Einsatz von automatisierten Bildauswertungs- und

-vermessungsverfahren sollte in weiteren Studien untersucht werden.
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Morphometrische Analyse (SPSS)

Nichtparametrische Tests BCC auf Normalverteilung

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 520 4,4215 1,4903 1,4663 10,1851 3,3239 4,1938 5,1841
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zellkern
N 520
Mittelwert 4,4215
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 1,4903
Extremste Differenzen Absolut ,083
Positiv ,083
Negativ -,042
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,895
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,002
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 720 8,0273 2,7265 2,8604 20,9226 6,0653 7,4766 9,4212
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zelle
N 720
Mittelwert 8,0273
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 2,7265
Extremste Differenzen Absolut ,095
Positiv ,095
Negativ -,054
Kolmogorov-Smirnov-Z 2,546
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 720 1,6665 ,5359 ,0000 4,1831 1,3160 1,6393 1,9702
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Abstand

N 720

Mittelwert 1,6665
Parameter der  standardabweichung
Normalverteilung(a,b) ,5359
Extremste Differenzen Absolut ,074

Positiv ,074

Negativ -,046
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,978
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,001

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.

Nichtparametrische Tests AK auf Normalverteilung

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25, 50. (Median) 75.
Zellkern 660 4,3067 1,3139 1,4663 10,8550 3,4213 4,1616 5,0380
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zellkern

N 660

Mittelwert 4,3067
Parameter der  standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 1,3139
Extremste Differenzen Absolut ,064

Positiv ,064

Negativ -,037
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,642
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,009

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum | Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 730 7,5200 2,2301 2,1858 17,6292 5,9848 7,3334 8,6090
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zelle

N 730

Mittelwert 7,5200
Parameter der  standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 2,2301
Extremste Differenzen Absolut ,083

Positiv ,083

Negativ -,041
Kolmogorov-Smirnov-Z 2,231
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.

Deskriptive Statistiken

55




5 Anhang

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 707 1,5958 ,4831 ,0000 3,2787 1,2461 1,5648 1,9550
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Abstand
N 707
Mittelwert 1,5958
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) ,4831
Extremste Differenzen Absolut ,066
Positiv ,059
Negativ -,066
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,759
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,004
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Nichtparametrische Tests SCC auf Normalverteilung
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum | Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 140 4,1202 1,5669 1,5456 10,9208 2,9755 3,9291 4,9423
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zellkern
N 140
Mittelwert 4,1202
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 1,5669
Extremste Differenzen Absolut ,103
Positiv ,103
Negativ -,073
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,215
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,104
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25, 50. (Median) 75.
Zelle 210 6,8690 2,5760 2,4922 17,5579 5,0380 6,3773 8,1235
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Zelle

N 210

Mittelwert 6,8690
Parameter der  standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 2,5760
Extremste Differenzen Absolut ,115

Positiv ,115

Negativ -,078
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,670
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,008

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 210 1,6197 ,4626 ,4888 2,7322 1,3160 1,6393 1,9087
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Abstand

N 210

Mittelwert 1,6197
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 4626
Extremste Differenzen Absolut ,080

Positiv ,080

Negativ -,047
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,152
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,141

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Nichtparametrische Tests gesunde Haut auf Normalverteilung
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 320 2,9376 ,9364 1,0076 6,3539 2,2531 2,8499 3,4733
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zellkern

N 320

Mittelwert 2,9376
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) ,9364
Extremste Differenzen Absolut ,068

Positiv ,068

Negativ -,042
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,219
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,102

a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.

57




5 Anhang

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 480 4,9658 1,3018 2,0880 10,9998 4,0304 4,8168 5,7260
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Zelle
N 480
Mittelwert 4,9658
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) 1,3018
Extremste Differenzen Absolut ,063
Positiv ,063
Negativ -,024
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,371
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,047
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum | Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 480 ,9302 ,3679 2444 2,4438 ,6912 9775 1,2219
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Abstand
N 480
Mittelwert ,9302
Parameter . der Standardabweichung
Normalverteilung(a,b) ,3679
Extremste Differenzen Absolut ,085
Positiv ,085
Negativ -,074
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,859
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
,002
a Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b Aus den Daten berechnet.
Nichtparametrische Tests auf Homogenitat bei gesunder Haut
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 320 2,9376 ,9364 1,0076 6,3539 2,2531 2,8499 3,4733
Gruppe 480 25,25 5,098 14 33 21,25 25,50 29,75
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Kruskal-Wallis-Test

Range
| Gruppe N Mittlerer Rang
Zellkern 14 30 191,20
19 30 89,20
21 30 110,65
22 30 156,00
24 30 169,48
26 30 221,08
27 20 137,93
28 30 132,72
29 30 165,57
32 30 188,13
33 30 196,02
Gesamt 320
Statistik fur Test(a,b)
Zellkern
Chi-Quadrat 54,150
df 10
Asymptotische Signifikanz ,000
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum | Maximum 25, 50. (Median) 75.
Zelle 480 4,9658 1,3018 2,0880 10,9998 4,0304 4,8168 5,7260
Gruppe 480 25,25 5,098 14 33 21,25 25,50 29,75

Kruskal-Wallis-Test

Rénge

| Gruppe N Mittlerer Rang
Zelle 14 30 340,77
19 30 129,15
20 30 115,40
21 30 162,60
22 30 326,28
23 30 246,77
24 30 244,68
25 30 225,32
26 30 298,63
27 30 224,25
28 30 303,30
29 30 224,67
30 30 161,45
31 30 190,05
32 30 267,57
33 30 387,12

Gesamt 480
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Statistik fur Test(a,b)

Zelle

Chi-Quadrat 141,400

df 15

Asymptotische Signifikanz ,000
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe

Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standard-
N Mittelwert | abweichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 480 ,9302 ,3679 2444 2,4438 ,6912 ,9775 1,2219
Gruppe 480 25,25 5,098 14 33 21,25 25,50 29,75

Kruskal-Wallis-Test

Range
Gruppe N Mittlerer Rang
Abstand 14 30 312,28
19 30 218,07
20 30 253,03
21 30 250,62
22 30 229,98
23 30 271,30
24 30 238,90
25 30 224,97
26 30 213,42
27 30 221,17
28 30 234,63
29 30 258,27
30 30 198,12
31 30 223,12
32 30 213,97
33 30 286,17
Gesamt 480
Statistik fur Test(a,b)
Abstand
Chi-Quadrat 21,268
df 15
Asymptotische Signifikanz ,128

a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
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Nichtparametrische Tests AK auf Homogenitat

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standard-
N Mittelwert | abweichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 660 4,3067 1,3139 1,4663 10,8550 3,4213 4,1616 5,0380
Gruppe 730 47,58 15,972 3 67 38,00 50,00 60,00
Kruskal-Wallis-Test
Range

Gruppe N Mittlerer Rang
Zellkern 3 30 334,72

1 30 327,98

34 30 299,08

35 30 231,38

36 30 220,82

37 30 413,10

38 30 236,70

40 30 305,18

43 30 326,22

47 30 406,85

48 30 352,87

49 30 380,43

50 30 364,83

54 30 325,45

58 30 493,30

59 30 393,28

60 30 329,50

61 30 305,12

63 20 364,63

64 30 270,58

65 10 253,95

66 30 391,37

67 30 234,50

Gesamt 660

Statistik fur Test(a,b)
Zellkern

Chi-Quadrat 82,121
df 22
Asymptotische Signifikanz ,000

a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
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Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standard-
N Mittelwert | abweichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 730 7,5200 2,2301 2,1858 17,6292 5,9848 7,3334 8,6090
Gruppe 730 47,58 15,972 3 67 38,00 50,00 60,00
Kruskal-Wallis-Test
Rénge
| Gruppe N Mittlerer Rang
Zelle 3 30 647,12
1 30 551,53
34 30 350,38
35 30 220,92
36 30 173,78
37 30 427,37
38 30 306,20
40 30 203,20
43 30 415,83
47 30 438,93
48 30 428,17
49 30 431,35
50 30 365,67
54 30 403,98
55 20 370,60
56 30 385,22
58 30 412,05
59 30 155,00
60 30 392,62
61 30 298,02
62 20 423,03
63 20 361,30
64 30 310,98
65 10 403,35
66 30 345,10
67 30 326,02
Gesamt 730
Statistik fur Test(a,b)
Zelle
Chi-Quadrat 190,905
df 25
Asymptotische Signifikanz ,000

a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
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Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 707 1,5958 4831 ,0000 3,2787 1,2461 1,5648 1,9550
Gruppe 730 47,58 15,972 3 67 38,00 50,00 60,00
Kruskal-Wallis-Test
Rénge
Gruppe N Mittlerer Rang
Abstand 3 30 438,65
1 30 516,48
34 30 377,65
35 30 370,27
36 30 226,22
37 30 334,95
38 30 270,10
40 30 284,45
43 30 452,28
47 30 361,38
48 30 378,87
49 30 408,08
50 27 481,56
54 30 378,53
56 30 369,65
58 30 273,23
59 30 331,63
60 30 306,13
61 30 220,18
62 20 420,85
63 20 389,45
64 30 362,82
65 10 331,50
66 30 228,75
67 30 368,18
Gesamt 707
Statistik fur Test(a,b)
Abstand
Chi-Quadrat 100,045
df 24
Asymptotische Signifikanz ,000

a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
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Nichtparametrische Tests auf Homogenitéat bei BCC

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 520 4,4215 1,4903 1,4663 10,1851 3,3239 4,1938 5,1841
Gruppe 720 31,96 27,654 1 73 7,25 16,50 65,25
Kruskal-Wallis-Test
Range
| Gruppe N Mittlerer Rang
Zellkern 1 30 267,58
2 30 289,02
4 30 223,75
5 30 252,43
6 30 261,08
7 30 260,65
8 10 213,25
9 30 219,65
10 30 255,80
15 30 184,98
16 30 209,73
17 30 227,88
18 30 298,62
51 30 338,77
52 30 275,08
53 30 342,77
57 30 253,30
68 30 283,15
Gesamt 520
Statistik fur Test(a,b)
Zellkern
Chi-Quadrat 38,781
df 17
Asymptotische Signifikanz ,002
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 720 8,0273 2,7265 2,8604 20,9226 6,0653 7,4766 9,4212
Gruppe 720 31,96 27,654 1 73 7,25 16,50 65,25
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Kruskal-Wallis-Test

Range
| Gruppe N Mittlerer Rang
Zele 1 30 286,97
2 30 574,75
4 30 571,32
5 30 440,38
6 30 386,98
7 30 332,82
8 30 318,85
9 30 353,87
10 30 332,93
13 30 431,15
15 30 276,13
16 30 163,00
17 30 440,23
18 30 366,17
51 30 433,18
52 30 453,27
53 30 378,18
57 30 332,60
68 30 352,62
69 30 254,63
70 30 403,17
71 30 343,70
72 30 234,98
73 30 190,12
Gesamt 720
Statistik fur Test(a,b)
Zelle
Chi-Quadrat 164,208
df 23
Asymptotische Signifikanz ,000
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 720 1,6665 ,5359 ,0000 4,1831 1,3160 1,6393 1,9702
Gruppe 720 31,96 27,654 1 73 7,25 16,50 65,25
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Kruskal-Wallis-Test

Range
Gruppe N Mittlerer Rang

Abstand 1 30 335,45
2 30 475,88
4 30 465,57
5 30 412,67
6 30 340,22
7 30 276,10
8 30 330,15
9 30 473,93
10 30 431,77
13 30 279,87
15 30 284,08
16 30 293,48
17 30 385,97
18 30 367,33
51 30 585,67
52 30 435,42
53 30 291,15
57 30 343,62
68 30 459,62
69 30 289,33
70 30 331,28
71 30 322,57
72 30 302,87
73 30 138,02
Gesamt 720

Statistik fur Test(a,b)
Abstand

Chi-Quadrat 140,998

df 23

Asymptotische Signifikanz ,000

a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe

Nichtparametrische Tests auf Homogenitéat bei SCC

Deskriptive Statistiken

Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zellkern 140 4,1202 1,5669 1,5456 10,9208 2,9755 3,9291 4,9423
Gruppe 210 38,43 11,044 12 46 39,00 42,00 45,00
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Kruskal-Wallis-Test

Range

| Gruppe N Mittlerer Rang
Zellkern 12 30 70,87
39 10 33,05
41 30 67,68
44 30 75,02
45 10 55,20
46 30 86,02

Gesamt 140

Statistik fur Test(a,b)

Zellkern
Chi-Quadrat 14,862
df 5
Asymptotische Signifikanz 011
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Zelle 210 6,8690 2,5760 2,4922 17,5579 5,0380 6,3773 8,1235
Gruppe 210 38,43 11,044 12 46 39,00 42,00 45,00
Kruskal-Wallis-Test
Rénge
| Gruppe N Mittlerer Rang
Zelle 12 30 176,00
39 30 86,43
41 30 54,02
42 30 74,95
44 30 106,98
45 30 86,62
46 30 153,50
Gesamt 210
Statistik fur Test(a,b)
Zelle
Chi-Quadrat 94,093
df 6
Asymptotische Signifikanz ,000
a Kruskal-Wallis-Test
b Gruppenvariable: Gruppe
Deskriptive Statistiken
Perzentile
Standardab-
N Mittelwert weichung Minimum Maximum 25. 50. (Median) 75.
Abstand 210 1,6197 ,4626 ,4888 2,7322 1,3160 1,6393 1,9087
Gruppe 210 38,43 11,044 12 46 39,00 42,00 45,00
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Kruskal-Wallis-Test

Rénge
Gruppe N Mittlerer Rang
Abstand 12 30 151,50
39 30 68,63
41 30 94,55
42 30 92,07
44 30 108,02
45 30 76,27
46 30 147,47
Gesamt 210
Statistik fur Test(a,b)
Abstand
Chi-Quadrat 52,078
df 6
Asymptotische Signifikanz ,000

a Kruskal-Wallis-Test

b Gruppenvariable: Gruppe

Nichtparametrische Tests auf Homogenitat von AK und BCC

Mann-Whitney-Test

Rénge
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang | Rangsumme
Zellkern 1 660 584,09 385501,00
2 520 598,63 311289,00
Gesamt 1180
Statistik fir Test(a)
Zellkern
Mann-Whitney-U 167371,00
0
Wilcoxon-W 385501,00
0
4 -,728
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 467
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test
Rénge
I Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zelle 1 730 692,92 505834,50
2 720 758,53 546140,50
Gesamt 1450
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Statistik fir Test(a)

Zelle
Mann-Whitney-U 239019,50
0
Wilcoxon-W 505834,50
0
z -2,983
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 003

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Mann-Whitney-Test

Range
Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Abstand 1 707 693,20 490095,00
2 720 734,42 528783,00
Gesamt 1427
Statistik fur Test(a)
Abstand
Mann-Whitney-U 239817,00
0
Wilcoxon-W 490095,00
0
z -1,890
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 059

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Nichtparametrische Tests auf Homogenitat von AK und SCC

Mann-Whitney-Test

Range
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang | Rangsumme
Zellkern 1 660 409,29 270129,50
4 140 359,08 50270,50
Gesamt 800
Statistik fur Test(a)
Zellkern
Mann-Whitney-U 40400,500
Wilcoxon-W 50270,500
z -2,335
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 020
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test
Range
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zelle 1 730 493,28 360092,50
4 210 391,32 82177,50
Gesamt 940
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Statistik fir Test(a)

Zelle
Mann-Whitney-U 60022,500
Wilcoxon-W 82177,500
z -4,796
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Mann-Whitney-Test

Range
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Abstand 1 707 457,09 323164,00
4 210 465,42 97739,00
Gesamt 917
Statistik fir Test(a)
Abstand
Mann-Whitney-U 72886,000
Wilcoxon-W 323164,000
z -,401
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 689

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Nichtparametrische Tests auf Homogenitat bei AK und gesunder Haut
Mann-Whitney-Test

Rénge
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zellkern 1 660 588,88 388659,50
3 320 287,60 92030,50
Gesamt 980
Statistik fir Test(a)
Zellkern
Mann-Whitney-U 40670,500
Wilcoxon-W 92030,500
z -15,627
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test
Rénge
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zelle 1 730 775,22 565910,00
3 480 347,39 166745,00
Gesamt 1210

70



5 Anhang

Statistik fir Test(a)

Zelle
Mann-Whitney-U 51305,000
Wilcoxon-W 166745,00
0

z -20,835

Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test

Range
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Abstand 1 707 768,87 543592,50
3 480 336,43 161485,50
Gesamt 1187
Statistik fur Test(a)
Abstand
Mann-Whitney-U 46045,500
Wilcoxon-W 161485,50
0

z -21,348

Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Nichtparametrische Tests auf Homogenitéat bei BCC und gesunder Haut

Mann-Whitney-Test

Rénge
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zelle 2 720 777,94 560120,00
3 480 334,33 160480,00
Gesamt 1200
Statistik fur Test(a)
Zelle
Mann-Whitney-U 45040,000
Wilcoxon-W 160480,00
0
z 21,724
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test
Rénge
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Abstand 2 720 782,42 563341,50
3 480 327,62 157258,50
Gesamt 1200
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5 Anhang

Statistik fir Test(a)

Abstand
Mann-Whitney-U 41818,500
Wilcoxon-W 157258,50
0
z -22,288
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Mann-Whitney-Test

Range
|Krankheits-Nr N Mittlerer Rang | Rangsumme
Zelkern 2 520 518,32 269526,00
3 320 261,54 83694,00
Gesamt 840
Statistik fur Test(a)
Zellkern
Mann-Whitney-U 32334,000
Wilcoxon-W 83694,000
V4 -14,896
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Nichtparametrische Tests auf Homogenitéat bei SCC und gesunder Haut

Mann-Whitney-Test

Réange
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zelkern 3 320 196,48 62873,00
4 140 308,26 43157,00
Gesamt 460
Statistik fur Test(a)
Zellkern
Mann-Whitney-U 11513,000
Wilcoxon-W 62873,000
z -8,300
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000
a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
Mann-Whitney-Test
Réange
| Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Zele 3 480 293,99 141117,50
4 210 463,23 97277,50
Gesamt 690
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5 Anhang

Statistik fir Test(a)

Zelle
Mann-Whitney-U 25677,500
Wilcoxon-W 141117,50
0
z -10,262
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr

Mann-Whitney-Test

Range
Krankheits-Nr N Mittlerer Rang Rangsumme
Abstand 3 480 265,54 127457,00
4 210 528,28 110938,00
Gesamt 690
Statistik fur Test(a)
Abstand
Mann-Whitney-U 12017,000
Wilcoxon-W 127457,00
0
z -15,955
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000

a Gruppenvariable: Krankheits-Nr
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