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ZUSAMMENFASSUNG

Ex vivo konfokale Laserscanmikroskopie (ex vivo KLM) bietet
eine schnelle histopathologische Untersuchung des frisch
exzidierten Gewebes mit der Moglichkeit, eine schnittrand-

kontrollierte Chirurgie (Mohs-Chirurgie) direkt intraopera-
tiv durchzuftihren. Die aktuelle Literatur zeigt vielverspre-
chende Ergebnisse insbesondere bei der Beurteilung von
Basalzellkarzinomen. Uberdies hinaus gibt es zahlreiche
Hinweise, dass man diese innovative diagnostische MaR-
nahme auch bei der Untersuchung anderer nicht melano-
zytarer und melanozytédrer Hautneoplasien sowie fir ent-
zlindliche und infektiose Dermatosen einsetzen kann. Die-
ser Beitrag fasst bisherige Erkenntnisse und Erfahrungen
zur ex vivo KLM zusammen und bietet eine Ubersicht der
aktuellen Literatur zu diesem Thema.

ABSTRACT

Ex vivo confocal laser scanning microscopy (ex vivo CLSM)
provides a fast, histopathological examination of freshly ex-
cised tissue with the ability to perform a microscopically
controlled surgery (Mohs surgery) directly intraoperatively.
The current literature shows promising results especially in
the assessment of basal cell carcinoma. In addition, there
are numerous indications that this innovative diagnostic
measure can also be used in the study of other non-melano-
cytic and melanocytic skin neoplasms as well as for inflam-
matory and infectious dermatoses. This article summarizes
previous findings and experiences on ex vivo CLSM and pro-
vides an overview of current literature on this topic.

Einleitung

Die ex vivo konfokale Laserscanmikroskopie (ex vivo KLM) ist
eine neuartige diagnostische Methode, mit der sich frisch
herausgeschnittenes oder gefrorenes Gewebe in Echtzeit und
ultraschnell mikroskopisch untersuchen lasst. Im Gegensatz zur
in vivo KLM, deren Eindringtiefe begrenzt ist, bietet die ex vivo
KLM die Moglichkeit, alle Hautschichten ohne Einschrankung in
der Tiefe zu untersuchen [1]. Ein weiterer Vorteil der ex vivo KLM
ist die mdgliche Kombination verschiedener Fluoreszenzfarb-
stoffe zur Gewebefdrbung, die den Kontrast bei der Bildgebung
erhéht und sogar die Farbung spezifischer Strukturen ermoég-
licht [2,3]. Die ex vivo KLM wurde hauptséchlich zur intraopera-
tiven Beurteilung von nicht melanozytdren, aber auch melano-
zytdren Hauttumoren und zur Kontrolle chirurgischer Haut-
rdanderin der mikroskopisch kontrollierten oder mikrografischen
Chirurgie verwendet [1,2,4-8]. Nur wenige Berichte haben
bisher die Anwendbarkeit der ex vivo KLM fiir infektiose und ent-
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ziindliche Erkrankungen der Haut [9-11] sowie bei Erkrankun-
gen derinneren Organe [12 - 14] und bei Hautanhangsgebilden
wie Haaren und Nageln [11, 15, 16] gezeigt.

Seit Neuestem wurden erfolgreiche Untersuchungen mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern von Hauttumo-
ren [4], bei kutaner Vaskulitis [17] und bullésem Pemphigoid
[18] durchgefiihrt. Dieses weist auf eine mogliche Anwendung
von ex vivo KLM als Alternativmethode fiir immunhistochemi-
sche und Immunfluoreszenz-Untersuchungen hin.

Die ex vivo KLM-Methode

Die ex vivo KLM wird fiir eine schnelle mikroskopische Unter-
suchung angewendet. Sie ermdglicht die Durchfiihrung von
optischen Schnitten am frisch exzidierten Gewebe und gene-
riert in extrem kurzer Zeit digitale Bilder mit hoher Auflésung,
die der traditionellen Histologie sehr dhneln.
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Das ex vivo KLM-Gerdt (Vivascope 2500M-G4; Lucid Inc.,
Rochester, New York) verwendet 2 verschiedene Laser mit Wel-
lenldngen von 488 nm (blau) und 785nm (infrarot). Der blaue
Laser regt Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. Acridine Orange, Fluores-
zein) an, die vor der ex vivo KLM-Untersuchung auf das Gewebe
aufgebracht werden, und hebt Zellstrukturen von Interesse
hervor. Der Infrarotlaser wird verwendet, um ein Reflexionssig-
nal zu erzeugen. Sowohl Fluoreszenz- als auch Reflexionssignale
werden gleichzeitig erfasst und in Echtzeit korreliert. Die ex
vivo KLM ermdoglicht eine maximale Untersuchungstiefe von
200 pm, einen optischen 4-pm-dicken Schnitt und eine Bildauf-
[6sung von 1024 x 1024 Pixel. Die horizontale optische Aufl6-
sung betrdgt in der Mitte des Sichtfelds weniger als 1,25pm,
die vertikale weniger als 5 pm. Das resultierende Bild kann mit
einer bis zu 550-fachen VergréBerung untersucht werden. Da-
riber hinaus kann das Gerdat mithilfe von Reflexions- und Fluo-
reszenzsignalen in Falschfarben eine digitale rosa und violette
Farbung reproduzieren und bietet somit eine digitale Himatox-
ylin-Eosin (H&E)-dhnliche Farbung, die der echten H&E-Férbung
in den konventionellen histopathologischen Schnitten sehr
dhnelt [19]. Wichtig ist zu erwdhnen, dass das frisch exzidierte
Gewebe vor der ex vivo KLM-Untersuchung nicht in Formalin
fixiert werden darf. Dementsprechend muss das Gewebe mit
Vorsicht behandelt werden. Bei groBen Gewebestiicken, die
einen makroskopischen manuellen Zuschnitt benétigen, so
wie es aus der konventionellen Histologie bereits bekannt ist,
kann es bei der ex vivo KLM zu gewissen Hindernissen kommen,
v.a. aufgrund des erschwerten Zuschnitts des nicht fixierten
Gewebes.

Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom (BZK; » Abb. 1) ist die weltweit am hau-
figsten auftretende Form vom Hautkrebs und ist die bestunter-
suchte dermatologische Entitdt in der Geschichte der ex vivo
KLM, inklusive Studien zum ex vivo KLM-Einsatz in der Mohs-
Chirurgie [4,5,8,20-22]. In einer der kirzlich publizierten
Arbeiten zur ex vivo KLM-Untersuchung des BZK konnte gezeigt
werden, dass eine schnelle und einfache mikroskopische Beur-
teilung des BZK in der ex vivo KLM sogar nur anhand einer
vereinfachten 3-Kriterien-basierten Tumorevaluation mdglich

ist und dass es die diagnostischen und therapeutischen Verfah-
ren in der Dermatologie einschlieBlich der mikroskopisch kon-
trollierten Chirurgie beschleunigen kann [5]. Die ex vivo KLM
ermdglichte die intraoperative Untersuchung von BZK mit
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt, lieferte niitzliche Informatio-
nen zum Tumorsubtyp und zeigte, dass sowohl erfahrene als
auch nicht erfahrene Untersucher diesen diagnostischen An-
satz mit hervorragenden Ergebnissen anwenden kénnen [5].
Es wurde auch in einer aktuell veréffentlichten Arbeit mit &hn-
lichen Ergebnissen bestdtigt, dass die ex vivo KLM ein neues
vielversprechendes Instrument in der dermatologischen Diag-
nostik darstellt, welche sich als eine schnellere Alternative zur
Gefrierhistologie beim BZK anbietet und eine Sensitivitat von
79,8 % sowie eine Spezifitdt von 95,8 % zeigt [20].

Plattenepithelkarzinom der Haut

Ex vivo KLM hat sich als niitzlich erwiesen, um den Grad der
Dysplasie bei Epitheltumoren zu bestimmen, besonders bei
der Erkennung einer hochgradigen Dysplasie [23]. Die ex vivo
KLM-Eigenschaften der invasiven und In-situ-Karzinome wur-
den definiert [6,15,24]. Zudem wurde untersucht, ob die ex
vivo KLM-spezifischen Kriterien nicht nur fiir die Diagnose eines
invasiven Plattenepithelkarzinoms der Haut (PEK; » Abb. 2) ge-
geniiber einem In-situ-Karzinom, sondern auch fir die Bestim-
mung des Differenzierungsgrads des PEK einzusetzen sind [6].
Die neueste Analyse zeigte, dass das Vorhandensein von Erosio-
nen oder Ulzerationen, prallen hellen oder gesprenkelten Zellen
in der Dermis, Keratinperlen und peritumoralen entziindlichen
Infiltraten mit der Diagnose eines invasiven PEK korrelierte. Ero-
sion oder Ulzeration sowie peritumorales entziindliches Infiltrat
wurden hdufiger bei schlecht differenzierten oder undifferen-
zierten Tumoren beobachtet. Pralle helle oder gesprenkelte Zel-
len in der Dermis wurden in gut differenzierten Tumoren selte-
ner beobachtet. Das Vorhandensein von Keratinperlen war mit
gut oder mdRig differenzierten Tumoren assoziiert [6]. Unter
Verwendung des Reflexionsmodus (ohne Fluoreszenzmittel)
wurden in der ex vivo KLM dicht gepackte und unregelméRig
organisierte Kerne sowie Kernatypien als die relevantesten
KLM-Merkmale invasiver PEK mit einer Sensitivitdt und Spezifi-
tat von 95% bzw. 96% definiert [25,26]. Zusammenfassend
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> Abb.1 Sklerodermiformes Basalzellkarzinom in der ex vivo konfokalen Laserscanmikroskopie: a Reflexionsmodus, b Fluoreszenzmodus,

c digitale Himatoxylin-Eosin-dhnliche Farbung.
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» Abb.2 Plattenepithelkarzinom der Haut in der ex vivo konfokalen Laserscanmikroskopie: a Reflexionsmodus, b Fluoreszenzmodus,

c digitale Hdmatoxylin-Eosin-ahnliche Farbung.

» Abb.3 Kutane Metastase eines malignen Melanoms in der ex vivo konfokalen Laserscanmikroskopie: a Reflexionsmodus, b Fluoreszenz-
modus, c digitale Himatoxylin-Eosin-dhnliche Farbung.

ldsst sich sagen, dass die ex vivo KLM eine schnelle Unter-
suchung des PEK ermdglicht und nitzliche Informationen zur
Invasivitdt und Einstufung des Tumors liefert [6].

Malignes Melanom

Die Erfahrung mit der ex vivo KLM hat gezeigt, dass die Unter-
suchung von melanozytaren Ldsionen komplexer und mit einer
geringeren diagnostischen Sicherheit verbunden ist als die von
BZK und PEK. Bisher wurde (iber einen Fall eines subungualen
knotigen Melanoms [27 - 29] und eines Lidmelanoms berichtet,
das mit in vivo und ex vivo KLM untersucht wurde [30] und iber
9 Patienten mit einer in vivo und ex vivo durchgefiihrten intra-
operativen Reflexionsmikroskopie der Nagelmatrix bei Melano-
nychia striata, um die Realisierbarkeit einer intraoperativen
Diagnose mittels Reflexionsmikroskopie zu testen [25]. Die bis-
her groRte Studie zur ex vivo KLM bei melanozytédren Ldsionen
umfasste Junktional-, Kompound-, Dermal-, Spitz- und dysplas-
tische N&vi sowie verschiedene Subtypen des malignen Mela-
noms [2]. Die Korrelation der ex vivo konfokalen Befunde mit
der Histopathologie ermdglichte die Identifizierung verschie-

154

dener Arten von melanozytaren Ldsionen und die Unterschei-
dung von gutartigen und bésartigen Merkmalen [2]. Die Studie
zeigte, dass dadurch, dass die ex vivo KLM nicht die typischen
In-vivo-Horizontalmosaike, bekannt aus der in vivo KLM, repro-
duziert, sondern die vertikale histologische Darstellung wider-
spiegelt, hier nicht alle typischen In-vivo-Muster nachweisbar
sind. Bei der ex vivo KLM der melanozytaren Lasionen muss
man sich eher an histologischen Kriterien orientieren. Diese
Ergebnisse konnen dazu beitragen, die ex vivo KLM als zusatzli-
ches Instrument fir die unmittelbare intraoperative Diagnose
von melanozytdren Lasionen weiterzuentwickeln [2]. Eine
kutane Metastase eines malignen Melanoms in der ex vivo kon-
fokalen Laserscanmikroskopie zeigt die » Abb. 3.

Bei malignen Melanomen spielt die histologische Tumordicke
eine wesentliche Rolle fiir weitere Behandlungsstrategien. Die
sofortige intraoperative Messung der Tumordicke mittels ex
vivo KLM kénnte die Entscheidung fiir weitere Operationsver-
fahren bei malignen Melanomen beschleunigen. Eine Pilotstudie
untersuchte 10 histologisch bestétigte maligne Melanome von
verschiedenen Spenderstellen, verglich dabei die histopatholo-
gische mit der konfokalen Tumordicke. Dabei lieR sich eine
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hohe Korrelation nachweisen. Dadurch wurde das Potenzial der
ex vivo KLM fir die intraoperativen Entscheidungen zur Exzision
des Sicherheitsabstandes beim malignen Melanom verstarkt [7],
muss jedoch in der Zukunft an einer gréBeren Studienpopula-
tion weiter untersucht werden. Eine der Limitationen in dieser
Studie war das Fehlen der Moglichkeit, das Gewebe zusatzlich
einer immunhistochemischen Untersuchung zu unterziehen
[7]. wahrend der konventionellen histopathologischen Unter-
suchung ermdglicht die zusdtzliche immunhistochemische Far-
bung die Unterscheidung verschiedener Zelltypen. Die Méglich-
keit der Immunfluoreszenzfarbungen kénnte die Genauigkeit
der ex vivo KLM-Diagnose verbessern. Diese Fragestellung
wurde in einer anderen Pilotstudie untersucht [4]. Hier wurden
Gewebeproben aus verschiedenen Hauttumoren mit FITC-mar-
kierten S100-, Melan-A- und Anti-Ber-EP4-Antikérpern gefarbt,
bevor sie mit der ex vivo KLM im Fluoreszenz- und Reflexions-
modus untersucht wurden. Die Ergebnisse wurden mit Negativ-
kontrollen sowie konventioneller Histopathologie verglichen
[4]. Die Farbeprotokolle wurden ausgewertet, indem ein Bewer-
tungssystem entsprechend der in der ex vivo KLM gefundenen
Signalintensitat eingerichtet wurde. Die S100-Farbung war bei
55,6 % erfolgreich. Die Melan-A-Farbung war in 66,7 % positiv,
die Ber-EP4-Farbung zeigte ein Signal in 85,7 %. Die Ergebnisse
geben also Hinweise dafiir, dass die Verwendung von fluores-
zenzmarkierten Antikérpern in der ex vivo KLM mdoglich ist, und
dies kdnnte die intraoperative Diagnostik von Hauttumoren er-
leichtern und verbessern [4].

Entziindliche und infektiose Dermatosen
Herpes-Infektionen

Die ex vivo KLM wurde erfolgreich auch bei entziindlichen und
infektiosen Diagnosen durchgefiihrt. Mit einem Einsatz von
spezifischen FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markierten Anti-
kérpern anti-HSV 1 und anti-HSV-2 konnte Herpes simplex-Virus
(HSV) in Hautldsionen mittels ex vivo KLM identifiziert werden.
Als Negativkontrollen dienten Proben von BP-Patienten, als

Positivkontrollen Viruskulturen und konventionelle direkte
Fluoreszenzuntersuchung [9].

Dermatophytosen
Die ex vivo KLM wurde auch zur Untersuchung von Dermatophy-

ten-Infektionen verwendet. Bei der Ex-vivo-Anwendung wird
das Problem der Bewegungen bei Kindern vermieden und ist
nicht sehrinvasiv, da das Sammeln der Haare im Falle einer Haar-
dermatophytose aufgrund der parasitdren Beteiligung i.d.R.
nicht schmerzhaft ist [11]. Diese Studie konnte zeigen, dass die
Haardermatophytenin derinvivo und exvivo KLM identifizierbar
und dass Konidien aufgrundihres hohen Reflexionsvermogensin
der KLM gut ,sichtbar” sind. Weitere Studien sind erforderlich,
um die KLM-Merkmale verschiedener Arten von Dermatophyten
zu definieren und die KLM-Leistungen mit den herkdmmlichen
Techniken zu vergleichen. Obwohl KLM derzeit die aktuellen
diagnostischen Standards fiir die Haardermatophytose nicht
ersetzen kann, kann es erfolgreich als zusatzliches Instrument
eingesetzt werden, um die Diagnose zu erleichtern und die Not-
wendigkeit einer weiteren Untersuchung des Patienten aufzu-
zeigen [11].

Psoriasis, Ekzem, Lichen planus und Lupus

Da entziindliche Erkrankungen haufig Gberlappende klinische
Merkmale aufweisen, ist in zweifelhaften Fdllen eine histopa-
thologische Bewertung hédufig erforderlich, um die endgiiltigen
Diagnosen und damit die Therapie nicht zu verzégern. Eine
retrospektive Studie zur Identifizierung der Schliisselmerkmale
fur die Differenzialdiagnose von entziindlichen Hauterkrankun-
gen, insbesondere Psoriasis, Ekzem, Lichen planus und diskoi-
dem Lupus erythematodes in der ex vivo KLM analysierte und
korrelierte die ex vivo KLM mit histologischen Untersuchungen
der relevanten Diagnosen, um die Ubereinstimmung und das
fiir die korrekte Diagnose erforderliche Fachwissen zu bewerten
[10]. Hier zeigte sich, dass die ex vivo KLM in den meisten Faillen
die Unterscheidung der wichtigsten Entziindungsmerkmale er-
mdglichte und eine erhebliche Ubereinstimmung mit den his-
topathologischen Diagnosen ergab [10]. Die » Abb.4 prasen-

» Abb.4 Lichen ruber planus in der ex vivo konfokalen Laserscanmikroskopie: a Reflexionsmodus, b Fluoreszenzmodus, c digitale Himatoxylin-

Eosin-dhnliche Farbung.
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tiert die Darstellung des Lichen ruber planus in der ex vivo kon-
fokalen Laserscanmikroskopie in allen 3 Modi (Reflexions-,
Fluoreszenzmodus und digitale Hamatoxylin-Eosin-dhnliche
Farbung).

Vaskulitis

Die Mdglichkeit, die ex vivo KLM mit Einsatz von fluoreszenz-
markierten Antikérpern zu kombinieren und sie als alternative
diagnostische Methode fiir die immunhistochemische oder Im-
munfluoreszenz-Untersuchung der Haut anzuwenden, wurde
nach den ersten Erfolgen beim Einsatz in der Tumordiagnostik
[4] weiterverfolgt und an Hautproben von Patienten mit kuta-
ner Vaskulitis getestet [17]. Die konventionelle direkte Immun-
fluoreszenz (DIF) liefert mithilfe des Fluoreszenzmikroskops
den Nachweis von Antikdrpern entlang der GefaBwand und hilft
bei der Klassifizierung der vaskulitischen Hauterkrankungen.
Analog dazu wurden in der ex vivo KLM vaskulare Immundepo-
sita gesucht und die diagnostische Genauigkeit mit der konven-
tionellen DIF verglichen. Es hat sich gezeigt, dass die ex vivo
KLM die spezifische Bindung der Antikorper in oberfldchlichen
und tiefen dermalen GefdRen identifizieren konnte, und es
zeigte sich eine vergleichbare Leistung wie die konventionelle
DIF bei der Diagnose von Vaskulitis [17].

Bulléses Pemphigoid

Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Bewertung der Anwend-
barkeit von ex vivo KLM beim Nachweis der Basalmembran-
Fluoreszenz beim bullésen Pemphigoid (BP) erzielt werden
[18]. Hier zeigte sich eine Gesamtleistung von 65,3 % bei der
Identifizierung der Basalmembran-Fluoreszenz bei BP-Patien-
ten. IgG- und C3-Ablagerungen entlang der Basalmembran
wurden bei 50% bzw. 45,5% der Patienten nachgewiesen. Die
Sensitivitdt der ex vivo KLM beim Nachweis der Basalmem-
bran-Fluoreszenz war gering (IgG: 50%, C3: 45,5%), aber die
Spezifitdt war hoch (IgG: 100, C3: 90%). Ex vivo KLM konnte
neben der Immunreaktivitat bei 84 % der Patienten subepider-
male Entziindungszellen dhnlich zu der histologischen Unter-
suchung nachweisen [18].

Aktuell laufen weitere Studien an Hautproben von Patienten
mit Pemphigus vulgaris, Lichen planus und Lupus vulgaris. Hier
wird v.a. darauf gewartet, ob auch bei diesen Diagnosen eine
wesentliche Ubereinstimmung mit herkémmlichen diagnos-
tischen Methoden nachgewiesen werden kann und ob eine
simultane Identifizierung von histopathologischen und Immun-
fluoreszenzmerkmalen mit der ex vivo KLM mdoglich ist.

Andere Fachrichtungen

Nicht nur Dermatologen haben Interesse an ex vivo KLM ge-
zeigt: Die innovative diagnostische Methode wurde zur Analyse
verschiedener Organgewebe und -tumoren wie Brust- oder Bla-
senkrebs sowie in der Hals-, Nasen-, Ohrenchirurgie eingesetzt
[12-14,31]. Erfolgreiche Versuche, die KLM im endoskopi-
schen Einsatz zu verwenden, wurden in der Urologie berichtet
[32]. Aktuell wird die intraoperative Nutzung der ex vivo KLM
in der Prostata-Untersuchung getestet. Es ist zu erwarten, dass
weitere Studien in anderen Fachrichtungen sowie Moglichkei-
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ten, die pathologischen Untersuchungstechniken durch die ex
vivo KLM zu erweitern und bereichern, folgen werden.

Zusammenfassung

Die wichtigsten Vorteile der ex vivo KLM liegen in den schnellen
Erfassungs- und Auswertungsprozessen, die eine zeit- und kos-
tensparende Bedside-Histologie ermdglichen. Der Einsatz der
ex vivo KLM in der Dermatologie ist nicht auf BZK beschrankt.
Die Untersuchung eignet sich fiir andere nicht melanozytdre
und sogar auch melanozytare Lasionen. Die aktuellen Nachteile
der ex vivo KLM sind eine bisher relativ kleine Erfahrung und
Mangel an multizentrischen Studien, das Fehlen eines verldssli-
chen Aquivalents fiir die Immunhistochemie und manche tech-
nischen Hindernisse, einschlieBlich des Zuschnitts des nicht
fixierten Gewebes. Weitere intensive Forschungen und Studien
sind erforderlich, um die Diagnostikmdglichkeiten zu erweitern
sowie Standards fiir die Bildevaluierung und Korrelation mit der
Histopathologie zu setzen. Zu den Zukunftsvisionen gehéren
Verwendung der ex vivo KLM in der Telemedizin sowie Einsatz
der kiinstlichen Intelligenz in Kombination mit der ex vivo KLM.
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