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0. Abstrakt

Hintergrund: Nichtmelanome Hauttumoren (NMSC) stellen die héaufigsten malignen
Neoplasien der Haut dar und nehmen in ihrer Inzidenz zu. Zu den NMSC gehoren das
Basalzellkarzinom (BCC) und das Plattenepithelkarzinom (SCC). Der wichtigste Risikofaktor
fiir die Entwicklung eines SCC ist die aktinische Keratose (AK), die als Prikanzerose gilt und
deren klinische Unterscheidung zum SCC schwierig sein kann.

Das bisherige Standardverfahren zur Diagnosesicherung ist die invasive Biopsieentnahme mit
anschlieender histologischer Untersuchung. Ziel dieser Arbeit ist es, die Moglichkeiten der
Multiphotonentomographie (MPT) zur Diagnostik von NMSC im Vergleich zur Laser-Scan-

Mikroskopie (LSM) als nichtinvasive optische Verfahren darzustellen.

Methoden: 23 Probanden mit BCC, AK oder SCC wurden mittels MPT und LSM jeweils an der
erkrankten und an einer gesunden Vergleichsstelle untersucht. Aulerdem wurden die mittels
MPT  gewonnenen Bilder anhand der =zelluliren, morphologischen Parameter

Zellkerndurchmesser, Zellkern-Zytoplasma-Verhéltnis und Zelldichte systematisch analysiert.

Ergebnisse: Mittels MPT und LSM konnten horizontale Schnittbilder der verschiedenen NMSC
gewonnen werden. Beide Verfahren ermoglichten die Darstellung charakteristischer Merkmale
der einzelnen Tumoren, wie elongierte Zellen, Palisadenstrukturen oder Hyper- und
Parakeratosen. In der Analyse der mittels MPT aufgenommenen Bilder konnte gezeigt werden,
dass die untersuchten morphologischen Parameter geeignet sind, um die einzelnen NMSC

voneinander zu unterscheiden.

Zusammenfassung: Die MPT ist ein geeignetes nichtinvasives optisches Verfahren zur
Unterscheidung der NMSC untereinander. Aufgrund der im Vergleich zur LSM hoheren
Auflosung ist es auBerdem moglich, zelluldre, morphologische Parameter in die Diagnostik mit

einzubeziehen.



Background: Nonmelanoma skin cancers (NMSC) are the most common skin cancers with an
increasing incidence. Basal cell carcinoma (BCC) and squamous cell carcinoma (SCC) belong to
the group of NMSC. The most important risk factor for the development of SCC is Actinic
Keratosis (AK), which is considered as a precursor lesion. The clinical discrimination between
AK and SCC is not possible in every case.

The standard diagnostic procedure is invasive tissue biopsy followed by histological
examination. The aim of this thesis was to demonstrate the applicability of multiphoton
tomography (MPT) in diagnostics of NMSC by comparing it to laser scanning microscopy

(LSM), which are both noninvasive optical methods.

Methods: 23 Patients with BCC, AK or SCC were examined using MPT and LSM. The
examination was performed in the affected area and in a healthy area for comparison.
Furthermore, the images obtained by MPT were systematically analyzed on the basis of cellular

morphologic parameters, such as nucleus diameter, nucleus-cytoplasm-ratio and cell density.

Results: Horizontal cross sections of the different NMSC were obtained by MPT and LSM.
Both systems enable the visualization of characteristics of the tumors, such as elongated cells,
palisading structures or hyper- and parakeratosis. The analysis of the images obtained by MPT

demonstrated that the examined morphological parameters were suitable for the differentiation

of NMSC.

Conclusion: MPT as a noninvasive optical system is appropriate for differentiation of NMSC.
Furthermore it is possible to include cellular morphologic parameters because of the higher

resolution compared to LSM.



1. Einleitung

Diese Arbeit vergleicht die Untersuchungen von epithelialen Tumoren mittels
Multiphotonentomographie (MPT) und Laser-Scan-Mikroskopie (LSM). Die epithelialen
Tumore werden in Melanome und Nichtmelanome Hauttumore (NMSC) unterteilt. Zu letzteren
gehoren das Basalzellkarzinom (BCC) und das Plattenepithelkarzinom (SCC), welche die
haufigsten malignen Hautverdnderungen darstellen. Die aktinische Keratose (AK) ist die
wichtigste Prakanzerose des SCC und tritt mit einer Privalenz von 15% [1] auf. Aus 6-16% der
AKs [1, 2] entwickelt sich ein SCC. Daher ist eine moglichst frithe Diagnostik von AK und
anderen Hauttumoren wichtig. Zur Zeit erfolgt dies durch die klinische Untersuchung und einer
anschlieBenden Probeexzision, die histologisch begutachtet wird. Dieses Verfahren birgt in sich
allerdings einige Nachteile. Die klinische Untersuchung ist stark von der Erfahrung des
jeweiligen Arztes abhdngig, da es eine Vielzahl an Differenzialdiagnosen gibt. Die
Probeexzision zur histologischen Sicherung verursacht in jedem Fall Schmerzen und fiihrt
obligat zur Narbenbildung. Daher wurden in den letzten Jahren einige nichtinvasive optische
Verfahren entwickelt, die wie die Histologie eine morphologische Analyse der Haut erlauben.
Dazu gehoren die Optische Kohdrenztomographie (OCT) und die Laser-Scan-Mikroskopie mit
der Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie (FLSM) und der Reflektions-Laser-Scan-Mikroskopie
(RLSM). Die RLSM erlaubt eine Darstellung von horizontalen Schnittbildern der Haut in
zelluldrer Auflésung mit einer Eindringtiefe bis zu 250 pm. Somit kénnen alle Hautschichten bis
zur oberfldchlichen Dermis dargestellt werden. In spezialisierten Kliniken findet die LSM bereits
Anwendung zur Darstellung der Hautoberfldche und krankhafter Verdnderungen wie epitheliale
Hauttumore, Psoriasis oder FEkzeme [3]. Eine weitere Neuentwicklung ist die
Multiphotonentomographie (MPT). Sie erlaubt wie die LSM eine Darstellung von horizontalen
Schnittbildern der Haut, jedoch mit einer hoheren Auflésung. Wie in der LSM sind
Echtzeitaufnahmen der einzelnen Lidsionen moglich. Bisher findet die Untersuchung mittels
MPT nur im Rahmen von klinischen Studien statt. Zusétzlich ist es mit diesem System moglich,
eine kohidrente Anti-Stokes-Raman-Spektroskopie (CARS) zur Messung von Lipidsignalen
durchzufiihren.

Ziel dieser Arbeit ist es, Einsatzmoglichkeiten der MPT als neues Verfahren zur Diagnostik von
epithelialen Hauttumoren im Vergleich zur RLSM darzustellen. AuBerdem werden erste

Untersuchungen der Haut mittels CARS vorgestellt.



1.1 Die Haut

Die Haut ist die dullere Barriere des Menschen zur Umwelt. Mit einer Flache von 1,5 bis 2 m’
und einer Dicke von 1,5 bis 4 mm ist sie eines der grofiten Organe [4, 5].

Makroskopisch unterscheidet man die Felderhaut und die Leistenhaut. Letztere findet sich an
Handinnenflichen und FuBlsohlen. Die restlichen Korperpartien bestehen aus Felderhaut, deren

Bezeichnung auf die feinen Furchen, in deren Schnittpunkten die Haarfolikel liegen, zuriickgeht.

1.1.1 Aufbau der Haut

Mikroskopisch gliedert sich die Haut in 3 Schichten: Epidermis, Dermis und Subcutis. In Abb. 1
ist der Aufbau der Haut dargestellt.

Die Epidermis hat eine Dicke von etwa 0,1 mm und ist in verschiedenen Schichten aufgebaut.
Sie besteht von unten nach oben aus dem Stratum basale mit den basalen Stammzellen, dem
Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum und Stratum corneum. Das Stratum
spinosum besteht aus 2-5 Zelllagen. Die Zellen nehmen an Volumen zu und orientieren sich
entlang der horizontalen Achse. Im Stratum granulosum treten die sogenannten

Keratohyalinkorper auf, welche als Vorldufer der Keratinmatrix im Stratum corneum gelten.
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Abb. 1 Aufbau der Haut
Quelle: http://www.skin-care-forum.basf.com



Im oberen Stratum granulosum finden diverse Differenzierungsvorginge statt: Die Zellen platten
ab, dehydrieren, die Zellkerne und -organellen verschwinden und die zementartige Lipidsubstanz
des Interzellularraums wird gebildet. Das abrupt beginnende Stratum corneum bildet mit 10-20
Zelllagen eine feste, kohdrente Schicht mit hexagonalen Korneozyten, welche aus
Keratinfilamenten, die in einer amorphen Proteinmatrix eingebettet sind, bestehen.

Den Ubergang zwischen Epidermis und Dermis bildet die dermoepidermale Junktionszone.

Sie besteht aus 3 Anteilen: der Zellmembran der Basalzellen, die sogenannte Lamina lucida; der
Basallamina, auch Lamina densa genannt, welche aus Kollagen Typ IV und anderen Proteinen
besteht; sowie dem sublamindren Raum unterhalb der Lamina densa, in dem sich
Ankerfilamente befinden.

Die Dermis bildet das bindegewebige Geriist der Haut. Sie sorgt fiir die Straffheit der Haut und
fiir die vaskulédre und nervale Versorgung der Epidermis.

Die Subcutis ist eine bindegewebige Verschiebeschicht, in dessen Septen Fettgewebe eingelagert

ist.

1.1.2 Funktionen der Haut

Die Haut ist ein Représentationsorgan. Sie spiegelt die gesundheitliche Verfassung des
Menschen wider. Viele Erkrankungen &uflern sich in  Hautverdnderungen, z.B.
Lebererkrankungen durch eine ikterische Farbung und andere sogenannte Leberhautzeichen [6]
oder hypoxische Zustédnde durch ein zyanotisch verdndertes Lippenkolorit [7].

Mit Hilfe von Rezeptoren fiir Schmerz-, Warme- und Tastreize erfiillt die Haut verschiedene
Sinnesfunktionen. Auf diese Art schiitzt sie beispielsweise vor Verbrennungen oder
Stichverletzungen. Zudem konnen Tastreize im Gehirn auch mit Emotionen verkniipft
werden [8].

Des Weiteren libernimmt die Haut eine wichtige Rolle zum Schutz des Organismus. Sie bildet
eine Barriere gegeniiber der Umwelt und verhindert so das Austrocknen des Korpers und das
Eindringen korperfremder Substanzen [9-11]. Diese Funktion wird vor allem durch die
Hornschicht gewihrleistet.

AuBlerdem bietet die Haut einen Schutz in Bezug auf mechanische Noxen [9]. Die Dermis
besteht aus einem straffen, elastischen und reiflfesten Kollagengeflecht. Sie schiitzt somit vor
schlagenden und scherenden Kréften: die Hornschicht wirkt Friktionstraumata entgegen und das
subkutane Fettgewebe kann stumpfe Gewalteinwirkung durch Verteilung der einwirkenden Kraft

abmildern.



Die in der Basalzellschicht gelegenen Melanozyten produzieren Melanin, um die Haut vor der
schiadlichen Wirkung des UV-Lichts zu bewahren [12, 13].

Die Haut spielt auch eine wichtige Rolle in der Thermoregulation des Korpers [14]. Das
subkutane Fettgewebe dient als innere Isolationsschicht zwischen Korper und Umwelt. Die
Behaarung stellt die &uBlere Isolationsschicht dar. AufBlerdem verfiigt die Haut {iber einen
GefaBlplexus, der mittels Weit- oder Engstellung zu einer unterschiedlichen Perfusion des
Gewebes fiihrt. Bei Weitstellung kann die entstandene Warme abtransportiert werden.

Des Weiteren ist die Haut eine Barriere fiir Mikroorganismen [9]. Durch die Hornschicht wird
ein mechanischer Schutz gewihrleistet. Das trockene und saure Milieu der Haut ist
keimfeindlich gegeniiber Anflugkeimen. Die Besiedelung mit Normalflora stellt ebenfalls einen
Abwehrmechanismus gegen pathogene Keime dar.

Die Haut iibernimmt auch eine immunologische Funktion [15]. Sie enthilt die Langerhans-
Zellen, welche hautspezifische, antigenprisentierende Zellen sind. Aulerdem wird iiber Driisen

ein IgA-Oberflachenfilm sezerniert.

1.2 Epitheliale Hauttumore

Zu den epithelialen Tumoren gehéren benigne und maligne Tumore der Epidermis und der
Adnexe der Haut [5]. Dazu zdhlt man gutartige Altersveranderungen wie die seborrhoische
Keratose, verschiedene Pridkanzerosen des Plattenepithelkarzinoms (SCC) wie aktinische
Keratose (AK) oder Morbus Bowen (M. Bowen) und das Plattenepithelkarzinom selbst. Zudem
gehoren noch Pseudokanzerosen — Hautverdnderungen, die makroskopisch und mikroskopisch
das SCC imitieren — in die Gruppe der epithelialen Tumore. Aulerdem fallen in diese Kategorie:
Keratoakanthome als benigne Tumore des Haarfollikels, Basalzellkarzinome und Adnextumore,

die von allen Adnexen der Haut ausgehen konnen.

1.2.1 Vorsorge

Die Pravention von Hauttumoren nimmt eine wichtige Stellung im Management dieser
Erkrankungen ein. Die Aufklarung des Patienten iiber UV-Schutz ist dabei besonders wichtig
[16-18]. Dazu zdhlen das Vermeiden von starker und chronischer Sonnenlichtexposition und
MaBnahmen zum Sonnenschutz wie das Tragen entsprechender Kleidung oder die Verwendung
eines Sonnenschutzmittels. Fiir Patienten mit erhhtem Risiko fiir Hauttumore, beispielsweise

immunsupprimierte Patienten, besteht die Notwendigkeit einer Schulung zur Selbsterkennung



von Hautverdnderungen, die sich als Friihstadium eines Hauttumors erweisen konnen. Dartiber

hinaus sollten Risikopatienten einmal jéhrlich ihren Hautarzt konsultieren.

1.2.2 Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom (BCC) ist der hédufigste nichtbenigne Tumor der Haut [5]. Oft wird er
auch als semimaligne bezeichnet, da er zwar durch invasives Wachstum eine lokale Destruktion
hervorruft, aber sehr selten Metastasen bildet (0,0028-0,55% in Lymphknoten,
Knochen, Lunge) [19].

Die Inzidenz betridgt in Deutschland ca. 50-80 pro 100.000 pro Jahr, in Australien liegt sie bei
mehr als 1000 pro 100.000 pro Jahr [20]. Mit dem Lebensalter nimmt die Inzidenz linear zu [21].
Basalzellkarzinome entstehen durch somatische Mutationen des PTCH-1 oder -2-Gens [19], die
vor allem durch UV-Licht verursacht werden. Ein weiterer Risikofaktor ist der genetisch
festgelegte Hauttyp, wobei vor allem eine geringe Hautpigmentierung das Risiko, ein BCC zu
entwickeln, erhoht [17]. Weiterhin spielen Arsenkontakt und Immunsuppression eine Rolle in
der Entstehung von BCCs. AuBBerdem konnen BCCs im Rahmen von assoziierten Syndromen

wie Xeroderma pigmentosum, Basalzellndvussyndrom und Albinismus entstehen.

1.2.2.1 Klinisches Bild

Basalzellkarzinome konnen an allen follikeltragenden Regionen des Kdorpers sowie auf Mund-
und Genitalschleimhaut auftreten. Mit ca. 80% findet sich das BCC bevorzugt im Koptbereich
[17], da dieser am meisten dem UV-Licht exponiert ist. Das Verteilungsmuster korreliert jedoch
nicht absolut mit der UV-Belastung. Man findet das Basalzellkarzinom auch an nicht
sonnenexponierten Stellen, beispielsweise retroaurikuldr oder am Rumpf [5]. In der Regel finden
sich keine Metastasen, jedoch kann das BCC durch sein infiltrierendes Wachstum
lebenswichtige Strukturen zerstoren und zum Tod fithren [17].

Als Priméreffloreszenz treten sogenannte Basaliomknétchen auf, welche halbkugelig, derb, fahl
und von perlmuttartigem Glanz sind [5]. H&ufig sind diese Knoétchen iiberzogen von
Teleangiektasien. Sie haben eine glatte Oberfliche und konnen Pigmentpunkte tragen.

Es werden oberflidchliche, pigmentierte und sklerodermiforme Basalzellkarzinome, sowie Ulcus
rodens und Ulcus terebrans unterschieden, wobei vor allem fiir letztere das infiltrierende

Wachstum charakteristisch ist.



1.2.2.2 Histologie

Histologisch entsteht der Tumor aus dem epidermalen Gewebe oder aus Haarfollikelepithel. Es
finden sich basaloide Zellverbinde mit chromatindichten Kernen, die von einem dermalen
Stroma umgeben sind. Die Zellverbiande sind scharf vom restlichen Gewebe abgegrenzt und
haben eine lappige, strang- oder fingerformige Struktur [20]. Periphere Zelllagen sind meist
palisadenartig angeordnet [22]. Oft findet sich eine peritumorale Spaltbildung zwischen
Tumorepithel und -stroma [23]. Teilweise finden sich auch lymphozytire Infiltrate um die
Tumorzellverbdnde. Es wird zwischen verschiedenen Subtypen differenziert, z. B. nodulér,

fibroepithelial, pigmentiert, basosquamos, sklerosierend, superfiziell oder infiltrierend [24].

1.2.2.3 Diagnostik und Therapie

Die Diagnose eines Basalzellkarzinoms wird in der Regel klinisch gestellt [17]. Um weitere
Differenzialdiagnosen auszuschlieen, wird die Auflichtmikroskopie verwendet. AnschlieBend
sollte die Diagnose histologisch anhand einer Biopsie verifiziert werden.

Standardtherapie ist die operative Entfernung des Tumors mit anschlieBender histologischer
Sicherung. Bei inkompletter Resektion muss, soweit das moglich ist, eine Nachexzision
erfolgen. Neben der Operation existieren weitere Therapieoptionen, z.B. Strahlentherapie,
Kiirettage, Kryotherapie, Lasertherapie und Phototherapie als lokal destruierende Verfahren
sowie topische medikamentose Behandlungen mit Imiquimod und 5-Fluorouracil [17, 25]. Bei
den nichtoperativen Verfahren ist eine histologische Sicherung jedoch nicht moglich. Sie bergen
auch ein hoheres Rezidivrisiko im Vergleich zur chirurgischen Entfernung des Tumors.

Bei inoperablen Basalzellkarzinomen erfolgt eine Chemotherapie mit Cisplatin plus
Doxorubicin [17].

Zur Nachsorge des BCC werden jdhrliche Kontrollen bis zu 3 Jahren nach Therapie [17]

empfohlen, da Rezidive hdufig in diesem Zeitraum auftreten.

1.2.3 Aktinische Keratose

Aktinische Keratosen stellen ein Carcinoma in situ der Epidermis dar [26]. Dort proliferieren
transformierte Keratinozyten, in denen eine hohe Mutationsrate des Tumorsuppressorgens p53
und des Telomerasegens vorliegen [1, 2]. Aktinische Keratosen gelten als Risikofaktor und
Vorstufe des invasiven Plattenepithelkarzinoms. Bei 6-16 % aller Patienten mit aktinischer
Keratose kommt es im spdteren Verlauf zur Entwicklung eines invasiv wachsenden

Plattenepithelkarzinoms [27, 28].



In der europdischen Bevolkerung wird die Prdvalenz der aktinischen Keratose mit 6-15%
angegeben [29]. Risikofaktoren fiir die Entstehung sind neben einem hellen Hauttyp (Fitzpatrick
I-11I) [30, 31] lange Sonnenexposition, PUVA(Psoralen + UVA) - Therapie, Arsenexposition,
chronische Hautentziindungen und nicht heilende Ulcera [21]. Daher treten aktinische Keratosen
fast ausschlieBlich an sonnenlichtexponierten Korperarealen wie Kopf, Hals, Dekolleté, Arm und

Handrucken auf.

1.2.3.1 Klinisches Bild

Die Hautldsionen stellen sich als erythematdse, hyperkeratotische Makulae, Papeln und Plaques
mit einem Durchmesser von einem Millimeter bis circa zwei Zentimeter dar [21]. Mit
Fortschreiten  des Krankheitsbildes vergroern sich die Keratosen und es kommt zur

Hyperkeratose [16].

1.2.3.2 Histologie

Histologisch finden sich eine vermehrte Anzahl und atypische Formen von basalen
Keratinozyten [32]. AuBBerdem treten dyskeratotische Zellen und Mitosen auf [22]. Ein weiteres
histologisches Merkmal der aktinischen Keratose ist das sogenannte Flaggenzeichen, welches
eine alternierende Para- und Orthokeratose bezeichnet [22]. Charakteristisch ist auch eine
Hyperplasie der Epidermis. In der Dermis finden sich héufig eine solare Elastose und

entzindliche Infiltrate.

1.2.3.3 Diagnostik und Therapie

Die Diagnose der aktinischen Keratose erfolgt klinisch. Zur Abgrenzung zu anderen
Hautverdnderungen wird die Dermatoskopie (Auflichtmikroskopie) angewandt. Eine
histologische Aufarbeitung erfolgt in der Regel nur bei unklarer Klinik, beispielsweise bei
Verdacht auf Plattenepithelkarzinom [2].

Therapeutisch gibt es diverse Mdglichkeiten: Zum einen gibt es physikalische Methoden wie die
Kryotherapie mit fliissigem Stickstoff. Dadurch werden epitheliale Zellen durch Separation der
Epidermis von der Dermis zerstort. Zum anderen gibt es die topische Pharmakotherapie. Dafiir
stehen verschiedene Arzneimittel wie Imiquimod, 5-Fluorouracil oder Diclofenac-Hyaluronséaure
zur Verfliigung [18]. Zum Ausschluss eines invasiven Wachstums kann die Lésion auch mittels

Kiirretage exzidiert werden. Auf diese Art ist eine histologische Aufarbeitung moglich.



1.2.4 Spinalzellkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom (SCC) der Haut ist ein invasiv wachsender, maligner Tumor. Er
wichst lokal destruierend, metastasiert aber selten [33].

In Deutschland betragt die Inzidenz circa 15-20 pro 100.000 Einwohner pro Jahr, in Australien
dagegen liegt eine 10-fach hohere Inzidenz vor [20, 34]. Damit ist das SCC ein haufiger Tumor.
Wichtigster Risikofaktor fiir die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Haut ist
UV-Strahlung [35]. Aktinische Keratosen gelten sowohl als Vorstufe als auch als Risikofaktor
fiir das SCC.[24] Weitere Faktoren wie chronische Wunden und Entziindungen, lang bestehende
Narben, Arsenexposition, Rontgenstrahlung und Immunsuppression sind ebenfalls als Griinde

zur Entstehung von Plattenepithelkarzinomen zu nennen.

1.2.4.1 Klinisches Bild

Aktinische Keratosen, Morbus Bowen und Porokeratosen gelten als in situ Vorstufen
des SCC [24].
Klinisch imponiert das Plattenepithelkarzinom als rote, unscharf begrenzte, zentral schuppende

Plaques oder Tumore mit oder ohne Ulzerationen [36].

1.2.4.2 Histologie

Histologisch finden sich atypische epitheliale Tumorzellformationen, die bis in die Dermis
reichen [20, 22]. Alle Zellen neigen zur Verhornung, sodass sich intraepitheliale Hornperlen
bilden. Zur Unterscheidung von anderen invasiv wachsenden Hauttumoren kdénnen

immunhistologische Marker verwendet werden [18].

1.2.4.3 Diagnostik und Therapie

Therapie der ersten Wahl ist die chirurgische Exzision mit histopathologischer Kontrolle der
Schnittrdnder [18]. Sollte dies nicht mdglich sein, so kann eine Strahlentherapie erfolgen [37].
Diese kann in manchen Féllen auch in Kombination mit einer Chemo- oder Immuntherapie
durchgefiihrt werden [38]. Lymphadenektomien erfolgen bei Tumoren mit hoherem
Metastasierungsrisiko zur Ausbreitungsdiagnostik. Sollten Fernmetastasen vorliegen, so kdnnen
Chemo- oder Immuntherapie als lebensverlingernde MafBlnahmen angewandt werden [18]. Die
gleiche Wirkung wird durch Verringerung der Tumormasse mittels operativer Eingriffe oder

Strahlentherapie erzielt.
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Es werden halbjdhrliche Kontrollen fiir 5 Jahre nach Therapie eines Plattenepithelkarzinoms
empfohlen [18], da Rezidive hédufig in den ersten 2 Jahren nach Therapie auftreten. Bei
immunsupprimierten Patienten wird beim SCC bis zum dritten Jahr die Sonographie der

Lymphknoten empfohlen [18].

1.3 Malignes Melanom

Das maligne Melanom der Haut (MM) ist, ohne Beriicksichtigung des nichtmelanomen
Hautkrebs, der achthdufigste Tumor bei Mannern und sogar der fiinfthdufigste Tumor bei Frauen
[39, 40]. Seit den 1980er Jahren verdreifachte sich die Zahl der Neuerkrankungen, wobei die
Sterberate seit der Jahrtausendwende unverédndert blieb [21]. Dies ist vor allem auf die Detektion
des Melanoms in einem frithen Tumorstadium zuriickzufiihren.

UV-Strahlung gilt als wichtigster &tiologischer Faktor fiir die Entstehung des MM, weil sie
Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen induziert. Daher zédhlen Menschen mit
Hauttyp I oder II nach Fitzpatrick [30, 31] und Menschen mit groBBer Anzahl von Névi
(erworben, kongenital oder dysplastisch) zu den Hauptrisikogruppen.
Daneben sind Hochrisikogene wie CDKN2A [41], ein Tumorsuppressor-Gen und CDK4 [42],
dessen Genprodukt ein Protein mit regulatorischer Funktion im Zellzyklus darstellt, in Familien
mit gehduften Vorkommen von MM von Bedeutung.

Im Gegensatz zum nichtmelanomen Hautkrebs kommt es beim MM héaufig zur Metastasierung.
Bei einer Tumoreindringtiefe grofler als Imm, liegt schon in 15,6% eine Metastasierung in den

Wichterlymphknoten vor [43].

1.3.1 Klinisches Bild

Es werden vier klinisch-histologische Subtypen unterschieden: das superfiziell spreitende
Melanom, das noduldre Melanom, das Lentigo-maligna-Melanom und das akral-lentiginose
Melanom [44, 45].

Das superfiziell spreitende Melanom ist mit 60% aller malignen Melanome der héufigste
Typ [45]. Es imponiert als unregelmifig pigmentierte, unscharf begrenzte und gro3e Macula
oder als Plaque.

Das noduldre Melanom erscheint meist als dunkelbrauner Knoten ohne Randsaum. Nach einer

kurzen intraepidermalen Wachstumsphase kommt es zum Wachstum in das Korium hinein [44].
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Lentigo-maligna-Melanome sind grof3e, unregelméfig pigmentierte, unscharf begrenzte Maculae
und treten vor allem an Stellen chronischer Lichtexposition bei dlteren Menschen auf. Sie haben
eine giinstigere Prognose.

Das akral-lentigindse Melanom tritt an Hautarealen ohne Haarfollikel auf. Es dhnelt klinisch

dem superfiziell spreitendem oder noduldrem Melanom [45].

1.3.2 Histologie

Histologisch finden sich vermehrt einzelne Melanozyten in der epidermalen Junktionszone,
atypische Melanozyten sind in Epidermis und Korium lokalisiert. [20, 22] Daneben findet keine
Reifung der Melanozyten in der Tiefe statt. AuBBerdem treten zum Teil atypische Mitosen in allen
Schichten des Tumors auf. Die Keratinozyten erscheinen asymmetrisch und unterscheiden sich
in GroBe, Form, Farbe und ihrer Kernkonfiguration. Zusétzlich gibt es im Praparat tumorreaktive

Infiltratzellen sowie Melanophagen.

1.3.3 Diagnostik und Therapie

Das MM wird klinisch nach der sogenannten ABCDE-Regel (A=Asymmetrie, B=Begrenzung,
C=Colorit, D=Durchemesser > 6mm, E=Erhabenheit) diagnostiziert [45]. Daneben sollten zur
Metastasenabkldrung auch Laboruntersuchungen und ein Rontgen des Thorax durchgefiihrt
werden. Ab einer Invasion des Tumors > Imm muss auch eine Ausbreitungsdiagnostik
durchgefiihrt werden. Die Eindringtiefe des Tumors ist prognostisch entscheidend. Dabei werden
fiinf Level nach Clark unterschieden: I=intraepidermal, [I=Einbruch in das Stratum papillare,
[II=Stratum papillare vollstindig ausfiillend, IV=Invasion in das Stratum reticulare,
V=Eindringen in die Subkutis [46].

Therapie der Wahl ist die Exzision des Tumors im Gesunden mit einem Sicherheitsabstand von
1 cm bei Tumoren bis Imm Tumordicke, bis zu 3 cm Sicherheitsabstand bei grof3eren Tumoren
[45]. Bei letzteren sollte auch die Extirpation der Waichterlymphknoten erfolgen [43].
Fernmetastasen werden, je nach Lokalisation, chirurgisch oder durch Bestrahlung therapiert.
Je nach Tumordicke und -stadium sind Kontrolluntersuchungen in drei- bis sechsmonatigen

Intervallen {iber zehn Jahre empfohlen.
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1.4 Psoriasis

Die Psoriasis ist eine multifaktorielle, chronische, durch T-Zellen vermittelte entziindliche
Hauterkrankung, die durch epidermale Hyperproliferation und gestorte Differenzierung der
Keratinozyten gekennzeichnet ist. In Europa liegt die Pravalenz zwischen 0,73% in Schottland
und 2,9% in Italien [47].

Ursédchlich fiir die Entstehung von Psoriasis sind sowohl genetische Faktoren als auch
Umwelteinfliisse wie Infekte, Rauchen oder die Einnahme bestimmter Medikamente.

Uber die Antwort des angeborenen Immunsystems werden spezifische T-Zellen aktiviert, wobei
es zur verstirkten Proliferation von bestimmten T-Zell-Populationen kommt, welche
proinflammatorische Zytokine produzieren [48]. Dadurch kommt es zur lokalen
Entziindungsreaktion mit Einwanderung neutrophiler Granulozyten und einer gesteigerten
proliferativen Aktivitdt der Keratinozyten.

Die Psoriasis ist mit verschiedenen Komorbiditdten vergesellschaftet. Dazu zéhlen Psoriasis-
Arthritis, rheumathoide Arthritis, chronisch entziindliche Darmerkrankungen und metabolische
Verdanderungen wie Fettstoffwechselstorungen, Diabetesneigung, Adipositas und arterielle
Hypertonie [49]. Ebenso wurde ein erhdhtes Risiko fiir kardiovaskuldre Folgeerkrankungen
nachgewiesen [50]. Aufgrund des stigmatisierenden Krankheitsbildes kommt es bei Psoriatikern
doppelt so hdufig zu psychischen Begleiterkrankungen wie beispielsweise Angst- und

Schlafstérungen oder Depressionen [51].

1.4.1 Klinisches Bild

Bei der hdufigsten Manifestationsform, der Psoriasis vulgaris, kommt es zu einzelnen, meist
konfluenten erythemato-squamésen Plaques von 3-20 cm Durchmesser an den
Pradilektionsstellen [52]. Dazu zédhlen das Kapillitium, der duBBere Gehorgang, die streckseitige
Knie- und Ellenbogenregion, die Sakralregion und Nagel.

Weitere Manifestationsformen sind die Psoriasis guttata mit kleinen Plaques am gesamten
Integument, die Psoriasis intertriginosa, welche an den groflen Korperfalten auftritt, die Psoriasis
inversa an den Beugeseiten der groen Gelenke und die pustulose Psoriasis, bei der es zu

einzelnen, spdter konfluierenden Pusteln mit Fieber und starkem Krankheitsgefiihl kommt [52].
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1.4.2 Histologie

Eine histologische Sicherung der Diagnose wird nur in Ausnahmefillen durchgefiihrt. Dabei
findet sich die, fiir die Psoriasis charakteristische, Hyperkeratose [22]. Aulerdem kommt es zu
Ansammlungen neutrophiler Granulozyten, die im Stratum spinosum als Kogoj’sche Pustel und
im Bereich der hyperparakeratotischen Verhornung als Munro’sche Mikroabszesse bezeichnet
werden. Es finden sich auch eine gleichformige Akanthose mit langen Reteleisten und

verldngerte Papillarkorper [22].

1.4.3 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik erfolgt in der Regel klinisch durch den Nachweis der fiir Psoriasis typischen
Phanomene. Dazu gehort das ,,Kerzenwachsphdnomen®, welches die abgeldsten, typischerweise
silbrig gldnzenden Schuppen bezeichnet [52]. Nach Entfernung der Schuppen kommt es zum
»Phdnomen des letzten Hautchens®. Dabei wird die letzte, die Papillenspitzen iiberziehende
Epidermisschicht sichtbar. Diese kann abgezogen werden. Die wéhrend dieses Vorgangs
auftretenden punktuellen Blutungen, hervorgerufen durch die erweiterten Gefafschlingen der
Papillen, werden als ,,blutiger Tau* oder als ,,Auspitz-Phanomen* bezeichnet [52].

Je nach Schweregrad der Psoriasis kommt es neben der Basistherapie, welche vor allem fettende
Cremes beinhaltet, zur Anwendung von topischen und/oder systemischen, immunmodulierenden
Therapien. Bei unzureichender Behandlung oder anderen auslosenden Faktoren konnen die

Effloreszenzen wieder zum Vorschein kommen [52].

1.5 Optische diagnostische Verfahren

1.5.1 Optische Kohérenztomographie

Die optische Kohdrenztomographie (OCT) ist ein nichtinvasives optisches Verfahren, das auf
Interferenz von Infrarotstrahlen, also Licht mit geringer Kohidrenzldnge, beruht [53]. Die
Technologie erlaubt die Darstellung von Schnittbildern von Geweben in Echtzeit. Die
Eindringtiefe betrdgt in Haut bis zu 2 mm mit einer Auflésung zwischen 1 und 10 um [54].

Neben der Augenheilkunde wird dieses Verfahren seit 1997 auch in der Dermatologie angewandt
[55], mit dessen Hilfe die Epidermis und Dermis klar erkennbar ist. Ebenso konnen

Hautanhangsgebilde und Blutgefdl3e dargestellt werden.
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Das Prinzip der Bildgewinnung ist mit der Sonographie vergleichbar [53, 56]. OCT misst die
Verzogerung und Intensitdt von reflektiertem Infrarotlicht von streuenden Materialien im
Vergleich zu einem Referenzstrahl. Kontraste entstehen mit Anderung des Brechungsindex.

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie ist die transversale von der longitudinalen
Auflosung entkoppelt. Die transversale Auflosung ist abhdngig von der numerischen Apertur der
verwendeten Optik, wohingegen die longitudinale Auflosung von der spektralen Breite des
Lichts abhéngig ist [56].

Gesunde Haut stellt sich im OCT wie folgt dar: Das Stratum corneum ist nur an den
Handinnenflachen und Fuf3sohlen sichtbar. Dort erscheint es als dichtes, homogenes und wenig
streuendes Band, gelegentlich sind auch stark streuende Schweilldriisen sichtbar. Die Epidermis
zeigt ein weniger intensives Signal als die Dermis. Vom oberen Korium unterscheidbar ist es
durch eine flache und wenig gefurchte Grenze. Die Dermis zeigt wieder ein stirkeres Signal mit
einigen signalarmen Hohlen, die Blutgefdflen entsprechen [55].

Klinische Anwendung findet die OCT in der Diagnostik von Hauterkrankungen wie Psoriasis,
Kontaktdermatitis, Lupus erythematosus, blasenartige Hautverdnderungen, Gefdlerkrankungen,
infektiose Hauterkrankungen und Hauttumoren [53, 54, 57-60]. Da die OCT ein nichtinvasives,
reproduzierbares und gut vertrdgliches Verfahren ist, kann sie auch zum Monitoring von

Krankheiten und zur Auswertung von Behandlungseffekten verwendet werden.

1.5.2 Laser-Scan-Mikroskopie im Reflexionsmodus

Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie (KLSM) ist ein nichtinvasives Verfahren zur
Darstellung der Haut in vivo [61]. Dabei wird eine Punktlichtquelle verwendet, um
Hautstrukturen in virtuellen, horizontalen Schichtaufnahmen darzustellen [33]. Dazu werden die
Reflexion und Streuung von Licht aus dem untersuchten Gewebsabschnitt gemessen. Die
verschiedenen Zellstrukturen haben unterschiedliche Refraktionsindizes und fithren zu diversen
Reflexionsmustern, die in mehreren Graustufen dargestellt werden. Starke Kontraste werden
unter anderem durch Melanin, Hamoglobin, zelluldire Mikrostrukturen und Kollagen
hervorgerufen [62, 63].

Durch eine kleine Apertur kann Licht, das nicht in der Fokalebene liegt, herausgefiltert werden.
Auf diese Art wird eine hohe Resolution ermoglicht.

Die laterale Auflosung liegt im Bereich von 0,5-1 um und entspricht dabei dem zelluldren

Bereich. Die axiale Auflésung betrdgt 3-5 pm und entspricht der Schichtdicke normaler

15



histologischer Untersuchungen. Die Eindringtiefe liegt bei 250-300 um. Somit kann die Haut bis
zur oberflachlichen Dermis dargestellt werden [3].

Die generierten Bilder konnen in Echtzeit betrachtet und ausgewertet werden. Aufgrund der
Noninvasivitit des Verfahrens eignet es sich zur Fritherkennung von Hauterkrankungen wie
beispielsweise nichtmelanome Hauttumoren [64-66]. Gerade in diesem Bereich spielt die
Fritherkennung eine wichtige Rolle, da dadurch auf weniger invasive Therapieverfahren
zuriickgegriffen werden kann. Zudem ist es moglich, die KLSM auch zur Diagnostik und
Verlaufskontrolle entziindlicher Dermatosen, zur Darstellung der Hautalterung und bei

vielfdltigen Fragestellungen in der Forschung anzuwenden [67].

1.5.3 Laser-Scan-Mikroskopie im Fluoreszenszmodus

Das Prinzip der konfokalen Fluoreszenz-Laser-Scan-Mikroskopie (KFLSM) basiert auf
Anregung und Erkennung von Fluorophoren [68-70]. Ihre unterschiedliche Verteilung im
Gewebe erzeugt einen Kontrast.

Fluorophore werden bei Bestrahlung mit energiereichem Licht durch Absorption eines oder
mehrerer Photonen in eine hoher energetische Konfiguration umgewandelt [69]. Wenn diese
instabile Konfiguration wieder in ihren Grundzustand zuriickfallt, wird Energie in Form eines
emittierten Photons frei. Diese Energie kann in Form von Licht, einer fiir jedes Fluorophor
spezifischen Wellenlédnge, mittels eines Photodetektors in ein digitales Farbsignal umgewandelt
und dargestellt werden. Die laterale Auflosung betriagt dabei 0,5 bis 1 pm [65].

Zur Untersuchung mit KFLSM ist ein endogener fluoreszierender Farbstoft nétig, der zuvor in
die Probe appliziert wird. Dadurch kann ein groerer Kontrast erzeugt werden [65].

Durch die Bestrahlung der Probe mit einem Laserstrahl wird die Fluoreszenz erzeugt. Die so
entstandene Fluoreszenz wird mit einem Objektiv aufgefangen und mittels eines Sensors als Bild
dargestellt. Dieses Bild zeigt die Verteilung der Fluoreszenz von allen Schichten der beleuchteten
Probe. Aufgrund der geringen Tiefenschérfe kann die Optik allerdings nur eine sehr diinne
Schicht scharf darstellen. Alle anderen Schichten, die iiber oder unter der scharf dargestellten
Tiefe liegen, konnen lediglich unscharf abgebildet werden, sodass das gewiinschte Bild durch
diese Fluoreszenzsignale iiberlagert wird. Zur Gewinnung eines scharfen Bildes wird neben dem
Fluoreszenzverfahren auch die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie angewandt. Dabei wird nur
das Fluoreszenzsignal eines einzelnen Punktes detektiert. Um dennoch ein Abbild einer Flache

zu erhalten, wird die Probe Punkt fiir Punkt abgetastet.
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Die so entstandenen Bilder sind horizontale Schnitte parallel zur Hautoberfldche, im Gegensatz
zur Routinehistologie, bei der Querschnitte der Haut untersucht werden. Bisher wurde die
KFLSM in Studien zur Diagnostik und zum Monitoring therapeutischer Verldufe mit neuen

Behandlungsmodalititen verwendet.

1.5.4 Multiphotonentomographie

Die Multiphotonentomographie (MPT) ist ein neues Verfahren der Bildgebung von Haut mit
subzelluldrer Auflosung [71-77]. Sie erkennt sowohl endogene Fluorophore als auch
Bestandteile der extrazelluliren Matrix (EZM) wie Kollagen [71, 72]. Letzteres wird iiber das
Phanomen der Frequenzverdopplung (SHG) messbar. SHG meint das physikalische Prinzip der
Verdopplung der Lichtfrequenz bei Bestrahlung von Materialien mit einem Laserstrahl hoher
Intensitdt. Die Autofluoreszenz und das SHG-Signal konnen iiber Einzelphotonenzéhlung (SPC)
detektiert werden. Zur Darstellung ist keine spezielle Farbung notwendig.

Fluorophore sind Stoffe, die nach Anregung spontan Licht emittieren. Als solche gelten
insbesondere die reduzierten Nicotinsdurederivate NAD(P)H in freier oder in proteingebundener
Form. Diese emittieren, im Gegensatz zur oxidierten Form NAD(P), im sichtbaren Bereich. Die
hochste Konzentration von NADH und NADPH tritt in den Mitochondrien auf. Dort und im
Zytoplasma sind sie an diversen Redoxreaktionen beteiligt und stellen wichtige Indikatoren fiir
den Zellstoffwechsel dar [72]. Weitere Fluorophore sind Flavine, Elastin, Kollagen, Melanin
oder Porphyrine. Letztere finden sich als organische Farbstoffe im Hidmoglobin. Teilweise
werden sie auch durch die Normalflora der Haut synthetisiert. Das Keratin als Bestandteil des
Stratum corneum, der Haare und Négel gilt ebenfalls als Fluorophor.

In der MPT sind nahe Infrarot (NIR) -Lasertechnologien hoher Lichtintensitét erforderlich, um
den Prozess der Zwei-Photonen-Absorption zu realisieren [71]. Dabei werden zwei NIR-
Photonen simultan absorbiert, wobei jedes Photon die Hélfte der Energie besitzt, die
normalerweise benotigt wird, um das Fluorophore anzuregen in den fluoreszierenden
elektronischen ,,Singulettzustand S;* zu gelangen. Dabei erreichen die Elektronen des
angeregten Stoffes ein unbesetztes Orbital hoherer Energie. Nach kurzer Zeit verlassen die
Elektronen dieses Orbital wieder und gehen in den Grundzustand des Molekiils Sy zuriick. Dabei
kommt es zur Lichtemission.

Die Fluoreszenzemission der angeregten Molekiile kann durch einen
Photoelektronenvervielfacher detektiert werden. AnschlieBend folgt die Signalumwandlung in

Graustufen und ein zweidimensionales Bild wird erzeugt [73].
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Fiir die Zwei-Photonen-Absorption, die zu einer hohen Auflésung fiihrt, ist ein sehr kleiner
Laserfokus notwendig, da nur im fokussierten Bereich eine Zwei-Photonen-Absorption
stattfinden kann.

Durch die Verwendung von NIR Lasertechnologien werden sowohl thermale Erwdrmung und
Bleichen des Gewebes als auch Anregungen der Molekiile auBBerhalb des Fokus vermieden [71].
In einer Studie von Fischer et al. [78] konnte gezeigt werden, dass keine Erytheme oder sonstige
Hauteffloreszenzen entstehen. Ebenso wenig besteht Gefahr fiir Augenverletzungen aufgrund der
kurzen Distanz der fokussierenden Optik. Nach den europdischen Sicherheitsbestimmungen
wurde das System als Klasse 1 M Gerit zertifiziert.

Die MPT findet in der Dermatologie bereits in klinischen Studien zur Untersuchung von
Hauterkrankungen Anwendung [73]. Dazu gehoren beispielsweise seborrhoische Keratosen,
Angiome, Psoriasis, atopische Dermatitis, Narben, Pemphigus vulgaris, melanozytische Néavi,

maligne Melanome und epitheliale Hauttumore.

1.5.5 Kohirente Anti-Stokes-Raman Streuung

Neben der Autofluoreszenz kann auch die kohidrente Anti-Stokes-Raman-Streuung (CARS)
gemessen werden. Im Gegensatz zur MPT konnen hiermit Substanzen untersucht werden, die
nicht autofluoreszieren oder ein SHG-Signal produzieren. Dazu zéhlen unter anderem Lipide
[79-82] und Wasser [83]. Diese konnen durch Anregung der fiir sie charakteristischen
Schwingungsmodi sichtbar gemacht werden. Lipide stellen einen wesentlichen Bestandteil
menschlicher Haut dar. Sie kommen vor allem in den Zellmembranen der Keratinozyten vor und
spielen eine wichtige Rolle in der Barrierefunktion der Haut [11].

Um ein CARS-Signal zu erhalten, miissen drei Laserstrahlen unterschiedlicher Frequenz, ein
Pump-Laser (®pump), €in Stokes-Laser (®sokes) und ein Proben-Laser (oprobe), verwendet werden
[84]. Durch Uberlagerung der Photonen und Wechselwirkung der Photonen mit dem zu

untersuchenden Material entsteht ein einzelner Laserstrahl.

1.6 Zielsetzung

Mit der bisherigen invasiven Diagnostik von epithelialen Hauttumoren mittels histologischer
Untersuchungen sind Limitationen verbunden. Diese Methode konnte durch den Einsatz von
optischen Untersuchungssystemen unterstiitzt oder sogar ersetzt werden.

Daher ist es Ziel dieser Studie, die Eignung der MPT und KSLM im Vergleich zum bisherigen

Goldstandard, der Histologie, zur Diagnosestellung von NMSC und AK zu untersuchen und
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dabei morphologische Charakteristika der jeweiligen Tumore (BCC, AK, SCC) zu erarbeiten
und zu analysieren. AuBlerdem soll untersucht werden, inwiefern die AK mittels MPT vom SCC
zu unterscheiden ist. Dies ist von Bedeutung, da die jeweilige Diagnose ein eigenes
Therapieschema erfordert. Des Weiteren soll anhand eines Prinzipversuchs die Untersuchung
des malignen Melanoms dargestellt werden. Es werden zuséitzlich auch erste Untersuchungen

mit CARS durchgefiihrt, die Lipidstrukturen von gesunder Haut und Psoriasis zeigen.

2. Materialien und Methoden

2.1 Probanden

23 Probanden (7 weiblich, 14 ménnlich) im Alter von 17 bis 88 Jahren nahmen an der Studie
teil. Sie wurden als Patienten der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Charité - Universititsmedizin Berlin ausgewihlt. In Tab. 1 sind die Probanden dargestellt.

Bei 9 Probanden wurde histologisch ein Basalzellkarzinom, bei 6 Probanden ein
Plattenepithelkarzinom und bei weiteren 6 Probanden eine aktinische Keratose nachgewiesen.
Des Weiteren wurden als Prinzipversuch noch jeweils 1 Proband mit malignem Melanom und 1
Proband mit Psoriasis gemessen. Die untersuchten Stellen befanden sich an den Extremitéten
(n=14) und am Kopf (n=7). Als Vergleichsdaten wurden gesunde Hautstellen der jeweiligen
Probanden herangezogen.

Die Studie wurde von der Ethikkomission der Charité - Universitdtsmedizin Berlin, Deutschland
(EA1/046/11), genehmigt. Ebenso gaben die Studienteilnehmer ihr schriftliches Einverstdndnis
zu den Untersuchungen.

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte unverblindet.
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Tab. 1 Patientenliste

Proband Geschlecht Alter Tumor Lokalisation

1 M 72 AK Unterarm

2 W 76 AK Handriicken

3 M 75 AK Handriicken

4 AW 71 AK Kopf

5 M 74 AK Unterarm

6 M 83 AK Schlife

7 M 67 BCC Unterschenkel
8 M 58 BCC Unterschenkel
9 M 71 BCC Unterschenkel
10 M 80 BCC Stirn

11 W 30 BCC Oberschenkel
12 W 47 BCC Stirn

13 M 72 BCC Unterschenkel
14 W 80 BCC Schlafe

15 M 69 BCC Unterschenkel
16 M 88 SCC Oberschenkel
17 w 76 SCC Schléfe

18 M 58 SCC Stirn

19 M 74 SCC Unterschenkel
20 W 78 SCC Unterschenkel
21 M 77 SCC Unterschenkel
22 W 52 MM Unterschenkel
23 W 17 Psoriasis  generalisiert

2.2 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie

Zur Untersuchung der Patienten wurde ein kommerziell zu erwerbendes in vivo KLSM
(Vivascope 1500, MAVIG GmbH, Miinchen, Lucid-Tech Inc., Henrietta, N.Y., USA)
verwendet.

Das System enthélt eine Laserdiode geringer Leistung (maximal 15 mW, Laserklasse 1M) und
eine Linse mit einer numerischen Apertur von 0,9. Das Gerét hat eine laterale Auflésung von 0,5
bis 1 um und eine axiale Auflésung von 3 bis 5 pm mit einer maximalen Eindringtiefe von 200

bis 250 pm.
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2.3 Multiphotonentomographie

Die Untersuchungen wurden mit einem Multiphotonentomographen (JenLab GmbH, Jena,
Deutschland) durchgefiihrt. Dieser ist mit einem femtosecond titanium sapphire laser (Mai Tai

XF, Spectra Physics, USA) ausgestattet. Der Laser hat ein Spektrum von 710 nm bis 920 nm und

Abb. 2a Abb. 2b
Multi-Photonen-Tomograph Messung am Unterarm

generiert 100 fs Pulse bei einer Frequenz von 80 MHz. In Abb.2 a/b ist das Gerét gezeigt.

Fiir die Messungen wurde eine Wellenldnge von 760 nm genutzt. Auf diese Art erhédlt man
Langs- und Tiefenauflésungen von 0,5 um und 2 pm. Fiir die Messung des CARS-Signals wurde
eine Wellenldnge von 800 nm verwendet. Dies erlaubt ein schirferes CARS-Bild, allerdings auf

Kosten eines etwas weniger scharfen Autofluoreszenz-Bildes.

2.4 Histologie

Die Histologie ist nach wie vor das Goldstandard-Verfahren zur Diagnostik von
Hauterkrankungen. Fiir die histologische Untersuchung wurden entweder im Rahmen einer

geplanten Operation oder nach Desinfektion und lokaler Anésthesie Stanzbiopsien aus den
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Lasionen von BCC, SCC und AK entnommen. Die verbleibende Wunde wurde entsprechend
threr Grofe verschlossen. AnschlieBend erfolgte eine Fixierung der Probe in Formalin sowie die
Einbettung in Paraffin. Daraus wurden mittels eines Mikrotoms 4 um dicke Vertikalschnitte
angefertigt. Die charakteristischen Merkmale der einzelnen Erkrankungen wurden mittels
Héamatoxylin-Eosin-Farbung sichtbar gemacht. Die Beurteilung des Pridparates erfolgte durch

Dermatohistologen der Charité.

2.5 Experimentelles Vorgehen

2.5.1 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie

Nach Reinigung der Haut mit Alkohol wurde ein Tropfen Immersionsol auf die Haut
aufgetragen, um die sphérische Aberration zu minimieren. Anschlieend wurde ein Stahlring mit
einem anhaftenden Plastikring auf die Haut aufgebracht. Mit Hilfe der integrierten Kamera
wurde ein dermatoskopisches Bild aufgenommen. Nach Applikation von Ultraschallgel
zwischen Stahl- und Plastikring konnten diese mit dem KLSM System verbunden werden und
die Bildgebung wurde gestartet. Die Bildfrequenz betrug 9 Bilder pro Sekunde. In den drei
Ebenen Stratum corneum, Stratum spinosum und der oberflichlichen Dermis erfolgten
Ubersichtsaufnahmen horizontaler Schnittbilder von 4x4 mm?” in Form konfokaler Mosaikbilder.
Stellen mit auffalligen Strukturen konnten auBBerdem mit einzelnen horizontalen Schnittbildern
von 500x500 pm? in verschiedenen Tiefen von Stratum corneum bis zur oberflichlichen Dermis

dargestellt werden.

2.5.2 Multiphotonentomographie

Das zu untersuchende Hautareal wurde mit Alkohol entfettet. Danach wurde ein Metallring mit
Glaseinsatz, der auf der Unterseite mit einem Tropfen Wasser versehen wurde, auf die Hautstelle
aufgebracht. Auf der Oberseite des Glaseinsatzes wurde ein Tropfen Immersionsdl (Immersol
TM 518F, Zeiss) aufgetragen. Der Metallring wurde anschlieBend magnetisch mit dem
Multiphotonentomographen verbunden.

Zur Messung wurde zundchst das Stratum corneum identifiziert und dort der Nullpunkt
festgelegt. AnschlieBend wurden tieferliegende Hautschichten in 5-10 um Schritten untersucht.
Die maximale Messtiefe betrug aufgrund der Eindringtiefe des Laserstrahls 200 um. Wahrend
der Messung wurde das zu messende Korperteil durch ein Vakuumkissen stabilisiert, um

Artefakte zu vermeiden.
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2.6 Datenanalyse und statistische Auswertung

Folgende Daten wurden im Rahmen der Untersuchung gewonnen: Es wurden makroskopische
Aufnahmen der Lédsionen gemacht. Die gewonnenen Aufnahmen mittels KLSM und MPT der
Liasion (BCC, AK, SCC, malignes Melanom) und gesunder Haut konnten in Korrelation mit der
histologischen Aufnahme der Lision gesetzt werden. Auflerdem wurden Messungen mit CARS
durchgefiihrt. Es erfolgte eine morphometrische Analyse (Kern-Zytoplasma-Verhiltnis,
Zellkerndurchmesser und Zelldichte) anhand der MPT-Aufnahmen der Léasionen und der
jeweilig korrespondierenden gesunden Haut der Patienten. Zudem erfolgte ein Vergleich der
Daten der Lasionen von aktinischer Keratose und Plattenepithelkarzinom.

Die Zellen auf den mittels MPT gewonnenen Bilder wurden mit Hilfe des Computerprogramms
Imagel] 1.46r fiir Mac vermessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft® Office
Exel© (Version 12.2.0, 2008) fiir Mac und SPSS® (Version 19, Inc. Chicago, Illinois) fiir
Windows. Die erhaltenen Daten wurden mit Origin® (2015) in Boxplots dargestellt.

Fiir die statistische Analyse wurden bei den jeweiligen Hauttumoren in 10 um-Schichten und bei
der gesunden Haut in Stratum granulosum, spinosum und basale je 6 Zellen ausgewéhlt und
entsprechend der Kriterien vermessen. Die Vergleiche der Hauttumore zur jeweiligen Schicht
der gesunden Haut erfolgten am selben Patienten. Aufgrund der Nichtnormalverteilung der
Daten bei verbundenen Stichproben wurde daher der Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Wegen der
geringen Fallzahl pro Hauttumor (n=6) und aufgrund des Pilotstudien-Charakters der Arbeit
wurde auf eine Bonferroni-Korrektur bei multiplem Testen verzichtet. Zur Gegeniiberstellung
von AK und SCC wurde der Mann-Whitney-U-Test flir zwei unverbundene Stichproben

verwendet. Werte von p < 0,05 wurden als signifikant gewertet.

3. Ergebnisse

3.1 Aufnahmen gesunder Haut

3.1.1 Histologie gesunder Haut

In Abb. 3 ist eine histologische Aufnahme gesunder Haut dargestellt. Der geordnete
Schichtaufbau ist gut zu erkennen. Zwischen Dermis und Epidermis findet sich die
dermoepitheliale Junktionszone, die eine klare Grenze zwischen den beiden Hautschichten
bildet. Die Keratinozyten der Epidermis sind regelméfig angeordnet und vom Stratum corneum

bedeckt.
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Stratum corneum

Epidermis

Dermis

Abb. 3 Histologie gesunder Haut

3.1.2 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie gesunder Haut

Mittels KLSM konnen die Zellen je nach Schichttiefe aufgrund ihrer Grof3e in Granular-, Spinal-
und Basalzellen unterschieden werden. Der Zellkern imponiert dunkel mit einer hellen
Umgebung. Der Zelldurchmesser nimmt mit zunehmender Tiefe ab. Die Zellen sind in einem
regelmiBigen Muster (,,Honigwaben®) angeordnet. In der Basalzellschicht sind pigmentierte
Zellen sichtbar. Das beruht auf dem hohen Kontrast durch Melanin. Ebenfalls einen hohen
Kontrast produzieren die bindegewebigen Strukturen der dermoepithelialen Junktionszone.
Abb. 4 zeigt KLSM-Aufnahmen der gesunden Haut in verschiedenen Tiefen.

Im Stratum corneum in 0 pm Tiefe finden sich polygonale, kernlose Korneozyten (griiner Pfeil),
die sich in einem stark refraktilen Zellverband befinden. Die typische Felderung und Furchung
(gelber Pfeil) der Zellverbdnde ist ebenfalls erkennbar. Ein einzelner Korneozyt hat eine Grof3e
von 20 bis 30 um.

In 10 um Tiefe befindet sich das Stratum granulosum mit zwei bis vier Zelllagen, wobei der
Durchmesser der einzelnen Zellen zwischen 20 und 25 pum liegt. Die Zellkerne imponieren
dunkel mit einer runden bis ovalen Form. Sie sind von einem schmalen, hellen Zytoplasmasaum
mit granuldrem Erscheinungsbild umgeben.

Die Zellen des Stratum spinosum in 20 pum Tiefe sind polygonal und mit 15 bis 20 um
Durchmesser etwas kleiner als die des Stratum granulosum. Sie ordnen sich im typischen

Honigwabenmuster an.
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Im Stratum basale befinden sich mehr oder weniger refraktile Zellen (blauer Pfeil) mit einem
vom Hauttyp abhidngigem Melaningehalt. Die GroB3e der Basalzellen betrdgt 10 bis 12 um. Die
stark refraktilen Zellen sind Melanozyten (roter Pfeil).

In der dermoepithelialen Junktionszone in 70 um Tiefe bilden die Basalzellen einen hellen Ring
um die dunklen Papillen der Dermis (roter Kreis), die teilweise mit Kapillaren versehen sind.

In den Bildern der oberflichliche Dermis bei 80 pum sind retikulire Biindel von

Bindegewebe erkennbar.

100, pm-«
—_—

N

100 um 100 pm

100 ym

40 pm 70 um 80 um
Abb. 4 LSM gesunder Haut in 0 um bis 80 um Tiefe
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3.1.3 Multiphotonentomographie gesunder Haut

Abb. 5 zeigt die Hautoberfliche mit den duBeren
Zellen des Stratum corneum und kleine
punktformige Artefakte, vermutlich durch Creme-
Riickstinde hervorgerufen. Die Korneozyten

erscheinen grof3 und besitzen keinen Zellkern.

Abb. 5 Stratum corneum in 0 um Tiefe

In Abb. 6 sind Zellen des Stratum granulosum in
einer Tiefe von 20 um dargestellt. Die Zellen sind
kleiner als im Stratum corneum, aber grofer als im
tiefer gelegenen Stratum spinosum. Die Zellkerne
imponieren dunkel, wohingegen das Zytoplasma
hell erscheint. Die Interzellularrdume erscheinen
dunkler als das Zytoplasma, aber heller als die
Zellkerne. Am rechten Bildrand befindet sich eine

Hautfurche.

Abb. 6 Stratum granulosum in 20 pm Tiefe

Abb. 7 bildet das Stratum spinosum in 40 um Tiefe
ab. Die polygonalen Zellen sind regelmifBig
angeordnet und bilden einen gleichméBigen
Zellrasen. Sie sind kleiner als die Zellen des
Stratum granulosum, jedoch etwas grofler als die
des Stratum basale. In der Hautfurche am rechten
oberen Bildrand ist ein helles Signal erkennbar,
welches durch in der Hautfurche befindliche Creme

zustande kommen kann.

Abb. 7 Stratum spinosum in 40 pm Tiefe
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Abb. 8 Stratum basale in 50 um Tiefe

25 um

Abb. 9 Dermoepitheliale Junktionszone in 70
pum Tiefe

LY

Abb. 10 Dermis in 90 um Tiefe

Abb. 8 zeigt das Stratum basale in 50 um Tiefe. Die
Zellen sind klein und dicht gedréngt. Neben den
polygonalen Basalzellen sind auch Melanozyten
dargestellt. Sie haben aufgrund des Melaningehalts
ein sehr starkes Signal. In der Bildmitte ist ein

Artefakt zu erkennen.

In Abb. 9 ist die dermoepitheliale Junktionszone in
70 um Tiefe dargestellt. In der linken Bildhilfte
sind zwei dermale Papillen aus Bindegewebe, die in
die Epidermis hineinragen, erkennbar. Um die

Papillen herum befinden sich Basalzellen.

Abb. 10 bildet das Stratum papillare der Dermis in
einer Tiefe von 90 um ab. Kollagene und Elastine
haben ein starkes Signal. Zelluldre Strukturen sind
nicht mehr erkennbar. In der unteren Papille ist ein

Gefal} angeschnitten.

27



3.2 Aufnahmen des Basalzellkarzinoms

3.2.1 Histologie des Basalzellkarzinoms

Dermales
Stroma

Palisadenzellen

Peritumordser
Spalt

Basaliomnest

Abb. 11 Histologie des Basalzellkarzinoms

Das histologische Bild eines Basalzellkarzinoms ist in Abb. 11 dargestellt. Charakteristisch sind
basaloide Zellverbdnde mit chromatindichten Kernen, die in Nestern angeordnet und von
palisadenartig formierten Zellen umgeben sind. Um die Basaliomnester herum befindet sich ein

dermales Stroma. Zwischen Stroma und Tumornest findet sich ein peritumoraler Spalt.

3.2.2 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie des Basalzellkarzinoms

In der Untersuchung des BCC mit KLSM ergeben sich einige charakteristische Merkmale.
Zuerst zu nennen ist das Vorkommen von elongierten Zellen, welche derselben
Orientierungsachse folgen. Neben diesen charakteristischen Zellen finden sich auch
Entziindungszellinfiltrate in den Lisionen. Wie auch schon im klinischen Bild durch
Teleangiektasien zeigt sich eine erhdhte Vaskularisierung in der Aufnahme mit KLSM in Form
von dilatierten und gewundenen GefiBlen. In den Gefilen kann eine verstirkte
Leukozytenmigration beobachtet werden. Im Stratum corneum zeigen sich oftmals eine

Parakeratose und Varianzen in der Kerngro3e der Keratinozyten.

AulBlerdem kann mittels KLSM die typische Anordnung der BCC-Zellen in Nestern beobachtet
werden. Abb. 12 zeigt Aufnahmen eines BCC, das mittels KLSM untersucht wurde.

28



30 um 40 um

50 um 60 um 80 um

Abb. 12 LSM des Basalzellkarzinoms

In 10 um Tiefe sind elongierte Zellen sichtbar. Die Basaliomnester zeigen sich in der KLSM-
Aufnahme durch hyporefraktile Areale (gelbe Pfeile). Um die Nester herum befindet sich das

tumordse Stroma. In 80 um Tiefe werden Teleangiektasien sichtbar (rote Pfeile).

3.2.3 Multiphotonentomographie des Basalzellkarzinoms

Abb. 13 zeigt horizontale Schnitte des BCC mittels MPT.

In Abb. 13.A ist gesunde Haut in verschiedenen Tiefen dargestellt. In 30 pm und 40 pm Tiefe
erkennt man die Zellen des Stratum granulosum. Sie besitzen einen groflen Zytoplasmasaum, der
aufgrund seiner biochemischen Zusammensetzung hell imponiert, im Gegensatz zum jeweiligen
Nucleus der Zelle, welcher dunkel abgebildet wird.

Im Stratum spinosum bei 50 um ist das typische Muster der gesunden Haut zu erkennen: Die
polygonalen und regelmiBig geformten Zellen bilden eine gleichméBige Schicht. Sie erscheinen

kleiner als im hoher gelegenen Stratum granulosum.
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In einer Tiefe von 60 um befinden sich die Zellen des Stratum basale. Diese sind nochmals
kleiner und dichter gedriangt als die Zellen des Stratum spinosum.
Die Aufnahme in 80 pum Tiefe zeigt die bindegewebigen Strukturen der Dermis, die aus

Kollagen und Elastin («) bestehen.

30 um 40 pm 50 ym 60 um 80 um

Abb. 13 MPT-Aufnahmen von (a) gesunder Haut und (b) des BCC
griiner Balken = 40 pm

Abb. 13.B zeigt die entsprechenden Bilder des Basalzellkarzinoms. Die regelméfige Struktur ist
aufgelost. Einzelne Schichten der Epidermis sind nicht mehr voneinander abgrenzbar. Die Dicke
der Haut ist stark verbreitert. Bei 80 um befinden sich immer noch epidermale Hautzellen, wobei
deren Zellkerne undeutlich und defekt erscheinen. Zudem fallen in allen Ebenen der Bildgebung
elongierte Zellen (*) auf, deren Zytoplasma in eine Richtung verldngert und in die andere
Richtung verschmalert ist. Im Vergleich mit normaler Haut erscheint der Zellkern vergrofert und
die Zellabstdnde verbreitert. Teilweise ordnen sich die Zellen palisadenartig an («—).

In Abb. 14 sind Boxplots des Zellkerndurchmessers von BCC und von gesunder Haut im
Stratum granulosum, spinosum und basale dargestellt.

In gesunder Haut sind die Zellkerne des Stratum granulosum signifikant groBer als die der

beiden tiefer gelegenen Schichten. Die Zellkerne von Basalzellen sind am kleinsten.
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Boxplots des Zellkerndurchmessers von gesunder Haut im Stratum granulosum, spinosum und basale,
sowie des BCC
* p<0,05
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Abb. 15 Boxplots des Kern-Zytoplasma-Verhéltnisses des Stratum granulosum, spinosum und basale
gesunder Haut, sowie des BCC.
* p<0,05
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Abb. 15 zeigt die Daten des Kern-Zytoplasma-Verhéltnisses als Boxplots fiir gesunde Haut und
BCC. Die Unterschiede zwischen den Hautschichten gesunder Haut sind signifikant.
Das Verhiltnis ist bei BCC-Zellen signifikant niedriger als bei Zellen des Stratum spinosum und
basale. Das Verhiltnis fiir BCC-Zellen wurde in Tiefen zwischen 20 und 220 um bestimmt (63 +
50 um).

Die Zelldichte fiir gesunde Haut und BCC ist als Boxplots in Abb. 16 dargestellt. In gesunder
Haut nimmt die Zelldichte vom Stratum granulosum bis zum Stratum basale signifikant zu. Der
Faktor der Zunahme betrdgt zum Stratum spinosum 4. Zum Stratum basale nimmt die Dichte um
den Faktor 10 zu.

Die Zelldichte von BCC ist etwas hoher als die des Stratum granulosum. Die Dichte wurde in
Tiefen zwischen 10 und 200 pum bestimmt, wohingegen die Dichte der gesunden Haut in den
jeweiligen Schichten (Stratum granulosum: 21 £ 7 um, Stratum spinosum: 39 + 6 um, Stratum

basale: 56 £ 6 um) bestimmt wurde.
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S.granulosum S.spinosum S. basale BCC

Abb. 16 Boxplots der Zelldichte fiir gesunde Haut in den drei Schichten Stratum granulosum,

spinosum und basale und fiir BCC.
* p<0,05
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3.3 Aufnahmen der aktinischen Keratose

3.3.1 Histologie der aktinischen Keratose

Ein typisches histologisches Merkmal fiir die AK ist die Hyperkeratose. Des Weiteren kommt es
zu Storungen im Schichtaufbau der basalen Anteile der Epidermis. Hiufig treten auch

Kernpleomorphien auf. Abb. 17 zeigt eine histologische Aufnahme der AK.

Hyperkeratose

Kerndysplasien

gestorter
Schichtaufbau

W

Abb. 17 Histologische Aufnahme der aktinischen Keratose

3.3.2 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie der aktinischen Keratose

In der Untersuchung der AK mit KLSM finden sich, wie in der Histologie auch, allgemeine
Zellveranderungen wie Inhomogenitit der Zellstrukturen und der Schichtenbildung. Die
Dyskeratose zeigt sich als hoher refraktiles Areal inmitten der epidermalen Schichten. Auch
Veranderungen der einzelnen Zellen lassen sich mit der LSM darstellen, ebenso unterschiedliche
GroBen und Formen der Kerne und Zellrdnder. AuBlerdem sind die Abstinde zwischen den
Keratinozyten unterschiedlich gro3. LSM-Aufnahmen der aktinischen Keratose sind in Abb.18
dargestellt. Dabei zeigen sich in den verschiedenen Tiefen ein Verlust der Honigwabenstruktur,
sowie unterschiedlich grofle Zellen. Auflerdem sind kleine, helle Strukturen erkennbar, die
inflammatorischen Zellen entsprechen (roter Pfeil). Im Stratum corneum finden sich einzelne,
vom Zellverband losgeloste Keratinozyten (gelber Pfeil). AuBerdem zeigt sich eine

Verbreiterung der Epidermis. Die Basalmembran ist noch intakt und nicht durchbrochen.
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Abb. 18 KLSM-Aufnahmen der aktinischen Keratose

3.3.3 Multiphotonentomographie der aktinischen Keratose

Bei der AK findet sich im Stratum corneum eine Akantholyse in Form von einzelnen,
losgelosten Korneozyten. Daneben zeigen sich helle, refraktile Zellen mit zentralen dunklen
Arealen, welche Zellkerne darstellen. Dies entspricht einer Parakeratose. AuBBerdem finden sich
Entziindungszellen im Stratum corneum. Im Stratum granulosum findet sich eine verdnderte
Zellarchitektur. Die Zellkerne variieren in Grof3e und Form, sodass die Keratinozyten atypische
Verdanderungen aufweisen. Die Zellabstinde sind ebenfalls erweitert. Im Stratum spinosum ist
die Zellarchitektur aufgelost, die ,,Kopfsteinpflasterstruktur® [74] ist nicht mehr sichtbar. Die
Zellabstinde sind erweitert, die Zellkerne variieren stark in Form und Grof3e. Entziindungszellen
sind als kleine, runde und helle Zellen ebenfalls vorhanden. In Abb. 19 sind MPT-Bilder von
gesunder Haut und AK dargestellt. Die Bilder entsprechen horizontalen Schnittbildern der Haut.
Die Keratinozyten sind klar erkennbar und der dunkle Zellkern unterscheidet sich wesentlich
vom hellen Zytoplasma. Dieses helle Signal kommt vor allem durch die endogenen Fluorophore

NADH und NADPH zustande, die sich in den Mitochondrien der Zelle befinden.
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Oum 20 pm 40 pm 60 um

Abb. 19 MPT in verschiedenen Tiefen von (a) gesunder Haut und (b) AK

Bei der gesunden Haut lassen sich die unterschiedlichen Schichten der Epidermis klar
abgrenzen. Die Zellen sind regelméfBig angeordnet. Bei 0 um ist das Stratum corneum
abgebildet, gefolgt vom Stratum granulosum bei 20 um, dem Stratum spinosum bei 40 pm und
dem Stratum basale bei 60 um. Im Stratum basale erkennt man stark refraktile Zellen, die
Melanozyten (gelbe Pfeile). In 80 um Tiefe ist die oberfldchliche Dermis mit elastinen Fasern
(roter Pfeil) abgebildet.

In der AK zeigen die Aufnahmen eine verbreiterte Epidermis. Auch noch bei 80 pm sind
Keratinozyten erkennbar, wohingegen sich dort bei gesunder Haut schon Strukturen der Dermis,
also kollagene und elastine Fasern finden. Die Verbreiterung der Epidermis ist in der
Hyperkeratose des Stratum corneum begriindet. Neben der Hyperkeratose findet sich auch eine
Parakeratose im Stratum corneum. Die Zellkernreste erscheinen verkleinert und unregelmafig
geformt. AuBBerdem erscheinen die Interzellularrdume bei der AK vergroBBert ().

Die ersten Zellen des Stratum granulosum erscheinen in einer Tiefe von 32 um #+ 10 um. Diese
haben heterogene Form und Grofe. AuBlerdem sind die interzelluldren Abstinde verbreitert. Die
Anordnung der Zellen erfolgt nicht mehr im geordneten Kopfsteinpflastermuster, sondern
unregelméfBig. Im Stratum spinosum erscheinen die Zellkerne deutlich vergréBert und die
Zellabstiande sind erweitert (griine Pfeile). Das Stratum basale findet sich erst bei 80 um und ist
noch intakt.

Die Zellen wurden auBerdem nach den Kriterien Zellkerndurchmesser, Kern-Zytoplasma-
Verhéltnis und Zelldichte untersucht. Die Zellen der AK wurden in einer Tiefe von

20 bis 110 pm gemessen, wohingegen die gesunden Zellen des Stratum granulosum
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bei 25 um + 8 um, des Stratum spinosum bei 37 um £ 12 um und die Zellen des Stratum basale

bei 47 pm £ 12 pum gemessen wurden.
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Abb. 20 Boxplots des Zellkerndurchmessers von AK und gesunder Haut in Stratum granulosum,
spinosum und basale.
* p<0,05

Abb. 20 zeigt Boxplots des Zellkerndurchmessers. Bei gesunder Haut nimmt der Durchmesser
mit Zunahme der Tiefe der einzelnen Hautschichten ab. Stratum granulosum und basale
unterscheiden sich um den Faktor 1,69. Bei der AK findet sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den hoher und tiefer gelegenen Schichten.

Die Zellkerne der AK mit einem durchschnittlichem Durchmesser von 8,73 um + 2,21 pm sind
signifikant groBer als die Zellkerne aus dem Stratum spinosum und Stratum basale mit einem
jeweiligen Zellkerndurchmesser von 7,01 um £ 1,14 um bzw. 4,93 um £ 1,17 um. Verglichen
mit den Zellkernen des Stratum granulosum mit Werten von 8,35 um + 1,31 um konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,2).
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Abb. 21 Boxplots des Kern-Zytoplasma-Verhiltnisses von AK und gesunder Haut in Stratum

granulosum, spinosum und basale.
* p<0,05

In Abb. 21 werden Boxplots des Kern-Zytoplasma-Verhéltnisses von gesunder Haut und AK
dargestellt. In gesunder Haut nimmt das Verhéltnis mit zunehmender Tiefe um den Faktor 1,32
zu. Diese Zunahme ist zwischen den einzelnen Schichten signifikant. Bei AK ist das Verhéltnis
mit 0,61 + 0,13 signifikant hoher als im Stratum granulosum und Stratum spinosum mit
jeweiligen Werten von 0,44 + 0,11 und 0,5 £ 0,11. Das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis von AK-
Zellen ist ebenfalls hoher als das der Zellen im Stratum basale mit 0,58 + 0,06, jedoch ist dieser

Unterschied noch nicht als signifikant zu werten.
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Abb. 22 Boxplots der Zelldichte von AK und gesunder Haut im Stratum granulosum, spinosum und

basale.
* p<0,05

Die Zelldichte von gesunder Haut im Stratum granulosum, spinosum und basale sowie von AK
ist in Abb. 22 dargestellt. Die Dichte nimmt mit zunehmender Tiefe zu. Zwischen Stratum
granulosum und Stratum basale liegt der Faktor bei 4,84. Die Unterschiede zwischen den
jeweiligen Schichten in gesunder Haut sind signifikant. Im Stratum granulosum liegt der Wert
bei 545 + 211 Zellen/mm?, im Stratum spinosum betrégt die Dichte 1283 + 522 Zellen/mm” und
im Stratum basale 2637 + 985 Zellen/mm’. Fiir AK betrigt die mittlere Dichte 971 + 1112

Zellen/mm®. Diese Werte sind signifikant niedriger als im Stratum basale und spinosum

(p<0,05).
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3.4 Aufnahmen des spinozelluliiren Karzinoms

3.4.1 Histologie des spinozelluliren Karzinoms

Abb. 23 zeigt eine histologische Aufnahme des spinozelluldren Karzinoms. Charakteristisch ist
das invasive Wachstum des Tumors mit squamds differenzierten atypischen Keratinozyten.
Innerhalb des Tumors finden sich oft Hornperlen oder Verhornungszentren. AuBBerdem gibt es

atypische Mitosen. Die Zellkerne sind pleiomorph und hyperchrom.

Invasives Wachstum

Verhornung

Atypische
Keratinozyten

Abb. 23 Histologische Aufnahme des spinozelluldren Karzinoms

3.4.2 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie des spinozelluliren Karzinoms

Bei der Untersuchung des SCC mittels KLSM imponieren meistens dhnliche Charakteristika wie
bei der AK, jedoch sind sie deutlicher zu erkennen. Die Zellarchitektur ist in ihrem Aufbau
gestort, die einzelnen Zellschichten der gesunden Haut sind nicht mehr voneinander abgrenzbar.
An der Oberfldche finden sich Spalten und Risse und im Stratum corneum kommt es zur
Parakeratose. In den tieferen horizontalen Schichten finden sich lose Zellverbdnde von
unregelméBig geformten, pleomorphen Zellen. Teilweise konnen auch infiltrierende
Entziindungszellen gezeigt werden.

Die Bilder von 20 um bis 80 um sind in Abb. 24 dargestellt. Es finden sich parakeratotische
Veranderungen, wobei die Zellkerne verschiedene Formen annehmen. Daneben finden sich in
der gesamten Epidermis atypische Verdnderungen der Keratinozyten, sodass die Zellarchitektur

zerstort und das Honigwabenmuster in allen Schichten nicht mehr erkennbar ist (vgl. Abb. 24,
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20-40 pum). Aufgrund des invasiven Wachstums ist die Basallamina durchbrochen, sodass sich
neben den kollagenen Fasern auch atypische Keratinozyten in der Dermis befinden

(vgl. Abb. 24, 80 pm).

i

100 um 100 pm 100 pm 100 pm
—— Do el — . sl mdd

20 um 40 pm 60 um 80 um
Abb. 24 KLSM-Aufnahmen des SCC

3.4.3 Multiphotonentomographie des spinozelluliren Karzinoms

Beim SCC ist die Hautstruktur oft schon sehr stark verdndert. Das ,,Kopfsteinpflastermuster* ist
ginzlich aufgelost. Stattdessen finden sich vergroBerte Zellen mit weiten interzelluldren
Abstinden. AuBerdem sind die Zellkerne vergrolert und unregelméfig. Sie sind von einem
hellen Zytoplasmasaum umrandet. In manchen Schichttiefen sind zudem keine Zellen zu finden.
Stattdessen sind nur Verschattungen, die durch Verhornungsmaterial entstehen, erkennbar.
Zudem war es nicht mdglich, die dermoepitheliale Junktionszone darzustellen, da die

Tumordicke an den untersuchten Stellen groBer als die Eindringtiefe des Laserstrahls war.

Abb. 25 zeigt MPT-Aufnahmen des SCC. In einer Tiefe von 20 um des SCC sind
hyperkeratotische Verdnderungen erkennbar. Bei 40 um zeigen sich erste Keratinozyten. Diese
sind nicht als Zellverband angeordnet, sondern von diesem losgelost. Die Abstinde zwischen
den einzelnen Zellen sind ebenfalls stark erweitert. AuBerdem erscheinen die Zellkerne stark
vergroBert und das Zytoplasma stellt sich sehr hell dar. Bei 60 pum ist eine Verschattung
erkennbar, welche histologisch einer Hornperle entspricht. In einer Tiefe von 80 pum stellen sich

wieder atypisch verdnderte Keratinozyten dar, die stark in Grof8e und Form variieren.
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20 um 40 ym 60 um 80 um
Abb. 25 MPT-Aufnahmen des SCC in 20, 40, 60 und 80 um Tiefe

Zur objektiven Beurteilung der Untersuchung des SCC mittels MPT wurden auch hier die
morphologischen Kriterien Kern-Zytoplasma-Verhiltnis, Zellkerndurchmesser und Zelldichte in
den einzelnen Schichten untersucht. Dabei wurden die Daten des Tumors mit den Daten der
gesunden Haut des jeweiligen Patienten verglichen. Die Zellen des SCC wurden in einer Tiefe
von 40 bis 220 um gemessen, wohingegen die Zellen des Stratum granulosum bei 26 ym + 8
um, des Stratum spinosum bei 38 pm £+ 8 um und die Zellen des Stratum basale bei 50 um + 8
um gemessen wurden.

Abb. 26 zeigt Boxplots des Zellkerndurchmessers. Bei gesunder Haut nimmt der Durchmesser
mit Zunahme der Tiefe der einzelnen Hautschichten ab. Beim SCC findet sich kein Unterschied
zwischen den hoher und tiefer gelegenen Schichten.

Die Zellkerne des SCC mit einem durchschnittlichem Durchmesser von 9,81 um £ 1,9 um sind
signifikant gréBer als die Zellkerne aus dem Stratum spinosum und Stratum basale. Diese
besitzen einen jeweiligen Zellkerndurchmesser von 6,5 pm £ 1,67 pm bzw. 5,2 um £ 0,72 pm.
Auch im Vergleich mit den Zellkernen des Stratum granulosum mit Werten von

7,27 um £ 1,37 um konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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In Abb. 27 werden Boxplots des Kern-Zytoplasma-Verhéltnisses von gesunder Haut und vom
SCC dargestellt. In gesunder Haut nimmt das Verhéltnis mit zunehmender Tiefe zu. Diese
Zunahme ist zwischen den einzelnen Schichten signifikant.

Beim SCC ist das Verhiltnis mit durchschnittlich 0,71 + 0,08 signifikant héher als im Stratum
granulosum und Stratum spinosum mit jeweiligen Werten von 0,37 + 0,06 und 0,5 = 0,11. Das
Verhiltnis zwischen Kern und Zytoplasma von SCC-Zellen ist ebenfalls hoher als das der Zellen
im Stratum basale mit 0,65 + 0,1, jedoch ist dieser Unterschied bei p = 0,155 nicht als signifikant
zu werten.

Die Zelldichte von gesunder Haut im Stratum granulosum, spinosum und basale sowie des SCC
ist in Abb. 28 dargestellt. Fiir das SCC betriigt die mittlere Dichte 656 + 505 Zellen/mm”. Diese
ist signifikant niedriger als im Stratum basale und Stratum spinosum. Im Vergleich mit der
Dichte des Stratum granulosum konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p =

0,753).
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Abb. 28 Boxplots der Zelldichte von gesunder Haut und SCC
* p<0,05
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3.5 Vergleich zwischen aktinischer Keratose und spinozelluliirem Karzinom

in der Multiphotonentomographie

Bildmorphologisch lieBen sich einige Unterschiede zwischen AK und SCC feststellen. So war es
bei der AK in einigen Fillen moglich, die noch intakte dermoepitheliale Junktionszone
darzustellen. Im Gegensatz dazu konnte diese, aufgrund der hohen Tumordicke, beim SCC nicht
dargestellt werden.

Bei beiden Tumoren war die sogenannte ,,Kopfsteinpflasterstruktur® aufgelost, jedoch waren die
Zellabstinde beim SCC weiter als bei der AK. Die beim SCC im Sinne von intraepidermalen
Verhornungen auftretenden Verschattungen konnten bei den Untersuchungen der AK nicht
nachgewiesen werden.

Es lieB sich zudem feststellen, dass die Hyperkeratose beim SCC in starkerer Auspragung auftrat
als bei der AK. Bei letzterer traten die ersten Zellen in einer Tiefe von 31,6 um + 9,8 um auf,
beim SCC hingegen erste in einer Tiefe von 65 pm + 32,1 um.

Auch beziiglich der objektiv gemessenen Parameter Zellkerndurchmesser, Kern-Zytoplasma-
Verhiltnis und Zelldichte lieBen sich Unterschiede zwischen AK und SCC zeigen. Die Daten
werden in Abb. 29-31 dargestellt.
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Abb. 29 Boxplots des Zellkerndurchmessers von gesunder Haut, AK und SCC, * p<0,05

44



1,0 -

0,9

bre 0,8

+ . .
L 074 . *
- » ¥ &0,
7)) 0,6 < ‘ :

® . o

e ] '0' 3 o
9 0,5 - *» o *

> A A/

N1l % &

é 0.4+ ,‘ I 0’

% ) %o

D 03- LY o

N ) .

I I I I 1

2\© S€ 0™
paS o\ -\x\e\\‘aﬂm
\

wos® oo™ .
« A SC“
P‘\d\“\ ?\a‘\eﬂep

(2 \\.\"“
A0 9 oV G

X
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Abb. 31 Boxplots der Zelldichte von gesunder Haut, AK und SCC
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Die Zellkerne der AK sind mit einem durchschnittlichem Durchmesser von 8,73 pm + 2,21 pm
kleiner als die des SCC mit 9,81 pum + 1,9 um. Der Unterschied ist mit p=0,688 als nicht
signifikant zu werten.

Das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis der Tumorzellen der AK mit 0,61 + 0,13 ist signifikant kleiner
als das des SCC mit 0,71 + 0,08.

Ebenso signifikant waren die Unterschiede in der Dichte der AK und des SCC mit jeweils 971 +
1113 Zellen/mm*und 655 + 505 Zellen/mm®.

3.6 Aufnahmen des malignen Melanoms

3.6.1 Histologie des malignen Melanoms

Histologisch finden sich beim malignen Melanom oft in Nestern gelegene atypische
Melanozyten mit pleomorphen Zellkernen. Daneben treten auch Melanozyten in der gesamten
Epidermis verteilt auf, statt wie bei gesunder Haut nur im Stratum basale. Die Melanozyten

besitzen dabei einen ungewdhnlich grolen Zytoplasma-Anteil. In Abb. 32 ist eine histologische

Aufnahme des malignen Melanoms dargestellt.

Melanozyten in der
Epidermis

polymorphe
Tumorzellen

atypisch
vergroflerte
Melanozyten
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Abb. 32 Histologische Aufnahme eines malignen Melanoms
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3.6.2 Multiphotonentomographie des malignen Melanoms

Im Stratum corneum finden sich irreguldre Korneozyten mit teilweise hyperrefraktilen Anteilen.
Zudem sind auch parakeratotische Verdnderungen erkennbar. Die Zellen des MM im Stratum
basale bis granulosum weisen oftmals hyperrefraktile Granula in threm Zytoplasma auf, was
durch einen erhohten Melaningehalt, beziehungsweise durch erhohte Stoffwechselaktivitit
erklart werden kann. Die Form der Zellen ist oval und ihr Zellkern erscheint vergroflert im
Vergleich zu gesunden Keratinozyten. Zusédtzlich finden sich dendritische Zellen mit langen
Zytoplasma-Ausldufern.

Dariiber hinaus weisen die Zellen eine erhohte Mitoserate auf.

Ein Patient mit noduldirem Melanom wurde ebenfalls mit MPT untersucht. Die Bilder der

Messung sind in Abb. 33 — 37 dargestellt.

Parakeratotische Verdnderung

irreguldre Korneozyten

Abb. 33 Malignes Melanom in 10 pm Tiefe
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Hyperrefraktile Anteile

Zytoplasma mit
hyperrefraktiler
Granula

Abb. 34 Malignes Melanom in 30 pm Tiefe

Hyperrefraktile Granula

Mitose

Abb. 35 Malignes Melanom in 60 pm Tiefe
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Ovale Zellen mit
vergrofertem Zellkern

Zelle mit dendritischen
Ausliufern

50 um

Abb. 36 Malignes Melanom in 80 pm Tiefe

Mitose

pleomorphe
Tumorzellen

Abb. 37 Malignes Melanom in 110 um Tiefe
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3.7 Kohirente Anti-Stokes-Raman Streuung

3.7.1 Kohiirente Anti-Stokes-Raman-Streuung gesunder Haut

Abb. 38 zeigt eine MPT-Aufnahme gesunder Haut im Autofluoreszenzmodus und im gemischten

Autofluoreszenz-/CARS-Modus.

Abb. 38
a) Autofluoreszenz in der dermoepidermalen Junktionszone gesunder Haut
b) CARS (rot) und Autofluoreszenz (griin) derselben Stelle

Die in Abb. 38a dargestellte Aufnahme in 50 um Tiefe zeigt eine dermale Papille in der
dermoepithelialen Junktionszone, welche von refraktilen Zellen umgeben ist. Innerhalb der
Papille und um die refraktilen Zellen herum ist nur ein schwaches Signal der Autofluoreszenz
erkennbar. Abb. 38b stellt dieselbe Stelle in Autofluoreszenz (griin) und CARS (rot) dar. Dabei
wird deutlich, dass das CARS-Signal vor allem an Stellen auftritt, an welchen zuvor nur ein
schwaches Autofluoreszenzsignal auftrat. Auch innerhalb der dermalen Papille ist das CARS-

Signal vorhanden.
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20 um

Abb. 39

a) Autofluoreszenz gesunder Haut im Stratum spinosum in 30 um Tiefe
b) CARS gesunder Haut im Stratum spinosum in 30 pm Tiefe

In Abb. 39 ist gesunde Haut des Stratum spinosum in einer Tiefe von 30 um dargestellt, wobei
Abb. 39a die Stelle in Autofluoreszenz und Abb. 39b in CARS zeigen. In der Autofluoreszenz ist
die typische Anordnung der Zellen im , Kopfsteinpflastermuster* erkennbar. Das CARS-Signal
zeigt ebenfalls eine regelmifige und klare Verteilung {iber die gesamte Flache. Hier ist jedoch
nicht mehr jede einzelne Zelle von der anderen abgrenzbar. Vielmehr scheinen sie in Gruppen
von mehreren Zellen angeordnet zu sein. Das CARS-Signal konnte ein Artefaktsignal als

Schattenbild der hohergelegenen Korneozyten sein.

3.7.2 Kohiirente Anti-Stokes-Raman-Streuung von Psoriasis

Abb. 40 zeigt eine psoriatische Lésion in Autofluoreszenz und CARS in einer Tiefe von 30 pm.
Die Autofluoreszenz in Abb. 40a zeigt Zellen mit vermehrter Granula im Zytoplasma. Die
Zellen und deren Kerne weisen Pleomorphien auf. Um die Zellen herum sind die
Interzellularrdaume nicht klar abgegrenzt, sondern mit leicht refraktilem Material gefiillt. Dies
entspricht einer histologischen Keratose. Auch das CARS-Signal in Abb. 40b weist

Veranderungen auf. So sind die einzelnen Zellgruppen nur noch verschwommen erkennbar.
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S0 um 20 um

Abb. 40
a) Autofluoreszenz von Psoriasis in 30 um Tiefe
b) CARS von Psoriasis in 30 um Tiefe

4. Diskussion

Das bisherige Standardverfahren zur Diagnostik von epithelialen Hauttumoren ist die Histologie.
Diese stellt aufgrund ihrer Invasivitdt eine grof3e Belastung fiir den Patienten dar.

AuBlerdem erlaubt die Histologie nur eine Momentaufnahme und keine Beobachtung von
Krankheits- oder Therapieverldaufen.

Mittels KLSM und MPT ist es moglich, ein Hautabbild in Echtzeit ohne Hautverletzung zu
erzeugen. Dynamische Prozesse wie Krankheits- oder Therapieverldufe konnen ebenfalls
nachvollzogen werden. Die Zellarchitektur kann genau wie nach der histologischen Prdparation
dargestellt werden, jedoch erfolgt sie hier in horizontalen Schnitten [61]. Durch Verringerung
des Abstandes zwischen den Schnitten bis auf 1 um ist eine dreidimensionale Rekonstruktion der
Haut moglich.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Eignung der MPT zur Diagnostik von epithelialen Hauttumoren wie
BCC, AK, SCC im Vergleich zur Histologie und zur KLSM darzustellen und charakteristische
Merkmale der Hauttumore im MPT herauszuarbeiten. Daneben sollte untersucht werden,
inwiefern sich die betrachteten Hauttumore voneinander mittels MPT abgrenzen lassen.

Zuséatzlich zu den epithelialen Hauttumoren wurden als Prinzipversuch auch ein Patient mit
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malignem Melanom und ein Patient mit Psoriasis untersucht. Erste Untersuchungen mit CARS
wurden ebenfalls durchgefiihrt.

In den Aufnahmen mittels MPT konnten Merkmale wie in der Histologie, beispielsweise Hyper-
und Parakeratose festgestellt werden. Da die Messungen mit MPT in vivo durchgefiihrt wurden,
erhdlt man auf den Bildern keine Artefakte, die auf der Gewebebearbeitung wie
Biopsieentnahme, Fixierung und Férbung der Probe, beruhen. Weitere Artefakte in der
Histologie sind das Schrumpfen der Zellen, sodass vermehrt leere Rdume zwischen den Zellen
auftreten, die in vivo in der MPT nicht vorhanden sind. In der Histologie kommt es auch oft zu
Rissbildungen im Stratum corneum, was vor allem durch das Auswaschen von Lipiden bedingt
ist. Somit wird der Verbund zwischen den Korneozyten aufgehoben. Dariiber hinaus kénnen
zusitzliche Kriterien wie Zellkerndurchmesser und das Verhédltnis zwischen Zellkern und
Zytoplasma - @hnlich wie in der KLSM - bestimmt werden, wobei sich dies in der MPT durch
die hohere Auflosung einfacher darstellt als in der KLSM.

Die MPT und die KLSM eignen sich beide sehr gut zur Bestimmung der horizontalen
Tumorausdehnung, da ihre Bilder ebenfalls in der horizontalen Ebene liegen. Die Darstellung
der vertikalen Ausdehnung der Tumore kann jedoch aufgrund der noch limitierten Eindringtiefe
der Laserstrahlung nicht in jedem Fall sicher bestimmt werden.

Die KLSM und die MPT sind zur Darstellung von gesunder Haut und epithelialer Hauttumore
geeignet [74]. Allerdings bestehen technische Unterschiede. Bei der, in dieser Studie
verwendeten KLSM ist es moglich, ein dermatoskopisches Bild als Navigation zu nutzen und
Ubersichtsaufnahmen von 8mm x 8mm durchzufiihren, um dann im Anschluss die Pathologien
besser darzustellen. Bei dem verwendeten MPT war dies nicht moglich. In neueren Gerédten
besteht diese Moglichkeit allerdings schon. Eine weitere Schwierigkeit in der Untersuchung
mittels MPT stellten manche Lésionsorte wie Nase oder Kinn dar, da die Optik nicht auf diese
Stellen aufgesetzt werden konnte. Die Schulter- und Thoraxpartien waren nur erschwert
messbar, da die Atembewegung erhebliche Artefakte in der Messung erzeugte.

Die MPT hat mit 0,5 um eine deutlich hohere Auflésung als die KLSM, sodass Zellkerne scharf
und eindeutig vom Zytoplasma abgegrenzt werden kénnen. Das liegt vor allem an der hohen
Konzentration von NAD(P)H und anderen Fluorophoren in Zytoplasma, die zu einem hohen
Kontrast fiihren. Dadurch konnten Zellkerndurchmesser und Zellgrofle bestimmt und deren
Verhiltnis berechnet werden.

Bei gesunder Haut wurde mit beiden optischen Verfahren die Abnahme der ZellgroBBe sowie die
Zunahme der Zelldichte mit zunehmender Tiefe beobachtet. Mittels LSM war die Bestimmung

des Verhiltnisses zwischen Kern und Zytoplasma nicht moglich. Im Vergleich zu den in
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Rajadhyaksha et al. [61] bestimmten Zellkerndurchmessern in der Histologie waren die mit MPT
gefundenen Werte etwas hoher. Das lédsst sich durch die Schrumpfung der Zellen nach der
histologischen Préiparation erklaren.

Die LSM wurde bereits in mehreren Studien zur Detektion von Hauttumoren verwendet und
findet schon in spezialisierten dermatologischen Zentren Anwendung zur Diagnostik. Longo et
al. [66] konnten zeigen, dass die LSM ein effektives Instrument zur Diagnosestellung von
noduldren Lasionen ist. Allerdings stellten auch hier Ulzeration und Hyperkeratose eine
Limitierung dar, sodass hierfiir eine histologische Untersuchung vorgeschlagen wurde.

Bei allen NMSC stellt die oftmals vorhandene starke Hyperkeratose eine Limitation in der
Anwendung der MPT und der LSM dar. Diese behindert das Eindringen des Laserstrahls in die
tieferen Schichten, in welchen sich die verdnderten Keratinozyten befinden. Dieser Umstand
lieBe sich durch Abtragen der Hyperkeratose auf mechanische Art oder mit Salicylsdure
beheben, jedoch konnen dadurch auch die Zellen der tiefer gelegenen Schichten verletzt werden.
Des Weiteren kann die Untersuchung am Rand der Lésion durchgefiihrt werden, wo die

Hyperkeratose meist nicht so stark ausgeprigt ist.

Typisch fiir das BCC in der histologischen Aufarbeitung sind palisadenartig angeordnete Zellen
um die Tumornester herum. Solche Strukturen lassen sich auch mittels LSM darstellen [85-87].
In den Untersuchungen mit MPT in dieser Studie konnten die palisadenartig angeordneten Zellen
nicht gefunden werden, jedoch konnten Seidenari et al. [88] Basalzellnester mit umgebenden
Palisadenzellen darstellen. Letztere wurden auch von Manfredini et al. [89] gezeigt. Dieser
Unterschied ist wahrscheinlich durch das relativ kleine Gesichtsfeld in der MPT bedingt, sodass
der Tumor hier nicht in seiner gesamten Ausdehnung abgebildet werden kann.

Teleangiektasien sind ebenfalls ein charakteristisches Merkmal fiir das BCC. Die Gefalle sind
aufgrund ihres schnellen Wachstums meist pathologisch verdndert. Sie kdnnen sowohl in der
Histologie als auch in der LSM nachgewiesen werden [89, 90]. In dieser Studie konnten die
Teleangiektasien allerdings nicht mit der MPT dargestellt werden, da sie, aufgrund des bereits
erwahnten kleinen Gesichtsfeldes, nicht in den untersuchten Arealen nachzuweisen waren.
Aullerdem kann der Laserstrahl bei einer, wie beim BCC auftretenden, stark verbreiterten
Epidermis nicht bis zur dermoepithelialen Junktionszone vordringen, sodass die Darstellung von
Gefallen und Teleangiektasien im Tumor nicht méglich waren.

Im Inneren des Tumors zeigte sich, dass der sonst regelmiBige Aufbau in den verschiedenen
Schichten der Epidermis zerstort war. Stattdessen fand sich ein unregelméBiger Aufbau mit

elongierten Zellen. Diese konnten sowohl mittels LSM und MPT nachgewiesen werden.
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Die hohe Auflosung der MPT ermoglichte die Bestimmung von Zellkern- und
Zytoplasmadurchmesser sowie der Zelldichte.

Der Zellkerndurchmesser kann als Unterscheidungskriterium zwischen gesunder Haut und BCC
genutzt werden. Die Werte fiir BCC-Zellen waren signifikant hoher als fiir die Zellen der
jeweiligen Schichten der gesunden Haut. AuBBerdem nahm der Zellkerndurchmesser bei BCC, im
Gegensatz zur gesunden Haut, nicht mit zunechmender Tiefe ab, sondern blieb weitgehend
konstant. Diese beiden Kriterien konnen zur Unterscheidung zwischen BCC und gesunder Haut
beitragen. In Rosa et al. [91] wurde der Zellkerndurchmesser des BCCs in der Histologie
bestimmt. Diese Werte sind mit 7,29 pm £ 1,12 um und 8,54 um £ 1,51 um etwas niedriger als
die in der MPT. Der groBlere Durchmesser korrespondierte dabei mit den aggressiveren Formen
des BCC. Die unterschiedlichen Werte konnen iiber Messungsbedingte Fehler bzw.
Schrumpfung der Zellen in der histologischen Aufarbeitung erklért werden.

Wie auch in der histologischen Aufbereitung mit Himatoxylin und Eosin und in der KLSM
nimmt das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis vom Stratum granulosum bis zum Stratum basale
gesunder Haut zu [61]. Das Verhiltnis beim BCC ist am kleinsten von allen gebildeten
Verhiltnissen. Beim BCC wurde dieses an der langen Seite der charakteristischen, elongierten
Zellen bestimmt. Im Vergleich zum Stratum spinosum und basale ist der Unterschied signifikant.
Das Verhiltnis ergab im Durchschnitt auch kleinere Werte als fiir das Stratum granulosum,
allerdings ohne signifikanten Unterschied.

Die ermittelte Zelldichte des BCCs in Tiefen von 10 bis 200 um entspricht in etwa der des
Stratum granulosum, jedoch nimmt diese im Vergleich zur gesunden Haut nicht mit
zunehmender Tiefe zu, sondern bleibt weitgehend konstant.

Da vor allem signifikante Unterschiede bei allen drei untersuchten Kriterien im Stratum
spinosum und Stratum basale aufgetreten sind, ist es ausreichend, die gesunde Haut nur in diesen

beiden Schichten zu messen.

Bei der AK ist ihre friihe Detektion und Therapie von grof8er Bedeutung. Mittels Histologie
kann lediglich nach der klinischen Verdachtsdiagnose eine Abgrenzung zu einem invasiv
wachsenden Plattenepithelkarzinom durchgefiihrt werden. Ebenso ist es nur moglich, ein
punktuelles Bild von der AK an der biopsierten Stelle zu bekommen. Meistens sind aber gréfer
flichige Areale von AK betroffen. Diese kdnnen nur mit KLSM oder MPT dargestellt werden.
AuBerdem ist es mit den beiden nichtinvasiven Methoden realisierbar, Entwicklungsverldufe und
dynamische Prozesse in den verschiedenen Liasionen zu beobachten, was mit der invasiven

Methode der Histologie nicht moglich ist.
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Die Hyper- und Parakeratose, die bei der AK auftreten, stellen eine Limitation in der
Anwendung des MPT dar. Aufgrund der, je nach Lasion, unterschiedlichen Eindringtiefe von ca.
200 pm, konnte die dermoepitheliale Junktionszone nicht immer dargestellt werden. Somit kann
nicht sichergestellt werden, ob diese, wie fiir die AK charakteristisch, noch intakt ist, oder ob sie,
wie im Falle des SCC, schon durchbrochen ist. Um dennoch so tief wie moglich in die Lésion
einzusehen, wurde in der Regel der Rand der Lidsion untersucht. Zur Verminderung der
Hyperkeratose kann diese auch mittels Salicylsdure oder mechanisch abgetragen werden. Darauf
wurde in dieser Studie allerdings verzichtet.

Die Hyper- und Parakeratose ist histologisch ein wichtiges Merkmal der aktinischen Keratose.
Sie kann auch in der LSM und in der MPT nachgewiesen werden. Ebenso ist es moglich, den
Verlust des Aufbaus einzelner Zellschichten als Verlust der sogenannten Honigwabenstruktur in
der LSM und der ,,Kopfsteinpflasterstruktur in der MPT zu zeigen. In der aufgeldsten Struktur
befinden sich pleomorphe Zellen. Diese sind mit der LSM darstellbar, allerdings eignet sich
dafiir die MPT besser, da sie eine hohere Auflosung besitzt und der Pleomorphismus der Zellen
deutlicher wird.

Mittels MPT ist es zudem moglich, subzelluldre Strukturen darzustellen. Auffallend war zudem,
dass das Zytoplasma von AK-Zellen stirkere Signale erzeugte als das von gesunden Hautzellen.
Dies konnte durch eine erhohte metabolische Aktivitdt der Zellen und einem darin begriindeten
und erhéhten NAD(P)H-Umsatz, verursacht sein.

AuBlerdem konnten in der MPT weitere, objektive Kriterien ermittelt werden. Der
Zellkerndurchmesser fiir AK ist signifikant grofer als fiir die Spinal- und Basalzellen gesunder
Haut. Im Vergleich zu den Zellen des Stratum granulosum konnte kein signifikanter Unterschied
gefunden werden. Das ldsst sich dadurch erkldren, dass sich die Tumor-verdanderten Zellen vor
allem in den tiefer gelegenen Schichten finden. AuBlerdem bleiben die Durchschnittswerte des
Zellkerndurchmessers von AK-Zellen iiber alle gemessenen Tiefen weitgehend konstant, wobei
die Standardabweichung sehr hoch ist. Das ist in der Pleomorphie der Tumorzellen begriindet.
Aufgrund der hohen Stoffwechselaktivitit dieser Zellen und der verdnderten genetischen
Programmierung sind die Zellkerne im Vergleich zu denen gesunder Haut vergrofB3ert. In Koehler
et al. [74] wurden ebenfalls die Zellkerndurchmesser von gesunder Haut und AK bestimmit.
Auch dort konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen gesunden Hautschichten
gefunden werden. Der Unterschied zwischen aktinischer Keratose und gesunder Haut stellte sich
jedoch als nicht signifikant heraus, auch wenn die Durchschnittswerte der AK in den jeweiligen

Schichten etwas groBer waren als bei gesunder Haut.
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Neben dem Zellkerndurchmesser ist auch das Kern-Zytoplasma-Verhiltnis der AK-Zellen
verdndert. Im Vergleich mit gesunder Haut ist es etwas hoher. Wie bei gesunder Haut nimmt es
mit zunehmender Tiefe zu. Vergleicht man die Durchschnittswerte der AK mit denen der
einzelnen Schichten der gesunden Haut, erhdlt man signifikante Unterschiede zum Stratum
granulosum und spinosum. Die Werte sind ebenfalls hoher im Vergleich zum Stratum basale,
allerdings nicht signifikant. Da der Zellkern in diesen Tiefen bei der AK jedoch schon vergrofert
ist, muss auch das Zytoplasma dieser Zellen vergrofert sein. Somit ergeben sich anndhernd
gleiche Werte fiir das Verhiltnis zwischen Zellkern und Zytoplasma der AK-Zellen und der
gesunden Zellen in der Basalzellschicht. In Koehler et al. [74] konnten im Vergleich des
Verhiltnisses von Zellkern und Zytoplasma fiir alle Schichten signifikante Unterschiede
berechnet werden. Dariiber hinaus wurden noch die Fldchen von Zellkern und Zytoplasma,
sowie deren Verhiltnis bestimmt. Auch dabei erreichte das Verhéltnis von AK-Zellen signifikant
hohere Werte als von gesunder Haut.

Fiir die Zelldichte der AK wurden signifikante niedrigere Werte im Vergleich zum Stratum
basale und spinosum gefunden. Bei gesunder Haut nimmt die Zelldichte mit zunehmender Tiefe
zu. Dieses Phdnomen ist bei der AK ebenfalls zu beobachten, allerdings nicht in der gleichen
Auspragung wie bei gesunder Haut. Dies korreliert mit den Ergebnissen von Koehler et al. [74].
Dort wird ebenfalls eine geringere Zelldichte der AK als in den jeweiligen gesunden

Hautschichten beschrieben.

Zur Detektion des SCC sind sowohl die LSM als auch die MPT in der Lage. Schwierigkeiten in
der Darstellung traten vor allem bei bestehender Hyperkeratose auf. Aufgrund der dadurch
resultierenden hohen Lichtstreuung, war es daher in manchen Féllen nicht mehr moglich, die
darunter liegenden Zellschichten zu beurteilen. Dariiber hinaus konnte die dermoepitheliale
Junktionszone bei keiner der sechs untersuchten Lésionen dargestellt werden. Dies wére von
Bedeutung in einer moglichen notwendigen Unterscheidung zwischen SCC und AK, da beim
SCC die Basalmembran bereits durchbrochen ist.

Zur Abgrenzung des SCC gegeniiber gesunder Haut geniligen bildmorphologische
Charakteristika, wie der vollstindige Verlust der ,,Kopfsteinpflasterstruktur®, ihre verdnderte und
unregelmifige Form, die Zunahme ihrer GréBe und die starke Refraktilitit des Zytoplasmas. Die
mittels statistischer Verfahren untersuchten Kriterien des Zellkerndurchmessers, des Kern-
Zytoplasma-Verhéltnisses und der Zelldichte konnen ebenfalls zur Unterscheidung zwischen
gesunder Haut und SCC herangezogen werden. Der Zellkerndurchmesser war im Vergleich zu

allen Hautschichten signifikant vergroBert. Im Gegensatz zu normalen Keratinozyten veridndert
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sich der Durchmesser liber die gesamte gemessene Tiefe nicht. Fiir das Verhéltnis Zellkern-
Zytoplasma wurden ebenfalls signifikant hohere Werte im Vergleich zum Stratum spinosum und
granulosum gefunden. Der nichtsignifikante Unterschied zum Stratum basale ist insofern nicht
von grofler Bedeutung, da der Zellkerndurchmesser und damit die gesamte Zelle wesentlich
grofer ist als ein einzelner Keratinozyt gesunder Haut. Die Zelldichte ist, wie auch schon
histologisch gezeigt, aufgrund der erweiterten interzelluldren Abstdnde, verringert im Vergleich

zum Stratum spinosum und basale.

Ein wesentlicher histologischer Unterschied zwischen AK und SCC ist, dass beim SCC die
Basalmembran schon durchbrochen ist und somit eine Metastasierung auf hdmatogenem oder
lymphogenem Weg moglich ist. Im Gegensatz dazu ist die Basalmembran bei der AK noch
intakt und nicht durchbrochen. Dieses Kriterium kann jedoch zum Vergleich der AK mit SCC in
der Untersuchung mittels MPT nicht zuverldssig angewandt werden, da die dermoepidermale
Junktionszone aufgrund der relativ geringen Eindringtiefe des Lasers von 200 um nicht bei jeder
Untersuchung dargestellt werden kann. Andere Kriterien lassen aber eine Unterscheidung
zwischen AK und SCC zu. Dazu zdhlen einerseits bildmorphologische Kriterien als auch
objektiv ausgemessene Kriterien. Zu ersteren gehdren morphologische Verdnderungen der
Zellen in deren Form und Anordnung im Zellverband. Diese sind beim SCC wesentlich starker
ausgepragt als bei der AK. Wihrend sich beim SCC sehr starke Verédnderungen in Form und
Anordnung der Zellen zeigten, konnte bei der AK ein nur leicht verdndertes
Kopfsteinpflastermuster in den oberen Hautschichten nachgewiesen werden. Zudem finden sich
beim SCC oftmals intraepidermale Verhornungen in einzelnen Schichten, die bei der AK nicht
auftreten.

Als objektive Kriterien sind der Zellkerndurchmesser, das Verhidltnis zwischen Zellkern und
Zytoplasma, sowie die Zelldichte zu sehen. Die Zellkerne des SCC waren in ithrem Durchschnitt
grofer als die der AK, jedoch war der Unterschied noch nicht als signifikant zu werten. Daher
sind beziiglich dieses Kriteriums noch weitere Untersuchungen mit hoheren Fallzahlen
notwendig. Beim Zellkern-Zytoplasma-Verhiltnis, welches beim SCC grofler ist als bei der AK,
konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden. Genauso bei der Zelldichte des SCC,
welche niedriger ist als die der AK. Dies ist einerseits in den groBBeren Zellen und andererseits
durch die erweiterten interzelluliren Abstinde beim SCC begriindet.

Rishpon et al. [36] beobachteten in ihrer Untersuchung von AK und SCC mittels LSM einen
Unterschied in der Vaskularisierung. Beim SCC fanden sich in der oberflichlichen Dermis

vermehrt neoplastische Blutgefdlle, die bei der AK nur spirlich auftraten. Dies konnte mit der
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MPT nicht gezeigt werden, da die Eindringtiefe des Lasers nicht ausreichend war, um die
oberflichliche Dermis bei AK und SCC darzustellen.

Insgesamt tragen die genannten Kriterien zur Unterscheidung zwischen AK als Prikanzerose
und SCC bei. Es sollten jedoch mehrere der oben aufgefiihrten Kriterien zur Differenzierung in
Betracht gezogen werden, um eine sichere Diagnosestellung zu gewéhrleisten.

Auch maligne Melanome zeigen in der MPT charakteristische Merkmale. Hierzu wurde ein
Prinzipversuch durchgefiihrt. Jedoch ist ein untersuchter Patient nicht ausreichend, um
allgemeine Aussagen treffen zu konnen. Die von Dimitrow et al. [92] gefundenen
Charakteristika von malignen Melanomen in der MPT konnten bestitigt werden. Die
Untersuchung mit MPT zeigte im Vergleich mit gesunder Haut wesentliche Unterschiede in der
Zellmorphologie. Die meisten Zellen haben vergroBerte Zellkerne mit ovaler Form sowie
vergroBerte Zellkerne. Daneben treten auch Zellen mit dendritischen Ausldufern auf. Die
Zellabstinde sind, wie bei den anderen Tumoren auch, vergroBert und die Mitoserate ist erhoht.
AuBerdem finden sich Melanozyten in hoher gelegenen Hautschichten. Diese Kriterien kdnnen
auch mit der KLSM untersucht werden, jedoch lassen sich mittels MPT genauere Aussagen iiber
die Zellmorphologie treffen. Dariliber hinaus befanden sich im Stratum granulosum auch Zellen,
die in ithrem Zytoplasma hyperrefraktile Granula aufwiesen. Dies konnte mit der KLSM

aufgrund der Auflosung noch nicht beobachtet werden.

In Tab. 2 erfolgt eine Gegeniiberstellung der in dieser Arbeit untersuchten Tumoren beziiglich
threr Merkmale in der MPT. Diese unterscheiden sich im Vergleich mit gesunder Haut vor allem
durch einen Verlust ihrer Struktur, welche sich im Verlust des ,,Kopfsteinpflastermusters®, einer
Hyper- und Parakeratose und in der Zunahme der Dicke der Epidermis zeigt. Zudem treten
weitere Malignitidtsmerkmale wie erhohte Mitoserate und Zellkernpleomorphie auf.

Auch innerhalb der einzelnen Tumoren lassen sich morphologische Unterschiede in der MPT
darstellen. Besonders wichtig erscheint die Differenzierung zwischen den einzelnen NMSC, da
diese sich klinisch oft dhneln. Das BCC unterscheidet sich von den anderen Hauttumoren vor
allem durch die elongierte Form der Zellen, welche spezifisch fiir das BCC ist. Das wichtigste
Unterscheidungskriterium zwischen der Prikanzerose AK und SCC ist die noch intakte
Basallamina bei der AK. AuBBerdem sind die einzelnen Parameter beim SCC wesentlich starker
ausgepréagt als bei der AK.

Das MM unterscheidet sich von den NMSC durch die ovalédre Zellform und die hyperrefraktilen

Granula im Zytoplasma.
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Tab. 2 Gegeniiberstellung der Tumoren beziiglich ihrer Merkmale in der MPT

Parameter/ Tumor | gesund

Kopfsteinpflastermuster ++

Refraktilitdt des
Zytoplasmas
Basallamina

Zellmorphologie

Hyperkeratose
Parakeratose
Dicke der Epidermis

Intraepitheliale

Keratose
Mitoserate

Zellkern-Zytoplasma-

Verhiltnis

Zellkerndurchmesser

Zelldichte

* hyperrefraktile Granula

0

+

homogen

0**

BCC

elongierte,
pleomorph

AK

+
+

vergroflert,
pleomorph

SCC

++

stark
vergrofert
und stark
pleomorph
++

++

++

++

++

+++

++

** Zunahme der Zelldichte mit zunehmender Schichttiefe nur bei gesunder Haut

AuBerdem liegt meistens keine Hyperkeratose vor. Durch eine Kombination der vorhandenen
Parameter ist es moglich, eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Tumoren mittels MPT

durchzufiuhren.

Die Messung mit CARS bietet einen weiteren Informationsgewinn iiber die in der Epidermis und
Dermis vorhandenen Lipidstrukturen, welche nicht mit der Autofluoreszenz erfasst werden

konnen. Die Morphologie des CARS-Signals beruht wahrscheinlich auf einer Artefaktbildung

durch die Korneozyten des Stratum corneum.

Das diffuse Signal bei Psoriasis kann mit einer Barrierestorung der Lipidstruktur erklirt werden.
Durch die erhohte Proliferationsrate der Psoriasiszellen ist es ihnen nicht moglich, eine

geordnete Differenzierung zu durchlaufen. Die Unschirfe des CARS-Signals konnte darauf
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beruhen, dass die Abstidnde zwischen den Zellen bei Psoriasis vergroBert sind und eine Keratose
vorliegt. In diesem Bereich gibt es also kein Zytoplasma, in dem die Lipide vorkommen und

synthetisiert werden.

4.1 Zusammenfassung

Die Histologie gilt bis heute noch als Goldstandard zur Diagnosesicherung von diversen
Hauterkrankungen. In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die LSM als
auch die MPT zur Diagnosestellung bei den hier untersuchten Hauterkrankungen eignen.
Vorteile der Histologie sind, dass sie ein bewidhrtes Verfahren darstellt und viele Erfahrungen
vorliegen. Allerdings ist zur histologischen Auswertung immer eine Biopsieentnahme mit
folgender Narbenbildung an dieser Stelle erforderlich. AuBlerdem benétigt die histologische
Aufbereitung Zeit, sodass eine endgiiltige Diagnosestellung unter Umstidnden erst nach mehreren
Tagen erfolgen kann.

Im Gegensatz dazu ermoglichen die LSM und die MPT eine Darstellung der betroffenen Region
in vivo und in Echtzeit, das heilt es liegt ein nichtinvasiver Eingriff vor und die
Diagnosestellung kann sofort erfolgen. Bisher durchgefiihrte Studien haben hohe Sensitivitdt und
Spezifitit in der Untersuchung mit LSM gezeigt, fiir die MPT liegen, aufgrund der Neuheit der
Technik, bisher noch keine Daten vor.

In der Histologie ist die Beurteilung der dermoepidermalen Junktionszone und darunterliegenden
Strukturen immer moglich. So ist dies auch bei stark hyperkeratotischen Lisionen, welche eine
grofle Limitation sowohl fiir die LSM als auch fiir die MPT darstellen, gewéhrleistet. Somit ist
die Beurteilung der dermoepidermalen Junktionszone aufgrund der geringen Eindringtiefe des
Lasers nicht immer moglich. Damit féllt ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung zwischen
AK und SCC weg. Dieses Problem lieBe sich einerseits dadurch beheben, dass die
Hyperkeratose vor der Untersuchung mechanisch oder chemisch mit Salicylsdure abgetragen
wird. Dieses Verfahren birgt allerdings das Risiko, dass die tiefer gelegenen Keratinozyten
verletzt werden. Andererseits konnten auch technische Verbesserungen zur Beurteilbarkeit der
Liasionen in der Tiefe beitragen, beispielsweise durch Erh6hung der Eindringtiefe des Lasers.

Ein weiterer Vorteil der MPT gegeniiber der LSM ist die subzelluldre Auflésung. So kénnen die
einzelnen Zellstrukturen genau vermessen und Anderungen friihzeitig erkannt werden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Ziel dieser Arbeit, wesentliche Merkmale
von BCC, AK und SCC in der Untersuchung mit MPT zu erkennen, erreicht wurde. Des
Weiteren war auch eine Unterscheidung zwischen AK und SCC moglich. Die MPT kann daher
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als diagnostisches Verfahren zur sicheren Differenzierung zwischen Pridkanzerose und dem
invasiv wachsenden Tumor genutzt werden. Auch die Untersuchung von malignen Melanomen
zeigt charakteristische Verdnderungen.

Die Untersuchungen mit CARS zeigten Lipidstrukturen gesunder Haut und Verdnderungen
dieser Strukturen bei Krankheiten, die mit Hautbarriereverdnderungen einhergehen, wie
beispielsweise der Psoriasis.

Ein Nachteil des hier verwendeten MPT-Gerdtes war dessen Starrheit, sodass Lésionen an
manchen Korperstellen wie an der Nase, am Ohrldppchen oder auf dem Kopf nicht oder nur
schwer messbar waren. Das ist insofern von Bedeutung, als dass diese Stellen
Pradilektionsstellen fiir NMSC sind. Eine mogliche Losung stellen flexible Objektiv-Arm-
Systeme dar, die einen grofleren Bewegungsspielraum bieten. AuBBerdem sollte der Objektivkopf
verkleinert werden, damit auch die unebenen Korperstellen gut erreichbar werden.

In weiteren Studien mit groeren Fallzahlen muss untersucht werden, wie hoch die Spezifitit
und die Sensibilitdt der Kriterien fiir die jeweiligen Tumore einzeln und in Kombination sind.
AnschlieBend konnte das Verfahren zur klinischen Diagnostik der einzelnen Hauttumore
angewandt werden. Dariiber hinaus bestiinde die Moglichkeit, wiahrend der operativen Exzision
des Tumors die Schnittrinder sofort zu kontrollieren, um eine vollstindige Entnahme zu
garantieren. Dadurch konnte das bisher angewandte zweizeitige Verfahren zur Exzision von
SCC durch ein einzeitiges Verfahren mit sofortigem Wundverschluss ersetzt werden.

Auch die Messung mit CARS konnte neue Erkenntnisse fiir Hautbarrierestorungen wie bei
Psoriasis oder atopischer Dermatitis bringen. Dafiir ist es erforderlich, dass eindeutige Kriterien
fiir die Untersuchung mit CARS festgelegt werden.

Die beiden zu vergleichenden optischen Verfahren (MPT und LSM) bieten die Mdoglichkeit der
Zeit sparenden und nichtinvasiven Diagnostik von Hauterkrankungen. Besonderen Nutzen haben
sie bei klinisch nicht eindeutig unterscheidbaren Dermatosen, wie zwischen AK und SCC, aber
auch als Abgrenzung zu anderen NMSC. Ebenfalls gut geeignet sind beide Verfahren zur
schonenden Untersuchung von grof3flichig auftretenden Erkrankungen wie Psoriasis oder von
Feldkanzerisierungen, wie sie bei der AK hiufig auftreten. Aufgrund der Nichtinvasivitit der
Methoden ist auBerdem die Verwendung als Erfolgskontrolle bei medikamentosen und
nichtoperativen Therapieverfahren moglich. Bei der operativen Entfernung von Tumoren ist der
Einsatz zur Schnittrandkontrolle vorstellbar. Durch die hohere Auflésung im Vergleich zur LSM
ermdglicht die MPT zusétzlich eine noch genauere Beurteilung der einzelnen Zellen und ihres
Zytoplasmas und Zellkerns, sodass mdgliche Verdnderungen dadurch noch einfacher und

frithzeitiger erkannt werden konnen.
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