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Abkulrzungsverzeichnis

5-ALA 5-Aminolédvulinsdure

CFIR Consolidated Framework for Implementation Research
CLE Confocal Laser Endomicroscopy / konfokale Laserendomikroskopie
CUP Cancer of Unknown Primary

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

e-Health Electronic Health

FFPE Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet

FKS Fetales Kalbserum

HD High Definition

HE Héamatoxylin-Eosin

IARC International Agency for Research on Cancer

KI Kiinstliche Intelligenz

MRT Magnetresonanztomographie

MPNST Maligner Peripherer Nervenscheidentumor

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
OP Operationssaal

PBS Phosphate buffered saline / phosphatgepufferte Salzlosung
QALY Quality-adjusted life-year

WHO World Health Organization

In dieser Arbeit wird aus Griinden der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum fiir
Personenbezeichnungen verwendet. Entsprechende Begriffe gelten grundsatzlich fiir beide Geschlechter,
sofern nicht explizit unterschieden wird.



1. Problemstellung

Die neurochirurgische Resektion von Hirntumoren ist eine Herausforderung, da intrazerebral nicht
weit ins umliegende Parenchym operiert werden darf. Hierbei ist es entscheidend, einen Hirntumor
moglichst vollstindig zu resezieren, ohne tumorfreies zentralnervoses Gewebe zu schadigen. Die
Beurteilung des Resektionsrandes zum umliegenden Parenchym ist mit den aktuell verfligbaren
Moglichkeiten komplex. Fiir die intraoperative Definition der Tumorgrenze kann auf
makroskopische Verfahren wie Neuronavigation und MRT zuriickgegriffen werden. Auf
histologischer Ebene stellte bislang die Diagnostik anhand eines intraoperativen HE (Hédmatoxylin-
Eosin) - gefdrbten Schnittes auf Basis eines Gefrierschnittes (sog. Schnellschnittverfahren) den
weltweiten Goldstandard dar. Eine Limitation dieses Verfahrens besteht in der langen Zeit bis zum
Erhalt der Diagnose, die beispielsweise durchschnittlich 18 Minuten dauern und damit zu einer
Verzogerung fiihren kann (Fotteler et al., 2021). Mit der CLE (Confocal Laser Endomicroscopy /
konfokale Laserendomikroskopie) steht eine alternative Methode fiir die intraoperative
Hirntumordiagnostik zur Verfligung. Die CLE war in der Neurochirurgie zum Zeitpunkt dieser
Arbeit noch nicht etabliert. Das schlief3t insbesondere auch mit ein, dass es kein Protokoll fir
Farbemethoden und keinen Atlas gab, mit dem Ergebnisse ausgewertet und mit konventionellen
histologischen diagnostischen Methoden verglichen werden konnten (Fotteler et al., 2019; Fotteler
et al., 2021). Mit der Implementation der CLE in der Neurochirurgie steht nun eine neue
Technologie zur Verfligung, die den Anspruch erhebt, intraoperativ die Resektionshohle
untersuchen und eine in vivo Histologie von Hirntumoren am Operationstisch ermdglichen zu
konnen.

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse der CLE-Bildgebung in der Neuropathologie beurteilt und im
Anschluss diese Technologie in einer klinischen Pilotstudie in die Klinik eingefiihrt. Der Prozess
der Implementation wurde wissenschaftlich begleitet und ausgewertet.



2. Einleitung

2.1. Intraoperative Resektionsrandkontrolle von Hirntumoren

Die Reduktion der Tumorlast steht bei vielen neurochirurgischen Tumoroperationen mehr im
Vordergrund als eine vollstindige Resektion, da neurologische Funktionen geschiitzt werden sollen.
Am deutlichsten wird dies beim Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, dem héufigsten hirneigenen
malignen Tumor des Erwachsenen. Zwar infiltriert dieser Tumor diffus ins umgebende
Hirnparenchym und kann daher nicht vollstindig entfernt werden, jedoch ist auch hier eine
griindliche Resektion von Bedeutung: So fiihrte bei diesem Tumor, der ein medianes Uberleben von
14,6 Monaten bei Operation und adjuvanter Radiochemotherapie aufweist, eine postoperativ in der
MRT (Magnetresonanztomographie) festgestellte vollstdndige Resektion zu einem ldngeren
Uberleben (Stummer et al., 2008) (Stupp et al., 2005). Randomisierte Studien zeigten eine
Optimierung der Resektion durch Anwendung der intraoperativen Kernspintomografie und der
Fluoreszenzfiarbung mit 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) bei malignen Gliomen (Berkefeld, 2015;
Senft et al., 2011; Stummer et al., 2006). Die 5-ALA-gestiitzte Resektion von malignen Gliomen
fiihrte zu einem lingeren progressionsfreien Uberleben (Stummer et al., 2006). Eine multizentrische
Studie zu 280 pidiatrischen Gliompatienten fand, dass die intraoperative MRT die Resektion
zusétzlicher Tumormassen ermoglichte (Karsy et al., 2019). Allerdings gab es Limitationen fiir
Resektionen anhand von makroskopischen Befunden aufgrund des infiltrierenden
Wachstumsmusters von Gliomen (Berkefeld, 2015). Daher spielt die intraoperative histologische
Tumorrandkontrolle eine entscheidende Rolle. Im Rahmen der intraoperativen
Gefrierschnittdiagnostik kann neben einer ersten Entititseinordnung das Ausmal an verbliebenen
Tumorzellen differenziert eingeschitzt werden. Die Entscheidung iiber eine mdgliche Erweiterung
einer Resektion wird letztlich durch den Operateur getroffen. Auch wenn hierfiir die
Gefrierschnittdiagnostik als Orientierungshilfe weltweit etabliert ist, sind intraoperative
Verzogerungen ein wesentlicher Nachteil dieser Methode. Desweiteren kdnnen im Rahmen der
Probenverarbeitung in der Neuropathologie beim Einfrieren und Schneiden des Gewebes Artefakte
entstehen, die eine Beurteilung erschweren. Die CLE wurde daher fiir eine schnellere und
artefaktarme Randkontrolle am Operationssitus entwickelt. Hierbei handelt es sich um eine in vivo
einsetzbare Diagnostik, ohne das Gewebe durch Verarbeitung artifiziell zu verdndern. Diese
Technologie kdnnte die Gefrierschnittdiagnostik zusitzlich zur etablierten makroskopischen
Herangehensweise mittels intraoperativer Neuronavigation und MRT ergénzen.



2.2. Beschreibung der Konfokalen Laserendomikroskopie (CLE)

Die CLE ermdglicht eine intraoperative Beurteilung von Gewebe auf zelluldrer Ebene. Mit
Fluoreszenzfarbstoffen wird versucht, ein mit der konventionellen Histologie vergleichbares Bild zu
erreichen. Konfokale Laserendomikroskope emittieren durch eine Sonde Laserstrahlen auf eine
Gewebeprobe, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff gefarbt wurde. Das reflektierte Bild wird
von der Sonde aufgenommen, zu einem schwarz-weiflen histologischen Bild verarbeitet und auf
einem Bildschirm sichtbar, ohne dass ein Blick durch ein konventionelles Mikroskop nétig ist. Dies
ermoglicht prinzipiell die Anwendung im OP (Operationssaal). Eigentliches Ziel der CLE in der
Neurochirurgie ist die intraoperative sog. in vivo Untersuchung des Operationssitus.

In vivo CLE

Im Rahmen der in vivo CLE erhilt ein Patient intraoperativ eine intravendse Verabreichung eines
Farbstoffes, der sich im Gewebe anreichert. AnschlieBend wird der Operationssitus mit der
Endoskopsonde untersucht (s. Abb. 1). Dies ermdglicht vor Ort eine sofortige digitale Biopsie ohne
das Anfertigen eines intraoperativen Gefrierschnitts. /n vivo Untersuchungen konnten zum
Zeitpunkt dieser Arbeit aufgrund einer fehlenden Zulassung der sterilen Hiille (ZEISS Sterile
Sheath) des verwendeten CLE Systems nicht durchgefiihrt werden, sodass die Tumorproben ex vivo
untersucht werden mussten.

&

Abb. 1: Schematische Darstellung einer in vivo Untersuchung mit dem Digital Biopsy Tool
CONVIVO® der ZEISS Gruppe

Quelle:https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html
aufgerufen am 06.06.2022




Ex vivo CLE

Ex vivo CLE bezeichnet die Untersuchung eines Resektates auflerhalb des Operationssitus nach
intravendser Verabreichung eines Farbstoffes. In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen der
klinischen Pilotstudie Exzidate ex vivo im OP mikroskopiert.

Topische Farbstoffadministration im Rahmen der CLE

Daneben besteht die Moglichkeit der topischen Farbung, d. h. der Aufbringung eines
fluoreszierenden Farbstoffes auf ein frisches oder in Formalin fixiertes Gewebsexzidat. Nach dem
Einwirken und Abwaschen des Farbstoffes kann die Probe ohne weitere Prozessierung mit der
CLE-Sonde mikroskopiert werden. Als Vorbereitung der klinischen Pilotstudie wurden in dieser
Arbeit im Labor unterschiedliche topische Farbungen etabliert und verglichen.

Besonderheit der CLE

Die Einzigartigkeit konfokaler Systeme liegt darin, dass eine Probe dreidimensional untersucht
werden kann, was eine Aussage zur Tiefenausdehnung eines Tumors ermdglichen konnte,
wohingegen die konventionelle Lichtmikroskopie auf einen zweidimensionalen Gewebsschnitt
limitiert ist. Zudem kann mithilfe der CLE der Operationssitus in Echtzeit beurteilt werden, wofiir
eine Gewebeentnahme nicht notwendig ist (sog. digitale Biopsie). Im Gegensatz zur
konventionellen Gefrierschnittdiagnostik kann gefarbtes Frischgewebe mit der CLE ohne weitere
Zwischenschritte mikroskopiert werden. Die Proben miissen nicht — wie im Rahmen des
intraoperativen Gefrierschnittverfahrens — einen Prozess von Einbettung, Einfrieren, Schneiden und
HE-Férbung in der Pathologie durchlaufen, was zur Entstehung von Artefakten fithren kann.



Das Digital Biopsy Tool CONVIVO®

Es gibt verschiedene CLE-Systeme, darunter beispielsweise das eigens fiir die intraoperative
Untersuchung von Hirntumoren entwickelte Digital Biopsy Tool CONVIVO® der ZEISS Gruppe,
dessen Prototyp in dieser Arbeit verwendet wurde (s. Abb. 2). Dieses Mikroskop kann den Fokus in
die Tiefe innerhalb einer Bandbreite von -50pum bis 200um variieren. Es emittiert Laserstrahlen mit
einer Exzitationswellenldnge von 488 nm und vergroBert eine 475 x 267um groBe Flache. Die
Bildauflésung und Bildrate betragen 1.920 x 1.080 Pixel (Full HD (High Definition)) / 0,75 Bilder
pro Sekunde. Ein weiteres CLE-System ist beispielsweise Cellvizio® von Mauna Kea
Technologies.

Abb. 2: Konfokales Laserendomikroskop
(Digital Biopsy Tool CONVIVO® der Firma Zeiss)
Quelle:

https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-
biopsietool/convivo.html, aufgerufen am 06.06.2022.

Untersuchungen zur ex vivo Beurteilung von Patientenproben kamen zu einer iiberwiegend guten
Korrelation mit der traditionellen Histologie (Acerbi et al., 2020; Charalampaki and Schlegel,
2019). Auch Publikationen zur in vivo CLE am Tiermodell von Hirntumoren zeigten
vielversprechende Resultate (Belykh et al., 2018; Martirosyan et al., 2011; Peyre et al., 2013).



2.3. Fluoreszierende Farbstoffe fur die CLE

Fiir die CLE muss ein fluoreszierender Farbstoff verwendet werden, dessen Exzitationswellenlédnge
und Emissionswellenldnge mit dem jeweiligen CLE-System kompatibel ist. Diverse Farbstoffe
konnen hierfiir eingesetzt werden - manche koénnen intravends fiir eine in vivo oder ex vivo
Beurteilung verabreicht werden, andere konnen nur fiir topische Farbungen eingesetzt werden. In
konfokalen Aufnahmen erscheinen fluoreszierende Areale heller und nicht angefarbtes Gewebe
dunkler.

Natriumfluorescein

In dieser Arbeit wurde der Farbstoff Natriumfluorescein im Labor topisch verwendet und
anschlieend in einer klinischen Pilotstudie intravends verabreicht. Natriumfluorescein wird durch
eine Wellenldnge von 465 bis 490nm angeregt und emittiert Lichtstrahlen in einem Spektrum von
520 bis 530nm. Diese Substanz farbt das Zytoplasma an und spart Zellkerne aus (s. Abb. 3).

Abb. 3: Topisch mit Natriumfluorescein gefirbte quer gestreifte Muskulatur (topische
Fiarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
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Acriflavinhydrochlorid

Dariiber hinaus wurde der Farbstoff Acriflavinhydrochlorid (Acriflavin) fiir topische Féarbungen im
Labor eingesetzt. Acriflavin ist eine DNA interkalierende Substanz, die Zellkerne anfarbt, was die
Orientierung im Gewebe erleichtert (s. Abb. 4).

Abb. 4: Topisch mit Acriflavin geférbte quergestreifte Skelettmuskulatur mit langlichen

Zellkernen (blauer Pfeil: Zellkern, exemplarisch) (topische Farbung mit Acriflavin, CLE-
Bildgebung, eigene Aufnahme)

Molekulare CLE mit fluoreszierenden Antikdrpern

Daneben wurde ein an einen fluoreszierenden Farbstoft gekoppelter Antikorper fiir mokelulare,
direkte Immunfluoreszenz mit der CLE in einem experimentellen Rahmen erprobt. In dieser Arbeit
wurde im Labor der monoklonale IgG Anti-EGFR-Antikorper (neutralizing), clone LA1, Alexa
Fluor® 488 conjugate (mouse) fiir die Untersuchung von Gliomen verwendet. Dieser Antikorper ist
an Natriumfluorescein gekoppelt und mit dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® detektierbar. Er
bindet an den EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor / Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor),
der in Glioblastomen, ZNS WHO Grad 4, iiberexprimiert sein kann.

11



2.4. Evaluation von Implementationen

Innovative Ideen sind entscheidend fiir die Weiterentwicklung von Therapien und die konstante
Optimierung der Patientenbehandlung (Snowdon et al., 2015). Die gelungene Umsetzung einer
Innovation ist jedoch ebenso relevant und muss gut geplant werden, damit eine Innovation
erfolgreich in die Praxis umgesetzt werden kann. McKinsey & Company untersuchten die Qualitét,
mit der verschiedene Lander Innovationen umsetzten, als ,,future prosperity indicator in weltweiten
Rankings zwischen OECD Nationen (Organisation for Economic Co-operation and Development)
(McKinsey and Canada, 2008; Snowdon et al., 2015). Das Scheitern von Innovationen hiangt
teilweise mit fehlendem Wissen iiber organisatorische Prozesse zusammen (Allen et al., 2017;
Chaudoir et al., 2013). Implementationsforschung ist ein in den letzten Jahrzehnten wachsendes
Forschungsgebiet. Es gibt zahlreiche Modelle, mit denen Implementationen evaluiert werden
konnen: Villalobos Dintrans et al. zeigten 35 verschiedene Modelle auf (Villalobos Dintrans et al.,
2019). Consolidated Framework for Implementation Research (CFIR) ist ein Leitfaden fiir
Implementationsevaluation auf allen Gebieten, der 2009 von Damschroder et al. veréffentlicht und
2022 aktualisiert wurde und aus verschiedenen Implementationstheorien diejenigen Kategorien
auswidhlte, fiir die es die besten Datenlage zur Beeinflussung einer Implementation gab
(Damschroder et al., 2009; Damschroder et al., 2022; Keith et al., 2017). CFIR fand auch fiir
Innovationen im medizinischen Bereich Anwendung, wie beispielsweise fiir Implementationen im
Bereich von e-Health (electronic health) (Ross et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit wurde
anhand von Kriterien des CFIR eine retrospektive Analyse der Implementation der CLE in die
Neurochirurgie durchgefiihrt.
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3. Zielsetzung

Die neurochirurgische Operation ist eine bedeutende Sdule in der Behandlung von Hirntumoren.
Hierbei ist die Vollstdndigkeit der Resektion von prognostischer Bedeutung - wie einleitend
beschrieben, weisen Studien auf ein verlingertes progressionsfreies Uberleben bei makroskopisch
moglichst vollstdndiger Resektion von Gliomen hin (Stummer et al., 2006; Stummer et al., 2008).
Ziel einer onkologischen Operation ist die Entfernung von neoplastischem und die Erhaltung von
gesundem Gewebe. Da Gliome ein diffuses Infiltrationsmuster aufweisen, und intrazerebral nicht
weit ins Gesunde hineinoperiert werden kann, kommt der Beurteilung der Resektionsrdnder eine
iiberragende Bedeutung zu. Interessanterweise gibt es mit der CLE eine Mdglichkeit, die es dem
Neurochirurgen in Interaktion mit dem Neuropathologen erleichtern kann, Resektionsrander
intraoperativ besser zu beurteilen. Diese Methode ist in der Neurochirurgie noch nicht etabliert,
weswegen in der vorliegenden Arbeit die Abldufe zur Einfiihrung der CLE aus dem
neuropathologischen Labor in die Neurochirurgie untersucht wurden. Dazu sollten im Einzelnen
folgende Schritte durchgefiihrt werden:

1. Untersuchung verschiedener topischer Farbemethoden, darunter Natriumfluorescein, Acriflavin
und des monoklonalen fluoreszierenden IgG Anti-EGFR-Antikorpers Alexa Fluor® 488 conjugate
hinsichtlich einer Eignung fiir die CLE sowie Erstellung einer Datenbank aus topisch geférbten
konfokalen Bildern

2. Vergleich der intraoperativen Gefrierschnittdiagnostik mit der ex vivo CLE im Rahmen einer
klinischen Pilotstudie nach Administration von Natriumfluorescein sowie Erstellung einer

Datenbank aus ex vivo entstandenen konfokalen Bildern

3. Analyse der Prozesse zur Einfithrung der CLE in die klinische Routine anhand der
Modellvorstellung des CFIR Leitfadens

13



4. Material und Methoden

4.1. Etablierung von topischen Farbemethoden fur die CLE im Labor

4.1.1. Herkunft und Zubereitung des Probenmaterials

Fiir die Farbeetablierung im Labor wurden in Formalin fixierte Reste von Hirntumorproben
untersucht, deren Diagnostik bereits abgeschlossen war, und die sonst vernichtet worden wéren.
Desweiteren wurden Anteile unfixierter Hirntumorproben, die nicht fiir die Einbettung und fiir
weitere Diagnostik verwendet werden konnten, mit einem maximalen Durchmesser von 0,3cm
untersucht. Von den Patientendaten war lediglich die Diagnose bekannt, alle anderen Daten (wie
Alter, Geschlecht oder Name) waren anonymisiert. Die Bilder wurden pseudonymisiert numerisch
gespeichert. Nach Farbung und Untersuchung mit der CLE wurden die Proben in Formalin fixiert
und konserviert. Im Labor wurde Frischgewebe und mindestens 24 Stunden in Formalin fixiertes
Gewebe mit unterschiedlichen Farbstoffen untersucht (s. Tab. 1). Einige Proben wurden geteilt und
mit unterschiedlichen Farbstoffen gefarbt. Es wurden 26 Proben mit Natriumfluorescein, 16 Proben
mit Acriflavin und 3 Proben mit dem Anti-EGFR-Antikdrper Alexa Fluor® 488 conjugate gefarbt.
Als Kontrollen wurden 9 Proben nicht gefarbt. Daneben wurden 6 Gefrierschnitte mit
Natriumfluorescein, 4 FFPE-Schnitte mit dem Anti-EGFR-Antikorper gefarbt und 2 Schnitte als
Kontrollproben nicht geférbt. (vgl. Tab. 1)

Als Negativkontrolle dienten 5 ungefarbte Proben (s. Tabelle 1). Die Ergebnisse der Farbungen
wurden miteinander sowie mit der konventionellen Lichtmikroskopie verglichen.
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Diagnose n | Fix. | Unfix. NaFl. | Acriflavin | EGFR | Ungefarbt

Meningeome
Transitionelles Meningeom, 6 6 4 1 1
ZNS WHO Grad 1
Meningotheliomatdses Meningeom, = 2 2 2
ZNS WHO Grad 1
Atypisches 3 2 1 2 1
Meningeom,
ZNS WHO Grad 2
Fibroblastisches Meningeom, 2 2 1 1
ZNS WHO Grad 1
Gliome

Pilozytisches Astrozytom, 1 1 1
ZNS WHO Grad 1
Oligodendrogliom, 13 3 10 5 2 1 5
ZNS WHO Grad 3
Astrozytom, 1 1 1 1
ZNS WHO Grad 3
Glioblastom, 6 1 5 1 2 3
ZNS WHO Grad 4
Ovarialkarzinom, zerebelldre 1 1 1
Metastase

Metastasen
Zervixkarzinom, 1 1 1
spinale Metastase
Adenokarzinom (CUP), 1 1 1
paravertebrale Metastase
Mammakarzinom, zerebrale 2 2 1 1
Metastase

Weitere Tumore sowie Kontrollproben

MPNST 1 1 1
Schwannom, 3 2 1 2 1
ZNS WHO Grad 1
Neurozytom, 2 2 1 1
ZNS WHO Grad 1
Pineozytom, 2 2 1 1
ZNS WHO Grad 1
Frontallappen (A.) 1 1 1
Temporallappen (A.) 1 1 1
Okzipitallappen (A.) 1 1 1
Cerebellum (A.) 2 2 1 1
Quergestreifte Skelettmuskulatur 2 2 1 1

(M. iliopsoas) (A.)

Tabelle 1: Auflistung der im Labor untersuchten Proben und Fiarbungen

Erlduterungen zu Tabelle 1:

o n: Anzahl der untersuchten Tumore

o  Fix.: in Formalin fixierte untersuchte Anteile einer Gewebeprobe

o  NaFl: Natriumfluorescein

o  Unfix.: unfixierte (nicht in Formalin fixierte) untersuchte Anteile einer Gewebeprobe

o EGFR: Fiarbung mit dem monoklonalen fluoreszierenden IgG Anti-EGFR-Antikérper (neutralizing), clone LA,
Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse)

o A.: Autopsiematerial von Sektionen, das nicht fiir die Diagnostik verwendet wurde
o ungefédrbt: ungefirbte Negativkontrollen

o  MPNST: Maligner Peripherer Nervenscheidentumor

o CUP: CUP (Cancer of Unknown Primary)-Syndrom
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4.1.2. Durchfihrung der CLE von topisch gefarbten Proben

Die in Tabelle 1 aufgelisteten unfixierten bzw. in Formalin fixierten Gewebeproben wurden topisch
gefarbt, gewaschen und anschlieBend ohne weitere Prozessierung mikroskopiert. Die Sonde des
Konfokalen Laserendomikroskops wurde im Laborsetting per Hand direkt auf die geférbte Probe
gehalten. Hierdurch entstanden histologische Aufnahmen, die am Bildschirm des Digital Biopsy
Tool CONVIVO® sichtbar wurden. Es wurden verschiedene Schichten des Gewebes zwischen
einer Tiefe von 20um bis 80pum untersucht. Durch ein an das Gerét gekoppeltes FuBBpedal wurden
die Aufnahmen ausgelost und gespeichert.
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4.1.3. Topische Farbstoffadministration mit Natriumfluorescein, Acriflavin und mit dem
Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488 conjugate

Administration von Natriumfluorescein

Fiir die topischen Farbungen mit Natriumfluorescein im Labor wurde eine Losung der
Konzentration von 0,17g/1 hergestellt (7mg Natriumfluorescein in 42ml destilliertem Wasser). Die
Proben wurden topisch mit 80ul Natriumfluorescein mit einer Einwirkzeit von 1 Minute geféarbt und
anschliefend mit 500ul PBS (phosphate buffered saline / Phosphatgepufferte Salzlosung)
gewaschen.

Es wurden insgesamt 26 Proben mit Natriumfluorescein geférbt (s. Tab. 1).

Als Kontrollmaterial wurden tumorfreie Proben von Skelettmuskel, Kleinhirn und Frontallappen
untersucht (s. Tabelle 1).

Administration von Acriflavin

Fiir die topischen Farbungen mit Acriflavin im Labor wurde 0,001 g Acriflavinpulver mit 10ml
Kochsalzlosung (0,9%) verdiinnt. Die Proben wurden mit 400ul dieser Lésung 3 Minuten lang
gefdrbt und anschliefend mit 400ul PBS gewaschen. Es wurden 16 Proben mit Acriflavin gefarbt
(s. Tabelle 1).

Administration des monoklonalen fluoreszierenden IgG  Anti-EGFR-Antikdrpers
(neutralizing), clone LA1, Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse)

Mit dem fluoreszierenden Anti-EGFR-Antikorper wurden im Labor Proben eines Glioblastoms,
ZNS WHO Grad 4, und eines Oligodendroglioms, ZNS WHO Grad 3, sowie zwei Platten der
EGFR exprimierenden Glioblastomzelllinie LN18 topisch gefarbt. Bei den Gliomen war im
Rahmen der Routinediagnostik eine kréftig positive Reaktion der Tumorzellen in der
immunhistochemischen Untersuchung nach Inkubation mit Antikorpern gegen EGFR nachgewiesen
worden. Fiir die konfokale Bildgebung wurde in dieser Arbeit der monoklonale fluoreszierende IgG
Anti-EGFR-Antikorper (neutralizing), clone LA 1, Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse) verwendet.
Fiir die Herstellung der Féarbelosung wurden 8ul des Antikorpers in 2000ul PBS gegeben, um eine
Verdiinnung der Konzentration 2pug/ml zu erhalten. Die Tumorproben wurden bei 4°C Grad in der
Antikorperlosung inkubiert. Die Probe des Glioblastoms wurde nach einer einstiindigen Inkubation
sowie nach einer 24-stiindigen Inkubation untersucht. Das Oligodendrogliom war 24 Stunden lang
in Formalin fixiert worden und wurde zunéchst ohne Férbung als Negativkontrolle, dann 12
Minuten, 60 Minuten, 3 Stunden sowie eine Woche nach der Farbung mit dem Digital Biopsy Tool
CONVIVO® untersucht. Daneben wurden Schnitte von Gliomen und Kontrollgewebe zur
Untersuchung mittels CLE hergestellt. Es wurden 2 Proben eines Glioblastoms und eine Probe
eines Oligodendroglioms mit 4pg/ml der Anti-EGFR-Antikorper-Losung geférbt und 24 Stunden
lang inkubiert.
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4.1.4. CLE von topisch mit Natriumfluorescein gefarbten Gefrierschnitten

Fiir einen direkten Vergleich der CLE mit der konventionellen Histologie wurden Gefrierschnitte
mit dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® untersucht. Hierzu wurden im Rahmen des
intraoperativen Schnellschnittverfahrens Gefrierschnitte von 4 Proben hergestellt. Die Schnitte
wurden mit 30ul Natriumfluorescein angeférbt und nach 10 Sekunden Einwirkzeit mit 120ul PBS
abgespiilt. Gefrierschnitte filir das konventionelle Fluoreszenzmikroskop wurden mit einem Tropfen
Xylol und einem Deckglidschen eingedeckelt. Ein Gefrierschnitt fiir das Digital Biopsy Tool
CONVIVO® wurde nicht eingedeckelt, hier wurde die CLE-Sonde ohne Deckglas aufgelegt.

Topisch mit Natriumfluorescein geféarbte Gefrierschnitte:

Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1
Atypisches Meningeom, ZNS WHO Grad 2
Glioblastom, ZNS WHO Grad 4

Metastase eines Mammakarzinoms

Metastase eines Plattenepithelkarzinoms

O 0 0O O O O

Nasenschleimhaut (tumorfrei)

Tabelle 3: Mit der CLE untersuchte Gefrierschnitte (Firbung mit Natriumfluorescein)

4.1.5. Farbung der Zelllinie LN18 mit dem Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488
conjugate

Daneben wurde ein Pellet der Glioblastomzelllinie LN18 (American Type Culture Collection) mit
dem Anti-EGFR-Antikorper (neutralizing), clone LA1, Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse)
gefarbt und mit der CLE untersucht. Die Zelllinie LN18 wurde in 75 cm2 Kulturflaschen in einem
CO2-Inkubator mit Glucose DMEM plus 10% FKS (fetales Kalbserum) bei 37°C inkubiert. Nach
Entfernung des Mediums, Waschen, Formalinfixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen
mit 2pg/ml des Anti-EGFR-Antikorpers 24 Stunden lang inkubiert. Dann wurden die Zellen
zentrifugiert und mit dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® mikroskopiert.

Fiir die Farbung wurde das immunzytochemische Protokoll von EMD Millipore Corporation
verwendet: Zunichst wurden die Zellen bei 37°C in einem CO2-Inkubator 24 Stunden lang
inkubiert. Anschlieend wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
Danach wurde 3.7% Formalin hinzugefiigt und die Zellen 20 Minuten bei 21°C stehen gelassen und
anschlieBend zweimal mit PBS fiinf Minuten lang gewaschen. Darauthin wurden die Zellen mit
0,5% Triton X-100 zwei Minuten lang permeabilisiert und mit PBS zweimal fiinf Minuten lang
gewaschen. Um die 0,5% Triton X-100 Lésung zu erhalten, wurden 0,05ml Triton in 10ml PBS
gegeben. Dann wurden die Zellen mit 2 pg/ml des Anti-EGFR-Antikorpers in PBS iiber Nacht
lichtgeschiitzt inkubiert. Um diese Konzentration zu erreichen, wurden 64pul des Antikorpers in
16ml PBS gegeben. Danach wurden die Zellen abgekratzt, in eine 50 ml-Tube gegeben und
zentrifugiert. Anschlieend wurde die Sonde des Digital Biopsy Tool CONVIVO® in das Gefil3
gehalten, um die Probe zu mikroskopieren.
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Fiir Kontrollen wurden Erythrozytenpréparate angefarbt und untersucht. Hierfiir wurden 3 Proben
mit je Iml Blut, mit S5ul bzw. 20ul Natriumfluorescein oder Acriflavinhydrochlorid gefarbt,
anschlieBend 10 Minuten auf 2500g zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Die Proben
wurden dann mit 1 ml PBS aufgefiillt und noch zwei Mal unter derselben Bedingung zentrifugiert.
Der Uberstand mit iiberschiissigem Farbstoff wurde abgegossen. Danach wurden die Proben mit
dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® mikroskopiert.
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4.1.6. Planung der klinischen Pilotstudie im neurochirurgischen OP

Zielsetzung und Bedarf einer Pilotstudie mit der CLE in der Neurochirurgie

Zur Verbesserung der Datenlage zur CLE von Hirntumoren sollte mit einer kleinen Fallzahl die ex
vivo CLE in der Neurochirurgischen Klinik am Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitdt Miinchen nach intravendser Natriumfluoresceingabe erprobt werden. Ziel der klinischen
Pilotstudie war, zu untersuchen, ob die CLE grundsitzlich in den Ablauf einer neurochirurgischen
Operation integrierbar ist und ob Hirntumore mit der CLE erkennbar sind. Postoperativ sollte die
CLE mit der konventionellen Lichtmikroskopie verglichen werden.

Patientenkollektiv, Stichprobenumfang sowie Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden insgesamt 8 Patientinnen und 16 Patienten mit einem Durchschnittsalter von 54 Jahren
in die klinische Pilotstudie eingeschlossen und praoperativ iiber mogliche Nebenwirkungen im
Rahmen der intravendsen Gabe von Natriumfluorescein aufgeklért.

Insgesamt wurden 15 verschiedene Tumorentititen untersucht. 20 Teilnehmende erhielten eine
intravendse Administration von Natriumfluorescein (s. Tabelle 2). Eine Gewebeprobe wurde
lediglich nach der Resektion topisch mit Natriumfluorescein gefarbt. Eine weitere Gewebeprobe
blieb als Negativkontrolle ungeféarbt. Aus der Studie ausgeschlossen wurden minderjdhrige und
nicht einwilligungsfahige Patienten.
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Intraoperative ex vivo CLE mit 22 Patientenproben im neurochirurgischen OP

Meningeome Gliome

Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1 Pilozytisches Astrozytom, ZNS WHO Grad 1
2 Psammomatdse Meningeome, ZNS WHO Grad 1 | Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3
Anaplastisches Meningeom, ZNS WHO Grad 3 Astroztyom, ZNS WHO Grad 3

6 Glioblastome, ZNS WHO Grad 4

Metastasen Gefifimalformationen
Adenokarzinommetastase Arterio-venOse Gefalimalformation
Metastase eines Ewing-Sarkoms Kavernose GefaBmalformation

Weitere Tumore

Gangliogliom, ZNS WHO Grad 1
Neurofibrom, ZNS WHO Grad 1

Ependymom, ZNS WHO Grad 2

Tabelle 2: Untersuchte Tumorentititen im Rahmen der klinischen Pilotstudie
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Variierende Faktoren

Variierende Faktoren der klinischen Pilotstudie waren die Zeit zwischen intravendser Gabe von
Natriumfluorescein und Tumorentnahme sowie die Durchfiihrung eines intraoperativen
Gefrierschnitts. Eine weitere Variable bei Gliomen war die gleichzeitige Verwendung von 5-ALA
im Rahmen der Neuronavigation.

Anonymisierung der Daten

Die histologischen Bilder wurden pseudonymisiert numerisch digital gespeichert. Vor jeder neuen
Patientenprobe wurden die Einstellungen von Zeit und Datum am Digital Biopsy Tool CONVIVO®
verdndert, um eine Korrelation mittels Zeitpunkt der Operation zu verhindern.

Farbstoffadministration

Natriumfluorescein wurde intraoperativ bei Erdffnung der Dura Mater intravends verabreicht. Es
wurde das Produkt der Firma Novartis, Fluorescein ALCON® 10% Injektionslosung mit der
Dosierung 5 mg/kg Korpergewicht verwendet. Nach der Tumorresektion wurde Gewebe, das nicht
fiir die intraoperative Gefrierschnittdiagnostik verwendet wurde, ex vivo im OP mit dem Digital
Biopsy Tool CONVIVO® mikroskopiert.
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4.2. Bereiche der Implementationsanalyse

Die Implementation der CLE vom neuropathologischen Labor in die Klinik wurde anhand von
Bereichen, die im CFIR vorgeschlagen wurden, verfahrenstechnisch evaluiert (s. Abb. 5). Hierfiir
wurden Kriterien des CFIR ins Deutsche tibersetzt und auf die vorliegende Implementation
angewendet (Damschroder et al., 2009; Damschroder et al., 2022). Es gibt 5 Kategorien, die sich
mit verschiedenen Aspekten der Implementation befassen, darunter die Bereiche Innovation,
externes und internes Umfeld, Individuen und Implementationsprozess. (Damschroder et al., 2009;
Damschroder et al., 2022).
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5. Ergebnisse

5.1. Auswertung der praklinischen Versuche

In der priklinischen Testphase im Labor wurden unterschiedliche Farbungen an verschiedenen
Tumorentitdten und tumorfreien Proben getestet und hierbei eine Datenbank mit insgesamt 16344
konfokalen Bildern (50,62 GB) erstellt und ausgewertet. Bei auftretenden Artefakten wurde eine
Vorauswahl an verwertbaren Bildern getroffen. Aufgrund der GréB8e der entstandenen Datenbank
werden im Folgenden exemplarisch einige Beispiele aus der konfokalen Diagnostik angefiihrt und
z. T. mit der konventionellen Histologie verglichen.

24



5.1.1. Topische Farbungen mit Natriumfluorescein und Untersuchung von Gefrierschnitten

Metastasen

Bei einer
Kleinhirnmetastase eines
Ovarialkarzinoms ist in der
CLE der
Tumorzellverband gut
sichtbar (s. blaue
Pfeilmarkierung, Abb. 5).
Daneben zeigen sich
nekrotische Areale (s. rosa
Pfeilmarkierung).

% v ‘- v.
Abb. 5: Metastase eines Ovarialkarzinoms im Cerebellum

(blaue Pfeilmarkierung: Tumorverband, rosa Pfeilmarkierung: nekrotisches Areal)
(topische Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Tumorfreies Kleinhirn stellt sich in der CLE und im HE-gefdrbten FFPE-Préparat zellreich dar,
vereinbar mit dem Stratum granulosum aus Kdrnerzellen (s. Abb. 6, jeweils rechtsbetonte
Bildseite).

g ‘%w A N

Abb. 6: Tumorfreies Kleinhirn (links: topische Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-
Bildgebung, eigene Aufnahme) und am HE-geférbten FFPE-Préparat (rechts: HE-Farbung,
konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Der in der CLE sichtbare Tumorverband einer Metastase eines Ovarialkarzinoms im Kleinhirn passt

zum konventionellen histologischen Bild (s. Abb. 7). Es zeigen sich in beiden Methoden
ausgedehnte Infiltrate einer malignen epithelialen Neoplasie mit stark vergroBerten Zellkernen.
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Abb. 7: Metastase eines Ovarialkarzinoms (links: topische Férbung mit
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und am HE-geférbten FFPE-Priparat
(rechts: HE-Féarbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Bei einem hepatoid differenzierten Adenokarzinom mit CUP (Cancer of Unknown Primary)-
Syndrom mit unbekanntem Primarius und intramuskuldrer paravertebraler Lage sieht man eine
maligne epitheliale Neoplasie mit einem flachigen Tumorverband (s. Abb. 8). Bei Kernpleomorphie
sind die Zellkerne iiberwiegend rundlich mit einer sichtbaren vermutlichen Mitose (blaue
Pfeilmarkierung). Die Tumorzellen haben teils distinkte Zellgrenzen. Im Gegensatz dazu ist in der
tumorfreien Kontrollprobe eines Skelettmuskels die charakteristische Querstreifung der einzelnen
Muskelfasern zu erkennen (s. Abb. 8).

umw »l;", % ,_ ~ o Q 1l ; i
Abb. 8: Intramuskuldre Metastase eines Adenokarzinoms (CUP-Syndrom) (blauer Pfeil:
vermutliche Mitose) (links) und tumorfreier Skelettmuskel (M. iliopsoas) (rechts) (topische

Fiarbungen mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)
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Glioblastom, ZNS WHO Grad 4

Ein Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, weist in der CLE eine hohe Zelldichte auf (s. Abb. 9).
Tumorfreier Cortex aus dem Frontallappen wirkt verglichen mit dem Glioblastom deutlich
zellarmer (s. Abb. 9).

£ 5 ‘
Abb. 9: Glioblastom, ZNS WHO Grad 4 (links) und tumorfreier Cortex (Frontallappen)
(rechts) (topische Farbungen mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

-

In der konfokalen Uniersuchung eines Glioblastoms sind - passend zur konventionellen
Lichtmikroskopie - GefaBproliferate sichtbar (s. Abb. 10).

Abb.10: Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, mit GefédBproliferaten (links: topische
Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und am HE-gefédrbten
FFPE-Schnitt (rechts: HE-Farbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

(blaue Pfeilmarkierungen: jeweils GefdBproliferate im Glioblastom)
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Es finden sich im Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, nekrotische Areale, in deren Randbereich die
Tumorzellen teilweise in der sog. Palisadenstellung angeordnet sind (s. Abb. 11,
Pfeilmarkierungen):

he, ANk An. i V. s i .8 Pea i ¥ M £ ol R T R
Abb. 11: Glioblastom mit Palisadenstellung und Nekrose (links: topische Farbung mit
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) sowie am HE-gefdrbten FFPE-

Schnitt (rechts: HE-Féarbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)
(blaue Pfeilmarkierung: jeweils sog. Palisadenstellung, rosa Pfeilmarkierung: jeweils Nekrose)

(Die rechte Abbildung und ein Teil der linken Abbildung von Abb. 11 ohne die hier eingefiigten
Pfeilmarkierungen ist fir Webzwecke der ZEISS Gruppe auch zu sehen auf
https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html,
aufgerufen am 21.11.2022)
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Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1

Ein Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1, zeigt in der HE-Farbung und in der CLE eine
Ausbildung von Wirbelformationen. Die Tumorzellen haben in der HE-Farbung rundliche bis
ovaldre Zellkerne, die mit der CLE in diesem Fall nicht eindeutig abgrenzbar sind. (s. Abb. 12)

Abb. 12: Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1, mit wirbelartigem
Wachstumsmuster (links: topische Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahme) und am HE-gefirbten FFPE-Schnitt (rechts: HE-Férbung, konventionelle
Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)
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Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3

Bei einem Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3, sieht man mit der CLE einen méBig zellreichen
glialen Tumor mit rundlichen Zellkernen. Zudem zeigen sich Langsanschnitte von
GefiaBproliferaten mit intravasalen Strukturen, die morphologisch und quantitativ gut zu

Erythrozyten passen (s. Abb. 13, blaue Pfeilmarkierung‘).
. . 2 )

o
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-

Abb. 13:
Oligodendrogliom,
ZNS WHO Grad 3, mit
GefédBproliferaten
(blaue
Pfeilmarkierung:
Blutgefal,
exemplarisch)
(topische Farbung mit
Natriumfluorescein,
CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme)

Schwannom, ZNS WHO Grad 1

Ein Schwannom, ZNS WHO Grad 1 weist in der CLE zellreiche Bereiche auf, in denen die
Tumorzellen teilweise in Stromen vorliegen, mit paralleler Palisadenstellung von Zellkernen (sog.
Verocay-bodies), passend zu sog. AntoniA-Arealen (s. Abb. 14, blaue Pfeilmarkierung). Daneben
zeigen sich regressiv verdnderte, aufgelockerte sog. AntoniB-Areale (s. Abb. 14, rosa
Pfeilmarkierung).

BT . gt

Abb. 14: 2 Schwannomproben, ZNS WHO Grad 1, mit in Stromen angeordneten
Tumorzellen in sog. AntoniA-Arealen und aufgelockerten AntoniB-Arealen (blaue
Pfeilmarkierung: AntoniA-Areal, blaue Pfeilspitze: sog. Verocay-body, rosa Pfeilmarkierung:
AntoniB-Areal) (topische Fiarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahmen)
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Gefrierschnitte

Bei einer Metastase eines Plattenepithelkarzinoms sieht man in der CLE des Gefrierschnitts sowie
unter dem konventionellen Fluoreszenzmikroskop Tumorzellen mit einer deutlich zugunsten der
Zellkerne verschobenen Kern-/Plasma-Relation mit unregelméBigen, pleomorphen, teils
entrundeten Zellkernen (s. Abb. 15).

Abb. 15: Metastase eines Plattenepithelkarzinoms im Gefrierschnitt (links: topische
Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und in der
Fluoreszenzmikroskopie (rechts: Farbung mit Natriumfluorescein, konventionelle
Fluoreszenzmikroskopie, eigene Aufnahme)

Die konfokalen Bilder einer
Plattenepithelkarzinomprobe sind im
Gefrierschnitt stark durch Artefakte
iiberlagert, jedoch ist ein

diffuser Tumorverband erkennbar (s.
Abb. 16).

Abb. 16: Metastase eines
Plattenepithelkarzinoms im Gefrierschnitt (topische Férbung mit Natriumfluorescein, CLE-
Bildgebung, eigene Aufnahme)

Im Gefrierschnitt eines atypischen Meningeoms ist
eine einzelne Zelllage gut beurteilbar. Hier zeigt sich
ein Tumor von sehr hoher Zelldichte mit einem
flichigen Wachstumsmuster und iiberwiegend runden
bis ovaldren Zellkernen (s. Abb. 17).

Abb. 17: Gefrierschnitt eines Atypisches Meningeoms (topische Farbung mit
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung eines Gefrierschnitts, eigene Aufnahme)
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5.1.2. Topische Farbungen mit Acriflavin

Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1

In der topischen Farbung mit Acriflavin sieht man bei einem Transitionellen Meningeom, ZNS
WHO Grad 1, einen zellreichen, meningealen Tumor mit Ausbildung von Wirbeln und zentraler
Verkalkung (sog. Psammomkorper) (s. Abb. 18). Die Tumorzellen haben gut abgrenzbare rundliche
bis ovalédre, relativ monomorphe Zellkerne ohne Hinweise auf erhohte Proliferation.

Abb. 18: Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1 (blaue Pfeilmarkierung: sog.
Psammomkorper) (topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
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Das vorliegende Atypische Meningeom, ZNS WHO Grad 2, ist ein zelldichter Tumor mit ovaldren
Zellkernen und einer Ausbildung von Wirbelformationen (s. Abb. 19).

Abb. 19: Atypisches Meningeom, ZNS WHO Grad 2, mit erbelformatlonen
(topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Ein Meningotheliomatdses Meningeom, ZNS WHO Grad 1, weist zahlreiche wirbelartige
Zellverbdnde sowie ein pseudo-synzitiales Wachstum ohne scharf abgrenzbare Zellgrenzen auf (s.
Abb. 20).

Abb. 20: Menmgothehomatoses Meningeom, ZNS WHO Grad 1
(topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Bei einem Fibroblastischen Meningeom, ZNS WHO Grad 1, ist ein miBig zellreicher Tumor mit
einem stromartigen Wachstumsmuster aus spindelformigen Zellen, eingebettet in ein
kollagenfaserreiches Stroma sichtbar (s. Abb. 21). Bei einem weiteren Ausschnitt desselben Tumors

33



zeigt sich ein quer getroffenes Blutgefd3 mit auBen anliegenden Zellen, die zu Perizyten passen (s.
Abb. 21 rechts, blaue Pfeilmarkierung).

‘ P Y4 ’ N\ Z . 4 ; é aw, :
Abb. 21: Fibroblastisches Meningeom, ZNS WHO Grad 1 (blaue Pfeilspitze: Zellkern

eines Perizyten eines Blutgefifles (topische Fiarbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahmen)

e

Gliome

liogodendrogliom, ZNS WHO

Grad 3, ist ein Gefidlproliferat erkennbar (s. Abb. 22).
= T : i 1

Bei diesem O
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Abb. 22: Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3 (topische Farbung mit Acriflavin, CLE-
Bildgebung, eigene Aufnahme)
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Das vorliegende pilozytische
Astrozytom ist ein maBig
zellreicher Tumor mit relativ
monomorphen, iiberwiegend
rundlichen Zellkernen mit
teils angedeuteten piloiden
Zellfortsdtzen (rosa
Pfeilmarkierungen).

Im Tumor ist eine
GefaBstruktur sichtbar (blaue
: Pfeilmarkierung). (s. Abb.

0 g e e 23).

Abb. 23: Pilozytisches Astrozytom, ZNS WHO Grad 1

(blaue Pfeilmarkierung: Blutgefdll, rosa Pfeilmarkierungen:

piloide Zellfortsédtze) (topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Pineozytom, ZNS WHO Grad 1

Ein Pineozytom, ZNS WHO Grad 1, ist in der Farbung mit Acriflavin méBig zellreich mit
monomorphen, rundlichen bis ovaldren Zellkernen (s. Abb. 24, links). Diese Charakteristika sind in
der Farbung mit Natriumfluorescein nicht wiedererkennbar (s. Abb. 24, rechts).

Abb. 24: Pineozytom, ZNS WHO Grad 1, mit Acriflavin (links: topische Férbung mit
Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und Natriumfluorescein (rechts: topische
Fiarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bild, eigene Aufnahme)
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Tumorfreie Proben

Cerebellum, tumorfrei

Tumorfreies Kleinhirn ist zellreich
und hat monomorphe, runde
Zellkerne, hier passend zum Stratum
granulosum der Kleinhirnrinde (s.
Abb. 25).

Abb. 25: Kleinhirn, Firbung mit Acriflavin
(topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Quergestreifte Skelettmuskulatur, tumorfrei

Mit Acriflavin sind einzelne Muskelfasern, die Z-Streifung der Skelettmuskulatur und randstindige,
ovalére Zellkerne (s. Abb. 26, blaue Pfeilmarkierung) deutlich erkennbar.
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Abb. 26: Quergestreifte Skelettmuskulatur, Farbung mit Acriflavin (blaue
Pfeilmarkierung: Zellkern, exemplarisch)

(topische Farbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
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Formalinfixierung

Die konfokalen Bilder von fixierten und von nicht-fixierten Proben unterscheiden sich nicht.

Weitere Untersuchungen

Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3, ungefarbte Negativkontrolle

Ungefirbte Negativkontrollen weisen eine in der
CLE detektierbare Autofluoreszenz auf, die
aufgrund eines geringen Ausmalles vernachléssigbar
ist. Insbesondere fallen Granula im Zytoplasma bei
einem ungefiarbten Oligodendrogliom, ZNS WHO
Grad 3 auf (s. Abb 27).

Abb. 27: Ungefirbte
Negativkontrolle mit Autofluoreszenz

(Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3) (ungefirbtes Gewebe, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme)

Mit 20ul
Natriumfluorescein
gefirbte Erythrozyten
sind eindeutig als
signaldrmere Strukturen
vor einem helleren
Hintergrund sichtbar, der
womdglich durch
Farbriicksténde
fluoresziert (s. Abb. 28).

(topische Farbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
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5.1.3. Immunhistochemische Farbungen mit dem Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488
conjugate

Nach Firbung einer Glioblastomprobe mit dem Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488
conjugate sind Strukturen sichtbar, die gut zu GefdBproliferaten passen (s. Abb. 29).

Abb. 29: GefidBproliferate (blaue Pfeilmarkierung) eines EGFR-iiberexprimierenden
Glioblastoms (immunhistochemische Fédrbung mit dem an Natriumfluorescein gekoppelten
monoklonalen IgG Anti-EGFR-Antikdrper (neutralizing), clone LA1l, Alexa Fluor® 488
conjugate (mouse), CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Bei der Farbung der Glioblastomzelllinie LN18 und eines Oligodendroglioms mit dem
fluoreszierenden Anti-EGFR-Antikdrper war kein Signal mit dem Digital Biopsy Tool
CONVIVO® registrierbar.
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5.2. Auswertung der klinischen Pilotstudie

Zielsetzung der Pilotstudie mit der CLE in der Neurochirurgie

Die CLE wurde z. T. nach intravendser Gabe von Natriumfluorescein in der Neurochirurgie
angewendet. Die CLE war gut in den Ablauf neurochirurgischer Operationen integrierbar. Es wurde
eine Datenbank mit insgesamt 4439 histologischen Bildern (12,99 GB) erstellt, die ausgewertet
wurden, aus denen im Folgenden exemplarisch konfokale Bilder gezeigt werden. Es traten deutlich
weniger Artefakte als bei den topischen Versuchen auf, jedoch wurde auch bei ex vivo entstandenen
Bildern eine Vorauswahl an verwertbaren Bildern getroffen. Die CLE eignete sich fiir die
intraoperative Diagnostik. Somit wurde das Ziel der klinischen Pilotstudie erreicht. Zudem war
eine Differenzierung zwischen Tumorzentrum und Infiltrationszone bei einem Glioblastom moglich
(s. Abb. 30).

Beobachtete variierende Faktoren

Es gab drei variierende Faktoren, darunter die Einwirkzeit von Natriumfluorescein, die
Durchfiihrung eines intraoperativen Gefrierschnitts und die Anwendung von 5-ALA. Die
Einwirkzeit von Natriumfluorescein zwischen intravenoser Injektion bis zur Entnahme der ersten
Tumorprobe betrug im Durchschnitt 18 Minuten. Ein weiterer Faktor war die Durchfiihrung eines
intraoperativen Gefrierschnitts. Bei 18 Patienten (82% der Patienten) wurde ein intraoperativer
Gefrierschnitt durchgefiihrt. In diesen Féllen entsprach die intraoperative Diagnose anhand des
Gefrierschnitts der endgiiltigen Diagnose am FFPE-Schnitt zu 99,94%. Bei der gleichzeitigen
Anwendung von 5-ALA zur Erleichterung der Neuronavigation und Natriumfluorescein fiir die
CLE von hochgradigen Gliomen wurde weder die Neuronavigation noch die Qualitét der
konfokalen Bilder mit der CLE beeintrichtigt.

Nebenwirkungen bei intravenéser Administration von Natriumfluorescein

Neben einer intraoperativen Gelbfarbung des Urins bei allen Patienten wurden keine weiteren
Nebenwirkungen durch die Natriumfluuoresceingabe beobachtet.
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Ergebnisse der Pilotstudie

Als Vorbereitung fiir zukiinftige Resektionsrandkontrollen wurden Proben der Infiltrationszone mit
Proben des Tumorzentrums verglichen. Hierbei imponiert das Tumorzentrum (s. Abb. 30, links)
deutlich zellreicher mit sichtbaren Gefa3proliferaten im Gegensatz zur zelldirmeren Infiltrationszone
(s. Abb. 30, rechts). Zudem ist im Tumorzentrum ein GefaBproliferat mit intravasalem
Natriumfluorescein sichtbar (s. Abb. 30, links, blaue Pfeilmarkierung).

Abb. 30: Vergleich zwischen Tumorzentrum (links) und Infiltrationszone (rechts) eines
Glioblastom mit dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® (blaue Pfeilmarkierung:
Gefiafproliferat im Glioblastom)

(intraoperative intravendse Administration von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung ex vivo,
eigene Aufnahmen)

(linkes Bild: eigene Aufnahme, fir Webzwecke der ZEISS Gruppe auch zu sehen auf
https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html,
aufgerufen am 21.11.2022)

Im postoperativen Vergleich der verschiedenen Mikroskopiermethoden (darunter intraoperativer
Gefrierschnitt, endgiiltige Histologie am HE-gefarbten FFPE-Schnitt und Digital Biopsy Tool
CONVIVO®) gibt es Ubereinstimmungen der CLE mit den konventionellen lichtmikroskopischen
Untersuchungsmoglichkeiten (s. Abb. 31.1-3).

Wie bei der Vorarbeit im Labor wurde aufgrund von Artefakten eine Vorauswahl der Bilder

durchgefiihrt. Bei der intravendsen Gabe von Natriumfluorescein kam es seltener zu Artefakten als
bei der topischen Férbung.
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Glioblastom, ZNS WHO Grad 4
CLE

Gefrierschnitt
2 Fu s

Abb. 31.1

Metastase, Rektumkarzinom
CLE

Abb. 31.2

Psammomatdses Meningeom, ZNS WHO Grad 1
CLE

Abb. 31.3

Abb. 31: Vergleich von histomorphologischen Charakteristika in der CLE mit dem HE-
gefarbten intraoperativen Gefrierschnitt und dem HE-gefarbten FFPE-Schnitt

(jeweils linke Aufnahmen in Abb. 31.1-32.3: intravendse intraoperative Farbstoffadministrationen von
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen; jeweils mittlere und rechte Aufnahmen in
Abb. 31.1-31.3: HE-Farbungen, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahmen).

Ein Teil der Abbildung 31.1. ist fir Webzwecke der ZEISS Gruppe auch zu sehen auf
https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html, aufgerufen
am 21.11.2022.

GefaBproliferate sind bei einem Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, durch die direkte Farbung des
Intravasalraums nach der intravendsen Natriumfluoresceingabe gut sichtbar (s. Abb. 31.1, linkes
Bild, Pfeilmarkierung). Diese Abbildung (Abb. 31.1, linkes Bild) entstand nach einer Einwirkzeit
von Natriumfluorescein von 2 Minuten - passend zu einer guten Tumordurchblutung durch eine
Neovaskularisation des Glioblastoms.
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Bei einer Rektumkarzinommetastase (s. Abb. 31.2, linkes Bild) und einer
Caecumkarzinommetastase (s. Abb. 32) ist eine maligne epitheliale Neoplasie mit irregulér
geformten, vergroferten Zellen sichtbar.

Abb. 32: Metastase eines Caecumkarzinoms (intravendse intraoperative
Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Ein psammomatdses Meningeom, ZNS WHO Grad 1, zeigt sich als maBig zellreicher Tumor mit
rundlichen bis ovaldren Zellkernen und zahlreichen sog. Psammomkdrperchen mit ausreichender
Anférbung bei einer vergleichsweise langen Einwirkzeit von Natriumfluroescein von 45 Minuten (s.
Abb. 31.3).
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Bei einer arteriovendsen
Malformation sind Blutgefdl3e
mit intravasaler Anreicherung
von Natriumfluorescein und
zelluldren Blutbestandteile zu
sehen (s. Abb. 33).

AbD. 33: Arteriovendse Malformation (intravendse intraoperative
Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Bei einem
Neurofibrom, ZNS
WHO Grad 1 ist ein
méBig zellreicher
Schwannzelltumor mit
einem lockeren, von
kollagenen Fasern

durchzogenem Stroma
sichtbar (s. Abb. 34).

Abb. 34: Neurofibrom, ZNS WHO Grad 1 (intravendse intraoperative
Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
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Beim Ewing-Sarkom ist ein klein-rundzelliger Tumor von hoher Zelldichte sichtbar, der in soliden
Verbdnden vorliegt und in der CLE eine mutmalliche Mitose aufweist (s. Abb. 35, blaue
Pfeilmarkierung).

Abb. 35: Ewing-Sarkom (blaue Pfeilmarkierung: mutmaBliche Mitose) (intravendse
intraoperative Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahmen)

5.3. Auswertung von Implementationsprozessen anhand des CFIR

Die Implementationsprozesse im Rahmen der Einfiihrung der CLE in die Neurochirurgie wurden
anhand des CFIR untersucht. Die Bereiche des CFIR aus der Verdffentlichung von Damschroder et
al. wurden iibersetzt und auf die vorliegende klinische Pilotstudie angewendet (s. Tabelle 4)
(Damschroder et al., 2022).
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Name des Konstruktes*

Definition des Konstruktes®

Anwendung der Konstrukte auf
die Implementation der CLE im
Rahmen der klinischen
Pilotstudie

1. Bereich Innovation

A. Innovationsquelle

Die Gruppe, die die
Innovation entwickelt
und/oder offensichtlich die
Anwendung der Innovation
gesponsert hat, ist serios,
glaubwiirdig und/oder
vertrauenswiirdig

Entwicklung des Digital Biopsy
Tool Convivo® durch die ZEISS
Gruppe / Carl Zeiss Meditec AG

B. Evidenzbasierung
der Innovation

Es gibt handfeste Evidenz,
die die Effektivitit der
Innovation unterstiitzt

Publikationen zur Anwendung der
ex vivo und in vivo CLE fir
Hirntumore

C. Relativer Vorteil der
Innovation

Die Innovation ist besser als
andere verfiigbare
Innovationen oder als die
aktuelle Praxis

Vorteile der CLE gegeniiber dem

intraoperativen

Gefrierschnittverfahren:

e Schnellere intraoperative
Diagnostik

e Vermeidung von
Gefrierschnittartefakten

e Zeitliche und ortliche
Unabhéngigkeit vom
Gefrierschnittlabor

D. Anpassungs-
fahigkeit der
Innovation

Die Innovation kann fiir den
lokalen Kontext oder
Bediirfnisse modifiziert,
angepasst oder verfeinert
werden

Keine Daten

E. Testbarkeit der
Innovation

Die Innovation kann im
kleinen Rahmen getestet oder
gesteuert werden und
riickgéngig gemacht werden

Priklinische Testphase im
neuropathologischen Labor vor der
klinischen Pilotstudie

F. Komplexitiit der
Innovation

Die Innovation ist
kompliziert, was aus dem
Umfang und/oder der Art und
Anzahl von Verbindungen
und Schritten hervorgehen
kann

Erhohte Komplexitit bei
Auswertung der konfokalen Bilder

Reduktion der Arbeitsschritte im
Vergleich mit der
Gefrierschnittdiagnostik (Fotteler
et al., 2021)

G. Design der
Innovation

Die Innovation ist gut
entworfen und verpackt, auch

Nicht ausreichend am Prototyp des
Digital Biopsy Tool Convivo®
beurteilbar
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was Aufbau, Verpackung und
Prisentation betrifft

H. Innovationskosten

Die Kosten von Anschaffung
und Inbetriebnahme der
Innovation sind bezahlbar

Leihgabe des Digital Biopsy Tool
Convivo® der Carl Zeiss Meditec
AG der ZEISS Gruppe fiir den
Zeitraum der praklinischen
Testphase und der klinischen
Pilotstudie

Il. Bereich externes Umfeld

A. Entscheidende

Grof3e und/oder

Verldangerung des Zeitraums bis

Ereignisse unvorhergesehene Ereignisse  zur Zulassung des ZEISS Sterile
storen die Implementation Sheath und Verzogerung einer in
und/oder die Durchfiihrung vivo Studie
der Innovation

B. Lokale Soziokulturelle Werte (z. B. Gemeinsames Ziel der

Uberzeugungen gemeinsame Verantwortung, = kontinuierlichen

Empfingern zu helfen) und
Uberzeugungen
(Uberzeugungen beziiglich
des Werts von Empfangern)
ermutigen das externe
Umfeld, die Implementation
und/oder die Durchfiihrung
der Innovation zu
unterstiitzen

Behandlungsoptimierung von
Patienten

C. Lokale Bedingungen

Okonomische, dkologische,
politische und/oder
technologische Bedingungen
ermOglichen dem externen
Umfeld, die Implementation
und/oder die Durchfiihrung
der Innovation zu
unterstiitzen

Okonomisch

s. LH.

Okologisch

Keine Daten

Politisch

e Annahme des
Studienprotokolls und
Erlaubnis zur Durchfiihrung
einer klinischen Pilotstudie

e Fehlende Zulassung des ZEISS
Sterile Sheath und
Verzoégerung einer in vivo
Studie

D. Kooperationen

Das interne Umfeld ist mit
externen Netzwerken,
inklusive
Referenznetzwerken und
universitaren und

Austausch mit Forschungsgruppen
anderer Universititen im Rahmen
von ZEISS Anwendertreffen
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professionellen
Organisationen verbunden

E. Rechtliche Rahmen-
bedingungen

Gesetzgebung,
Regulierungen, berufliche
Richtlinien und
Empfehlungen oder
Akkreditierungsstandards
unterstiitzen die
Implementation und/oder die
Durchfiihrung der Innovation

Fehlende Zulassungen

Off-Label-Use: intravendse
Administration von
Natriumfluorescein fiir die
CLE

Keine Zulassung zur
Anwendung von Acriflavin am
Patiententen

Keine Zulassung des ZEISS
Sterile Sheath

Ethikantrag

Stellen eines Antrags und Erhalt
der Genehmigung durch die
Ethikkomission zur Durchfiihrung
der klinischen Pilotstudie

F. Finanzierung

Externe Finanzierung (z. B.
Stipendien,
Riickerstattungen) sind fiir
die Implementation und/oder
die Durchfiihrung der
Innovation verfiigbar
und/oder technische
Bedingungen ermoglichen die
Implementation

s. I.H.

G. Externer Druck

Externer Druck befordert die
Implementation und/oder die
Durchfiihrung der Innovation

1. Sozialer Druck

Massenmediale Kampagnen,
Interessensgruppen oder
soziale Bewegungen oder
Proteste befordern die
Implementation und/oder die
Durchfiihrung der Innovation

Nicht relevant

2. Wettbewerbs-
druck

Wettbewerb mit/oder
Nachahmung von Kollegen
befordern die Implementation
und/oder die Durchfiihrung
der Innovation

Kein Wettbewerbsdruck mit
anderen Anwendern des Digital
Biopsy Tool Convivo®

47



3. Druck durch
Leistungs-
erfassung

Qualitét oder
Eckdatenerfassung oder
etablierte Leistungsziele
befordern die Implementation
und/oder die Durchfiihrung
der Innovation

Keine Daten

lll. Bereich internes Umfeld

A. Strukturelle Infrastrukturelle Keine Daten
Eigenschaften Komponenten unterstiitzen
die funktionstiichtige
Leistung des internen
Umfelds
1. Ortliche Gestaltung und Struktur des Moglichekeit der intraoperativen
Infrastruktur Raumes und von anderen Verwendung des Digital Biopsy
konkreten materiellen Tool Convivo® im OP
Merkmalen unterstiitzen die
funktionstiichtige Leistung
des internen Umfelds
2. Digitale Technologische Systeme fiir | Telekommunikation
Infrastruktur Telekommunikation, Keine Moglichkeit zur digitalen
elektronische Dokumentation, Korrelation von konfokalen
Datenspeicherung, Bildern und intraoperativem
Management, Gefrierschnitt
Berichterstattung und
Analyse unterstiitzen die Elektronische Dokumentation
funktionstiichtige Leistung und Datenspeicherung
des internen Umfelds Pseudonymisierte Speicherung der
konfokalen Bilder
3. Arbeits- Organisation von Aufgaben Abteilung fiir Neuropathologie
infrastruktur und Verantwortlichkeiten Oberirztliche Leitung,

innerhalb und zwischen
Individuen und Teams and
allgemeiner Personalbestand
unterstiitzen die
funktionstiichtige Leistung
des internen Umfelds

Assistenzarzt, Doktorand

Abteilung fiir Neurochirurgie
Chefarzt, Leitender Oberarzt,
Oberirzte, Assistenzérzte,
Operationstechnische Assistenten

B. Kooperationen

Hochqualitative formelle und
informelle Beziehungen,
Kooperationen und Teams
innerhalb und zwischen den
Grenzen des internen
Umfelds (z. B. strukturell,
professionell)

Klinikinterne Kooperationen
zwischen der Neurochirurgie und
der Neuropathologie
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C. Kommunikation

Vorhandensein von
hochqualitativen formellen
und informellen
Vorgehensweisen fiir das
Mitteilen von Informationen
innerhalb und zwischen den
Grenzen des internen
Umfelds (z. B. strukturell,
professionell)

Innerhalb der Abteilung fiir

Neuropathologie

e Personliche Riicksprachen
sowie telefonische Korrelation
der konfokalen Bilder mit dem
intraoperativen Gefrierschnitt

e Fehlen einer Klinik
iibergreifenden
Nachrichtenplattform

e Keine digitale Ubertragung der
konfokalen Bilder aus dem OP
in die Neuropathologie

Interdisziplinir

Personliche, telefonische und
schriftliche Riicksprachen
zwischen der Neuropathologie und
der Neurochirurgie sowie

mit beteiligten Anésthesisten

D. Kultur

Vorhandensein von
gemeinsamen Werten,
Uberzeugungen und Normen
innerhalb des internen
Umfelds

Keine Daten

1. Fokussierung auf
Gleich-
berechtigung

Vorhandensein von
gemeinsamen Werten,
Uberzeugungen und Normen
beziiglich des gleichen
innewohnenden Werts aller
menschlichen Lebewesen

Keine Daten

2. Fokussierung auf
Empfinger

Vorhandensein von
gemeinsamen Werten,
Uberzeugungen und Normen
beziiglich des Wohls, der
Unterstiitzung, und der
Adressierung von
Bediirfnissen der Empfinger

Gemeinsames Ziel der
kontinuierlichen
Behandlungsoptimierung von
Patienten

3. Fokussierung auf
Durchfiihrer

Vorhandensein von
gemeinsamen Werten,
Uberzeugungen und Normen
beziiglich des Wohls, der
Unterstiitzung, und der

Keine Daten
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Adressierung von
Bediirfhissen von
Durchfithrern

4. Fokussierung auf
Lernen

Vorhandensein von
gemeinsamen Werten,
Uberzeugungen und Normen
beziiglich der
psychologischen Sicherheit,
der stetigen Verbesserung
und der Verwendung von
Daten, um zu informieren

Gemeinsames Ziel der stetigen
Optimierung der Behandlung von
Hirntumoren

E. Verinderungsbedarf

Die aktuelle Situation ist
intolerabel und muss sich

Veranderungsbedarf bei bereits
angesprochenen Nachteilen des

dndern intraoperativen
Gefrierschnittverfahrens
F. Kompatibilitit Die Innovationen ist mit Gute Kompatibilititat
Arbeitsablidufen, Systemen e Keine Beeinflussung des
und Prozessen kompatibel Arbeitsablaufs im OP

e Kompatibilitit bei
gleichzeitiger Verabreichung
von 5-ALA und
Natriumfluorescein bei ZNS
WHO Grad 3 oder 4 Gliomen

Schlechte Kompatibilitit

Bei zukiinftigen ex vivo Studien m
Fall von sehr kleinen Tumorproben
ggf. aus Griinden der
diagnostischen Sicherheit keine
CLE zusitzlich zur
konventionellen Routinediagnostik
durchfiihrbar

G. Relative Prioritit

Die Implementation und das
Durchfiihren der
Implementation ist im
Vergleich zu anderen
Initiativen wichtig

Keine Daten zum Vergleich mit
anderen Studien

H. Anreize

Materielle und/oder nicht
materielle Anreize und
Belohnungen und/oder
Abschreckmittel und
Bestrafungen unterstiitzen die

Interesse an Pionierforschung
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Implementation und/oder die
Durchfiihrung der Innovation

I. Kohirenz des
Projekts

Die Implementation und/oder
die Durchfiihrung der
Innovation ist kohdrent mit
der libergreifenden
Verpflichtung, dem Zweck
oder den Zielen des internen
Umfelds

CLE als Technologie fiir die
Optimierung der mikroskopischen
Resektionsrandkontrolle in der
Neurochirurgie

J. Verfiigbare
Ressourcen

Ressourcen sind vorhanden,
um die Innovation zu
implementieren und
durchzufiihren

1. Finanzierung

Finanzierung ist vorhanden,
um die Innovation zu
implementieren und
durchzufiihren

s. L.H.

2. Platz

Physischer Raum ist
vorhanden, um die Innovation
zu implementieren und
durchzufiihren

Priklinische Laborphase
Vorhandensein von
Laborrdumlichkeiten
Klinische Pilotstudie
Geniigend Platz fiir das Digital
Biopsy Tool Convivo® und
Lagerungsmdglichkeit im

Operationstrakt
3. Material und Material ist vorhanden, um Tumorproben
Ausriistung die Innovation zu Aufteilung der Proben:
implementieren und e Probenanteil fiir das Konfokale
durchzufiihren Laser Endomikroskop
Convivo®

e Probenanteil fiir den
intraoperativen Gefrierschnitt

e Probenanteil fiir endgiiltige
Diagnostik am FFPE-Schnitt

Farbstoff Natriumfluorescein
Vorritiges Arzneimittel im
Klinikum rechts der Isar

K. Zugriff auf Wissen
und Information

Beratung und/oder Training
ist vorhanden, um die
Innovation zu implementieren
und durchzufiihren

Neuartigkeit der Technologie und
selbststindiges Erarbeiten der
konfokalen Morphologie
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IV. Bereich Individuen

Unterbereich Rollen

A. Fiihrungskrifte auf
hochster Ebene

Individuen mit einem hohen
Mal an Autoritit, inklusive
Entscheidungstréger,
Fiihrungskréfte und
Direktoren

Klinik fiir Neurochirurgie
Chefarzt,

Leitender Oberarzt, Oberarzte
Institut fiir Pathologie
Institutsdirektor

Abteilung fiir Neuropathologie
Oberirztliche Leitung

B. Fiithrungskrifte auf
mittlerer Ebene

Individuen mit einem
mittelhohen Mal} an
Autoritat, inklusive
Fithrungskréfte, die von einer
Fithrungskraft auf hochster
Ebene angewiesen werden
und selbst auch andere
anweisen

Klinik fiir Neurochirurgie
Assistenzarzte

Abteilung fiir Neuropathologie
Assistenzarzt

C. Meinungsbildner

Individuen mit informellem
Einfluss auf die Einstellungen
und das Benehmen anderer

Keine Daten

D. Erméglicher der Individuen mit Fachwissen, s. IV. A.
Implementation die bei der Implementation
mithelfen, sie betreuen oder
unterstiitzen
E. Leitung der Imple- Individuen, die die s. IV. A.

mentation

Bemiihungen der
Implementation der
Innovation leiten

F. Mitglieder des
Imple-
mentationsteams

Individuen, die mit der
Leitung der Implementation
kollaborieren und die Leitung
der Implementation
unterstiitzen, um die
Innovation zu
implementieren, idealerweise
inklusive Durchfiihrer und
Empfinger der
Implementation

Klinik fiir Neurochirurgie
Chefarzt,

Leitender Oberarzt, Oberarzte
Assistenzarzte
Operationstechnische Assistenten

Abteilung fiir Neuropathologie
Assistenzarzt
Doktorand

Klinik fiir Anésthesiologie
Beteiligtes Personal

G. Weitere Unter-
stiitzung der Imple-
mentation

Individuen, die die Leitung
der Implementation und/oder
Mitglieder des
Implementationsteams in der

/
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Implementierung der
Innovation unterstiitzen

H. Durchfiihrer der
Innovation

Individuen, die direkt oder
indirekt die Innovation
durchfiihren

s. IV. L

I. Empfinger der

Individuen, die direkt oder

Rekrutierte Patienten der

Innovation indirekt die Innovation klinischen Pilotstudie und
erhalten zukiinftige Patienten
Unterbereich Eigenschaften
A. Bedarf Individuen haben Defizite Verbesserungsbedarf fiir die

beziiglich Uberleben,
Wohlbefinden, oder
personlicher Erflillung, mit
der sich die Implementation
und/oder die Durchfiihrung
der Innovation befasst

mikroskopische
Resektionsrandkontrolle von
Hirntumoren (s. IIL.E)

B. Fihigkeit

Individuen haben
zwischenmenschliche
Kompetenzen, Wissen und
Fahigkeiten, um ihrer Rolle
gerecht zu werden

Wissen und Fdihigkeiten:

Klinik fiir Neurochirurgie
Facharztausbildung fiir
Neurochirurgie oder Weiterbildung

Abteilung fiir Neuropathologie
Facharztausbildung fiir
Neuropathologie oder
Weiterbildung bzw.
Medizinstudium

C. Maoglichkeit

Individuen haben die
Fahigkeit, Moglichkeit und
Kraft, um ihrer Rolle gerecht
zu werden

Klinik fiir Neurochirurgie
Keine Stoérung des operativen
Ablaufs durch die ex vivo CLE

Abteilung fiir Neuropathologie
Einsetzung eines Doktorands fiir
die Durchfiihrung der Studie

D. Motivation

Individuen sind dazu
verpflichtet, ihrer Rolle
gerecht zu werden

Abteilung fiir Neuropathologie:
Vertragliche Bindung iiber die
TUM Graduate School zur
Betreuung der Dissertation
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V. Bereich Implementationsprozess

A. Zusammenarbeit

Gemeinsame Treffen,
bewusstes Koordinieren und
Zusammenarbeiten an
gemeinsamen Aufgaben, um
die Innovation zu
implementieren

RegelmiBige personliche,
telefonische und schriftliche
Absprachen zur Planung
Koordination der CLE der
zwischen der Neurochirurgie und
Neuropathologie

B. Erfassung von
Bediirfnissen

Informationen sammeln tiber
Prioridten, Praferenzen und
Bediirftnisse von Personen

1. Durchfiihrer der
Innovation

Informationen sammeln iiber
Prioridten, Praferenzen und
Bediirfnisse der Durchfiihrer,
um die Implementation und
die Durchfiihrung der
Innovation anzuleiten

Bereits bekannt

2. Empfinger der
Innovation

Informationen sammeln iiber
Prioridten, Praferenzen und
Bediirfnisse der Empfanger,
um die Implementation und
die Durchfiihrung der
Innovation anzuleiten

Bereits bekannt

C. Analyse des Umfelds

Informationen sammeln, um
Erschwernisse und
unterstiitzende Faktoren der
Implementation und der
Durchfiihrung der Innovation
zu identifizieren und
einzuschétzen

Keine Daten

D. Planung

Rollen und
Verantwortungsbereiche
identifizieren, spezifische
Schritte und Meilensteine
umreiflen und Ziele und
Messmethoden fiir den
Implementationserfolg im
Voraus definieren

Rollen und
Verantwortungsbereiche
Neurochirurgie: Tumorresektion
Neuropathologie: Durchfiihrung
und Befundung der CLE

Schritte
ex vivo CLE und Vergleich mit

etablierter Diagnostik

Ziel
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Untersuchung der Eignung der ex
vivo CLE fiir Hirntumore

Messmethoden

Vergleich der CLE mit
intraoperativer
Gefrierschnittdiagnostik und
endgiiltiger Histologie am FFPE-
Material

. Anpassung von
Strategien

Implementationsstrategien
wéhlen und
operationalisieren, um
Hindernisse und erleichternde
Einfliisse anzugehen und das
Umfeld anzupassen

Kein Bedarf zur Verdanderung der
Implementationsstrategien

. Mitbeteiligung

Mitbeteiligung an der
Implementation und/oder
Innovation attraktiv machen
und dazu ermutigen

Keine Daten

1. Durchfiihrer der
Innovation

Durchfiihrer anziehen und
ermutigen, beim
Implementationsteam
mitzuwirken und/oder die
Innovation durchzufiihren

Abteilung fiir Neuropathologie:
Vorstellung der klinischen
Pilotstudie im Rahmen von
Lehrveranstaltungen der
Technischen Universitidt Miinchen
und Rekrutierung von
Doktoranden fiir weitere ex vivo
und in vivo Studien

2. Empfinger der

Empfinger anziehen und

Klinik fiir Neurochirurgie:

Innovation ermutigen, beim Rekrutierung von Patienten fiir die
Implementationsteam klinische Pilotstudie
mitzuwirken und/oder an der
Innovation teilzunehmen
. Durchfiihrung Implementierung in kleinen Prioperative Testphase im

Schritten, Tests oder
wechselnden Ablaufen, um
schrittweise die
Durchfiihrung der Innovation
Zu optimieren

neuropathologischen Labor

. Reflektieren und
Evaluieren

Quantitative und qualitative
Informationen iiber den
Erfolg der Implementation
und/oder der Innovation
sammeln und diskutieren

Vorliegende
Implementationsevaluation
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1. Implementation | Quantitative und qualitative s.V.H.2.
Informationen iiber den
Erfolg der Implementation
sammeln und diskutieren

2. Innovation Quantitative und qualitative Intern in der Neuropathologie
Informationen iiber den RegelmifBige Riickmeldungen
Erfolg der Innovation zwischen Doktorand, Assistenzarzt
sammeln und diskutieren und oberérztlicher Leitung
Interdisziplinir
Zwischen Neuropathologie und
Neurochirurgie

Mit externen Vertretern
RegelmiBige Treffen mit
Vertretern der Neurochirurgie,
Neuropathologie und der
Produktmanager der Carl Zeiss
Meditec AG der ZEISS Gruppe

I. Adaption Die Innovation und/oder das  Keine Durchfiihrung einer
interne Umfeld fiir eine Adaption
Optimale Anpassung und
Integration in Arbeitsabléufe
verdndern

Tabelle 4: Ubersetzung der Bereiche des CFIR und Anwendung auf die durchgefiihrte
klinische Pilotstudie

* Die gesamte erste Spalte (Name des Konstruktes) und die gesamte zweite Spalte (Definition
des Konstruktes) der Tabelle 4 sind Ubersetzungen der Tabelle 3 (Table 3 Updated CFIR
domain and construct definitions) aus der Publikation The updated Consolidated Framework
for Implementation Research based on user feedback (Damschroder et al., 2022)
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5.3.1. Bereich Innovation

Die in der Publikation The updated Consolidated Framework for Implementation Research based
on user feedback vorgeschlagenen Konstrukte wurden auf die Implementation der CLE in die
Klinik angewendet, wobei im Folgenden auf die wichtigsten Ergebnisse eingegangen wird
(Damschroder et al., 2022).

Der erste Bereich des CFIR beleuchtet verschiedene Aspekte der Innovation selbst. Relevant fiir die
vorliegende klinische Pilotstudie waren die Innovationsquelle (I.4.) und insbesondere die
Untersuchung der auf Evidenz der Innovation (I.B.), bezogen auf vorausgegangene Studien zur
CLE. Es fiel auf, dass die Anwendung der CLE zu einem gewissen Grad evidenzbasiert war, da sich
Studien zur Anwendung der CLE und auch des Digital Biopsy Tool Convivo® bei
Hirntumorpatienten finden (s. Diskussion). Jedoch handelte es sich nicht um eine etablierte
Technologie, die standardméBig in der Neurochirurgie eingesetzt wird.

Ein weiterer bedeutender Punkt fiir die Implementationsevaluation war der Relative Vorteil durch
die Innovation (I1.C.), da die CLE gegeniiber dem intraoperativen Gefrierschnittverfahren mehrere
Vorteile bietet, darunter eine schnellere intraoperative Diagnostik, die Vermeidung von
Gefrierschnittartefakten und die zeitliche und 6rtliche Unabhingigkeit vom Gefrierschnittlabor (s.
Diskussion).

Aufgrund der Neuartigkeit der CLE war die Testbarkeit der Innovation (I.E.) ein weiterer wichtiger
Bereich fiir die Implementationsanalyse. So konnte der klinischen Pilotstudie eine priklinische
Laborphase vorausgehen.

Die Komplexitdt der Innovation (I.F.) bestand in der Auswertung der konfokalen Bilder. Hier
konnte auf die erstellte Datenbank aus der préklinischen Testphase zurlickgegriffen werden.

5.3.2. Bereich externes Umfeld

Vor der klinischen Pilotstudie Studie war die unvorhergesehene Verzogerung der Zulassung des
ZEISS Sterile Sheath bedeutend, was unter die Kategorie Entscheidende Ereignisse (I1.A4.) fallt.
Hierdurch musste die eigentlich frither geplante in vivo Studie verschoben werden. In der
vorliegenden Studie durften aus rechtlichen Griinden nur ex vivo Analysen durchgefiihrt werden.

Lokale Uberzeugungen (I1.B) beziiglich des offensichtlichen gemeinsamen Ziels der )
kontinuierlichen Behandlungsoptimierung von Patienten wurden von allen beteiligten Arzten
geteilt.

Hinsichtlich Kooperationen (II.D) mit anderen Universititen bestand im Rahmen eines ZEISS
Anwendertreffens die Mdglichkeit zum Austausch mit Forschungsgruppen anderer deutscher
Universitdten und zum Vergleich von Ergebnissen.

Rechtliche Rahmenbedingungen (I1.E) spielten eine grof3e Rolle fiir die vorliegende Studie: Nicht
nur fiir das Zeiss Sterile Sheath, sondern auch fiir eine intravendse Anwendung von
Natriumfluorescein im Rahmen der CLE fehlten die Zulassung, sodass dieser Farbstoff als Oft-
Label-Use verwendet wurde (s. Diskussion). Acriflavin, das im Labor durch die Anférbung des
Zellkerns hilfreich fiir die Orientierung war, durfte aufgrund der fehlenden Zulassung im OP nicht
eingesetzt werden.
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5.3.3. Bereich internes Umfeld

Der dritte Bereich beleuchtet das interne Umfeld. Fiir die Implementation der CLE ist die Digitale
Infrastruktur ((II1.A.2) von Bedeutung. Da ein Internetanschluss des Digital Biopsy Tool Convivo®
und ein WLAN-Signal im OP fehlten, bestand keine Moglichkeit zur digitalen Korrelation des
intraoperativen Gefrierschnitts mit den konfokalen Bildern anhand von Screensharing.

Die Kommunikation (I1I.C.) fand innerhalb der Abteilung fiir Neuropathologie miindlich durch
tagliche personliche érztliche Riicksprachen statt. Teilweise wurde eine telefonische Riicksprache
zum Vergleich der diagnostischen Ergebnisse im Gefrierschnitt mit den konfokalen Bildern
wihrend des Mikroskopierens durchgefiihrt.

Begleitend zur Studie fanden regelmiBig interdisziplindre Konferenzen mit Vertretern der
Neurochirurgie und Neuropathologie sowie der Carl Zeiss Meditec AG der ZEISS Gruppe statt.
Hier wurden Zwischenergebnisse vorgestellt und konfokale Bilder mit konventionellen
histologischen Methoden (intraoperativer Gefrierschnitt und FFPE-Schnitt) verglichen.

Die intraoperative Durchfiihrung der CLE war durch die Einbindung Personal verschiedener
Fachgebiete (Neuropathologie, Neurochirurgie und Anésthesie) komplex. Praoperativ wurde
Personal aus der Anésthesie iiber den Ablauf der Studie, mogliche Nebenwirkungen des Farbstoffs
Natriumfluorescein und iiber den Zeitpunkt informiert, zu dem es intravends gegeben werden sollte.
Dies nahm durch wechselndes Personal, das préoperativ in die Prozesse der CLE eingelernt werden
musste, zusétzlich Zeit ein.

Die Fokussierung auf Empfdnger (I11.D.2.), bezog sich in der klinischen Pilotstudie auf die
Patienten, deren Behandlung verbessert werden sollte.

Hierbei gibt es einen Verdnderungsbedarf (I11.E) beziiglich der optimalen histologischen
Resektionsrandkontrolle von Hirntumoren.

Die CLE war mit den Arbeitsabldufen im OP kompatibel: So gab es keine Beeinflussung der
neurochirurgischen Resektion bei den ex vivo Versuchen. Es wurde auch keine wechselseitige
Beeinflussung bei einer gleichzeitigen Gabe von 5-ALA und Natriumfluorescein beobachtet. Somit
wurde die etablierte makroskopische Resektionskontrolle nicht gestort. Im Fall von sehr kleinen
Proben wire die Durchfiihrung der ex vivo CLE wahrscheinlich nicht moglich gewesen, da die
ganze Probe fiir den intraoperativen Gefrierschnitt und die endgiiltige Diagnostik aufbewahrt
werden miisste. In dieser Studie stand bei jeder Operation geniigend Gewebe fiir die CLE und die
konventionellen Untersuchungen zur Verfiigung.

Material und Ausriistung (111.J.3.) fiir die Durchfiihrung der Implementation war vorhanden: So
wurden die Tumorproben aufgeteilt: Zunédchst wurden Proben fiir die etablierte histologische
Diagnostik (intraoperativer Gefrierschnitt und endgiiltige Histologie am FFPE-Schnitt) in die
Pathologie versandt. Weiteres Tumorgewebe, das fiir die Diagnostik nicht bendtigt wurde, wurde
fiir die CLE verwendet.
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5.3.4. Bereich Individuen

Der Bereich Individuen (IV.) beschiftigt sich mit an der Durchfiihrung der Implementation
beteiligten Personen und deren Aufgaben (Unterbereich Rollen). Im Kern des
Implementationsteams waren sog. Fiihrungskrdfte hochster Ebene bzw. Erméglicher der
Implementation, darunter Chefarzt, leitender Oberarzt und Oberérzte der Neurochirurgie sowie
oberdrztliche Leitung der Neuropathologie. Weitere wichtige Mitglieder fiir die Durchfithrung der
Implementation waren Oberérzte und Assistenzirzte der Neurochirurgie und Neuropathologie (sog.
Fiihrungskrdfte mittlerer Ebene) und ein medizinischer Doktorand. Daneben gab es weitere, in
einem geringeren Ausmal} mitbeteiligte Mitglieder des Implementationsteams aus der Anésthesie
und Operationstechnische Assistenten.

Empfdnger der Innovation (IV.1.) waren rekrutierte Patienten der klinischen Pilotstudie. Indirekt
zdhlen hierzu auch zukiinftige geeignete neurochirurgische Patienten, die zukiinftig von einer
Etablierung der CLE profitieren kdnnten.

Der Unterbereich Eigenschaften beleuchtet Aspekte der beteiligten Individuen.

Wie einleitend beschrieben, und wie im Bereich Verdnderungsbedarf (I11.C.E.)

erlautert, besteht Verbesserungsbedarf in der intraoperativen mikroskopischen Diagnostik von
Hirntumorpatienten.

Die Fdhigkeit (IV.B. - Unterbereich Eigenschaften) der Individuen zur Durchfiihrung der
Implementation sind durch die jeweiligen beruflichen Rollen gewihrleistet, die fiir beteiligte Arzte
aus der Neurochirurgie und Neuropathologie ein abgeschlossenes Medizinstudium und eine
Facharztausbildung oder eine laufende Facharztweiterbildung voraussetzt. Voraussetzung fiir den
Doktoranden war ein Medizinstudium im klinischen Abschnitt.

Es bestand die Maglichkeit (IV.C. - Unterbereich Eigenschaften), die klinische Pilotstudie parallel
zum Arbeitsalltag in der Neurochirurgie durchzufiihren, da die ex vivo CLE in den Operationsablauf
integrierbar war. Seitens der Neuropathologie wurde ein Doktorand fiir das Mikroskopieren im OP
eingeplant, da die intraoperative Routinediagnostik (Einbetten, Einfrieren und Befunden des
intraoperativen Gefrierschnitts) in der Pathologie durch die oberidrztliche Leitung und den
Assistenzarzt erfolgte.

Es gab viele Mitglieder des Implementationsteams (IV.F. — Unterbereich Rollen): Beteiligt waren
arztliches und nicht drztliches Personal aus der Klinik fiir Neurochirurgie, der Klinik fiir
Anisthesiologie und der Abteilung fiir Neuropathologie.

5.3.5. Bereich Implementationsprozess

Die Planung (V.D.) von Verantwortungsbereichen fiir die klinische Pilotstudie war vorgegeben, da
es sich um eine ex vivo Anwendung handelte, und die konfokale Mikroskopie und Diagnostik von
der Neuropathologie durchgefiihrt wurde. Somit gab es keinen Unterschied zur Rollenverteilung in
der herkdmmlichen histologischen Diagnostik. Die Neurochirurgie fiihrte die Tumorresektion durch
und die Neuropathologie befasste sich mit Durchfiihrung und Befundung der CLE.

Die Durchfiihrung (V.G.) der Implementation konnte schrittweise erfolgen: So bestand vor der
klinischen Pilotstudie die Moglichkeit zur Durchfiihrung einer prioperativen Testphase im
neuropathologischen Labor, wobei der Umgang und das Mikroskopieren mit dieser neuartigen
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Technologie erlernt wurden und die charakteristische Histomorphologie von verschiedenen
Entitédten untersucht wurden. Dies erleichterte die klinische Pilotstudie, da bei verschiedenen
Tumoren bereits die spezifische CLE-Morphologie von mit Natriumfluorescein gefdrbten Tumoren
bekannt war.

Reflektieren und Evaluieren beziiglich der Innovation (V.H.2.) wurde wie oben erwahnt nach
Durchfiihrung der CLE innerhalb der Abteilung fiir Neuropathologie durchgefiihrt. Interdisziplindr
gab es personliche und telefonische Riicksprachen zwischen Neuropathologie und Neurochirurgie
sowie regelméfige gemeinsame Treffen mit Vertretern der Neurochirurgie, Neuropathologie und
der Produktmanager der Carl Zeiss Meditec AG der ZEISS Gruppe zur Vorstellung und Diskussion
von Zwischenergebnissen sowie zur Erdrterung von weiteren Schritten.

6. Diskussion

Hirntumore sind schwierig zu operieren, weil sich durch das angrenzende normale Hirngewebe eine
Operation weit im Gesunden verbietet. Daher kommt in der Neurochirurgie der
Resektionsgrenzenbestimmung eine groe Bedeutung zu, die allerdings, wie einleitend gezeigt
wurde, technisch nicht einfach durchzufiihren ist. Hinzu kommt, dass die Beurteilung der
Tumorgrenze von Glioblastomen, ZNS WHO Grad 4, durch das diffus infiltrierende
Wachstumsmuster herausfordernd ist. Die CLE konnte eine Resektionsrandkontrolle in Echtzeit im
neurochirurgischen OP ermoglichen, weshalb die Eignung dieser Technologie fiir die
Hirntumordiagnostik in dieser Arbeit untersucht wurde. Es gab keine Arbeiten mit einer
systematischen Gegentiberstellung der konfokalen Diagnostik im Vergleich mit der konventionellen
Lichtmikroskopie von Hirntumoren (Fotteler et al., 2019; Fotteler et al., 2021). Daher wurde in
einer priklinischen Testphase eine Datenbank mit insgesamt 16344 konfokalen Bildern (50,62 GB)
erstellt. Im Labor wurden tumorfreie und tumorbefallene Proben untersucht, um fiir zukiinftige in
vivo Resektionsrandkontrollen die Unterscheidung zwischen infiltrierten und atypiefreien Arealen
vorzubereiten. Daneben wurden Féarbeprotokolle zur Anwendung der Farbstoffe
Natriumfluorescein, Acriflavin und des Anti-EGFR-Antikorpers Alexa Fluor® 488 conjugate
etabliert. AnschlieBend wurde in einer klinischen Pilotstudie die CLE in der Neurochirurgie
implementiert, wobei eine Datenbank mit insgesamt 4439 konfokalen Bildern (12,99 GB) generiert
wurde. Auf diese Datenbanken kann fiir die Diagnostik im Rahmen von zukiinftigen Studien zur in
vivo CLE von Hirntumoren zuriickgegriffen werden.
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6.1. Eignung der unterschiedlichen Farbemethoden fur die CLE

6.1.1. Topische Farbungen mit Natriumfluorescein und Untersuchung von Gefrierschnitten

Von den im Labor angewendeten Substanzen ist lediglich Natriumfluorescein fiir die
intravendse Anwendung am Patienten zugelassen und daher von Bedeutung fiir intraoperative ex
vivo und zukiinftige in vivo Anwendungen. Als Vorbereitung fiir die klinische Pilotstudie, bei der
Natriumfluorescein intravends verabreicht wurde, wurden im Labor 26 topisch mit
Natriumfluorescein gefarbte Proben mit der CLE untersucht. Hierbei wurde tumorfreies
Hirnparenchym aus unterschiedlichen Hirnregionen (frontal und zerebelldr) mit tumorinfiltrierten
Proben verglichen. Es wurden hohe Ubereinstimmungen mit der konventionellen Lichtmikroskopie
gefunden, insbesondere bei Meningeomen, Metastasen und Glioblastomen. Die gewonnenen
Erkenntnisse der konfokalen Morphologie der unterschiedlichen Tumore bildeten die Grundlage fiir
die folgende klinische Pilotstudie. Auch die konfokale Bildgebung von Gefrierschnitten korrelierte
gut mit der konventionellen Fluoreszenzlichtmikroskopie. Mit der CLE waren deutliche
Unterschiede zwischen tumorbefallenen und tumorfreien Proben vergleichbarer anatomischer
Regionen sichtbar, sodass die Natriumfluorescein-gestiitzte CLE sowohl fiir die Entitatsdiagnostik
im Labor geeignet ist, als auch Potentiale fiir eine Resektionsrandkontrolle birgt, was sich in der
klinischen Pilotstudie bestitigte.

6.1.2. Topische Farbungen mit Acriflavin

Acriflavin wurde in den Laborversuchen verwendet, um das Potential des Digital Biopsy Tool
CONVIVO® zu evaluieren. Die Histologie von mit Acriflavin gefdrbten Proben korrellierte sehr
gut mit der konventionellen Lichtmikroskopie und die Orientierung im Gewebe war durch die
Anféarbung der Zellkerne vereinfacht. Teils iiberwiegte sogar die Bildqualitidt von mit Acriflavin
gefirbten Préparaten die konfokalen Bilder der Proben, die mit Natriumfluorescein gefarbt wurden.
So sind bei einem mit Acriflavin gefarbten Pineozytom, ZNS WHO Grad 1, die Zellkerne eindeutig
abgrenzbar, wohingegen mit Natriumfluorescein die einzelnen Zellen weniger gut beurteilbar sind
(vgl. Abb. 24). Jedoch konnte Acriflavin nicht in der klinischen Pilotstudie weiterverfolgt werden,
da diese Substanz fiir die Anwendung am Patienten nicht zugelassen ist und bei einer limitierten
Datenlage zum aktuellen Zeitpunkt keine eindeutige Aussage zur Sicherheit getroffen werden kann
(s. Kapitel 2.3.). Daher wurde Acriflavin in dieser Arbeit lediglich fiir topische Féarbungen im Labor
verwendet.

Die Formalinfixierung beeinflusste nicht die Bildqualitdt, sodass fiir mogliche weitere
postoperative CLE-Untersuchungen nicht nur Frischgewebe, sondern auch fixiertes Gewebe
herangezogen werden kann. Es fiel durch Zufall bei Negativkontrollen eine Autofluoreszenz von
ungefiarbtem Gewebe auf, jedoch in so geringem Ausmal, dass sie die Interpretation der Bilder
nicht beeinflusste und vernachlissigt werden kann.
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6.1.3. Immunhistochemische Farbungen mit dem Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488
conjugate

Um weitere Moglichkeiten der CLE im Labor zu priifen, wurden immunhistochemische
Untersuchungen mit dem fluoreszierenden gekoppelten monoklonalen IgG Anti-EGFR-Antikorper
(neutralizing), clone LA1, Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse) durchgefiihrt. Hierbei waren
Gefédlproliferate eines EGFR iiberexprimierenden Glioblastoms deutlich sichtbar. Intraoperative
topische Applikationen in der Tumorresektionshdhle wiren mit groler Wahrscheinlichkeit aufgrund
der intraoperativ nicht einzuhaltenden Inkubationszeit des Antikdrpers nicht moglich. Zudem wére
diese Farbstoffadministration auf EGFR exprimierende Tumore limitiert.

Bei der Farbung der Glioblastomzelllinie LN18 mit dem fluoreszierenden Anti-EGFR-Antikorper
war in der CLE kein Signal sichtbar, was daran liegen konnte, dass die CLE nicht fiir das
Mikroskopieren in der Zellkultur konstruiert wurde und hier nicht erfolgreich ist. Somit sollte diese
Technologie in Zukunft auf das Mikroskopieren von Tumorproben beschrinkt werden.

6.2. CLE im Rahmen der Klinischen Pilotstudie fur intraoperative
Diagnostik

Die CLE war in den Ablauf von neurochirurgischen Operationen gut integrierbar. Grundsétzlich
erwies sich die CLE fiir die Entitétsdiagnostik und die Resektionsrandbestimmung von
Hirntumoren als geeignet. Somit wurde das Ziel der klinischen Pilotstudie erreicht. Mit der ex vivo
CLE wurde ein deutlicher Unterschied zwischen Tumorzentrum und Infiltrationszone bei einem
Glioblastom gefunden. Somit konnte die CLE bei zukiinftigen in vivo Studien fiir die
Resektionsrandkontrolle angewendet werden. Die CLE birgt Potentiale fiir Entitatsdiagnostik im
OP und andererseits fiir eine mikroskopische Resektionsrandkontrolle ohne die Entnahme von
gesundem Gewebe (Breuskin et al., 2017). Dies konnte fiir eine schonende, gleichzeitig moglichst
vollstdndige Tumorentfernung von Vorteil sein. Wiinschenswert wiren prospektive randomisierte
kontrollierte Studien mit groBen Fallzahlen zur Untersuchung der Verldngerung des
Gesamtiiberlebens von Hirntumorpatienten bei intraoperativer Anwendung der CLE zur
Resektionsrandkontrolle, verglichen mit dem intraoperativen Gefrierschnitt.

Wie einleitend beschrieben, besteht ein weiterer Vorteil der CLE im mdglichen Ersatz des
intraoperativen Gefrierschnitts. Hierdurch konnte die Neuropathologie entlastet werden, da die
Verarbeitung der Probe in der Pathologie durch Telepathologie ersetzt werden kann (Fotteler et al.,
2021). So konnten Probentransport, Einfrieren, Schneiden und Férben von Proben iibersprungen
werden und die Diagnose bereits im OP getroffen werden (Fotteler et al., 2021).
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6.3. Analyse der Implementation der CLE in die Klinik anhand des CFIR

Es wurde eine Implementationanalyse der Einfithrung der CLE in die Klinik anhand der
Veroftentlichung The updated Consolidated Framework for Implementation Research based on
user feedback durchgefiihrt, wobei diejenigen Bereiche adressiert wurden, die fiir die vorliegende
Innovation am relevantesten waren (Damschroder et al., 2022).

6.3.1. Bereich Innovation

Innovationsquelle (I.A.)

Das Digital Biopsy Tool Convivo® wurde durch die ZEISS Gruppe entwickelt, die laut eigenen
Angaben einen Jahresumsatz von 8,8 Milliarden Euro erzielte und jahrzehntelange Erfahrung in der
Entwicklung von optoelektronischen Produkten aufweist (Stand: 30.9.2022; Quelle:
https://www.zeiss.de/corporate/ueber-zeiss/gegenwart/ueber-zeiss.html, aufgerufen am 01.04.2023).
Dieses Gerdt wurde auf der Grundlage eines konfokalen Laserendomikroskops aus der
Gastroenterologie speziell fiir Hirntumoren entwickelt (Restelli et al., 2022).

Evidenz der Innovation (1.B.)

Publikationen zur in vivo CLE am Tiermodell von Hirntumoren zeigten vielversprechende Resultate
(Belykh et al., 2018; Martirosyan et al., 2011; Peyre et al., 2013). Auch Veroffentlichungen zur
CLE bei Hirntumorpatienten kamen zu tiberwiegend guter Korrelation mit der konventionellen
Histologie (Acerbi et al., 2020; Charalampaki and Schlegel, 2019). Die in vivo CLE von
Hirntumorpatienten mit dem konfokalen System Cellvizio® erméglichte die Unterscheidung
zwischen tumorfreien und tumorbefallenen Arealen (Pavlov et al., 2016). Wie in einem Review
zusammengefasst, wurden bereits 3 Studien zur in vivo Anwendung bei Hirntumoren mit dem
Digital Biopsy Tool Convivo® publiziert (Restelli et al., 2022): Eine Studie kam zu einer hohen
Ubereinstimmung zwischen konfokalen Bildern mit dem intraoperativen Gefrierschnitt und
endgiiltiger Histomorphologie am FFPE-Schnitt (Abramov et al., 2023). Daneben konnte mit dem
Digital Biopsy Tool Convivo® die Mikrovaskularisation bei Gliompatienten dargestellt werden
(Belykh et al., 2021). Auch Hohne et al. konnten bei Hirntumorpatienten mit dem Digital Biopsy
Tool Convivo® Mikrostrukturen identifizieren (Hohne et al., 2021).
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Relativer Vorteil der Innovation (1.C.)

Die CLE weist verschiedene Vorteile in der intraoperativen Diagnostik von Hirntumoren auf: Der
aktuelle Goldstandard fiir mikroskopische intraoperative Hirntumordiagnostik ist der intraoperative
Gefrierschnitt, der jedoch aufgrund der Verarbeitung im Labor nicht in Echtzeit stattfinden kann
und immer diagnostische Verzogerungen nach sich zieht. So kann sich die intraoperative
Gefrierschnittdiagnose beispielsweise verzogern, wenn zeitgleich aus mehreren Operationssdalen
verschiedene Proben in die Pathologie zur intraoperativen Beurteilung eingesandt werden, und es
im Labor zu Wartezeiten kommt. Daneben konnen Gefrierschnittartefakte die Beurteilung
erschweren und ggf. sogar verfialschen. Zudem kdnnen unvorhergesehene Komplikationen im
Gefrierschnittlabor in der Verarbeitung auftreten und zu weiteren Verspétungen fithren: So kann,
falls der Block nicht tief genug angeschnitten wurde oder der Gefrierschnitt aufgrund von
Artefakten eine unzureichende Qualitdt hat, die Anfertigung einer Schnittstufe ndtig sein, was
zusitzlich Zeit kostet.

Ein Gefrierschnittersatz durch die CLE wiirde eine Reduktion der Aufgabenlast in der
Neuropathologie bedeuten, jedoch wiirden zu einem geringeren Anteil zusitzliche Aufgaben fiir das
Personal in der Neurochirurgie anfallen (Fotteler et al., 2021). Ein erheblicher Vorteil der CLE ist
die zeitliche Flexibilitit: Die intraoperative CLE ist nicht an die Offnungszeiten des
Gefrierschnittlabors gebunden, was eine Diagnostik auch spit nachmittags, abends, nachts, am
Wochenende oder Feiertagen ermdglichen wiirde. Zwar werden Hirntumorresektionen in der Regel
elektiv geplant, jedoch konnen an Werktagen Gefrierschnitte am spiten Nachmittag oder friihen
Abend je nach Labor nicht immer gewiéhrleistet werden. Hier wire bei einer telepathologischen
CLE die elektronische Evaluation flexibler. Eine Neuropathologie vor Ort wire nicht zwingend
notig, sondern die konfokalen Bilder konnten an andere Standorte versandt werden und elektronisch
validiert werden.

Die CLE birgt Potentiale fiir die Entitdtsdiagnostik im OP und andererseits fiir eine mikroskopische
Resektionsrandkontrolle ohne die Entnahme von gesundem Gewebe (Breuskin et al., 2017). Dies
konnte fiir eine schonende, gleichzeitig mdglichst vollstaindige Tumorentfernung von Vorteil sein.
Wiinschenswert wiren prospektive randomisierte kontrollierte Studien mit groen Fallzahlen zur
Untersuchung der Verldngerung des Gesamtiiberlebens von Hirntumorpatienten bei intraoperativer
Anwendung der CLE zur Resektionsrandkontrolle, verglichen mit dem intraoperativen
Gefrierschnitt.

Wie einleitend beschrieben, konnte die in vivo CLE mdoglicherweise langfristig den intraoperativen
Gefrierschnitt ersetzen. Hierdurch konnte die Neuropathologie entlastet werden, da die
Verarbeitung der Probe in der Pathologie durch Telepathologie ersetzt werden kann (Fotteler et al.,
2021). Mit der CLE konnte die Diagnose im OP getroffen werden und damit einige Schritte des
Gefrierschnittverfahrens, darunter Versand und Annahme der Probe mit Dokumentation,
makroskopische Beschreibung der Probe, Einfrieren, Schneiden, Férben, Diagnostik und
telefonische Riickmeldung, insbesondere durch die digitalisierte CLE, vereinfacht werden, was die
Komplexitit des Arbeitsablaufs in der Neuropathologie verringern wiirde (Fotteler et al., 2021).
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Testbarkeit der Innovation (I.E.)

Wie bereits beschrieben, stand aufgrund der begrenzten Evidenz zur CLE keine systematische
Gegendtiberstellung von H.E.-gefdrbten FFPE-Schnitten aus der Routinediagnostik mit konfokalen
Bildern aller oder zumindest hiufiger in der WHO-Klassifikation aufgelisteter Hirntumore zur
Verfiigung. So war die charakteristische Histomorphologie vieler Hirntumore mit der CLE Studie
nicht hinreichend bekannt. Durch die Testbarkeit des Digital Biopsy Tool Convivo® im
neuropathologischen Labor konnte der Umgang mit der CLE eingeiibt werden und die konfokale
Morphologie verschiedener Tumorentitdten erlernt und mit der konventionellen HE-Bildgebung
verglichen werden. Zudem konnten Potentiale der Technologie evaluiert werden und weitere
Farbstoffe getestet werden.

Komplexitat der Innovation (l.F.)

Die Auswertung der CLE war komplex, wurde jedoch durch die vorangehende Laborphase
mafgeblich erleichtert. Viele der Tumoren aus der klinischen Pilotstudie waren bereits in der
praklinischen Testphase untersucht worden (Transitionelles Meningeom, Meningotheliomatdses
Meningeom, Schwannom, Pilozytisches Astrozytom, Astrozytom, Oligodendrogliom, Glioblastom
sowie verschiedene Metastasen), wodurch auf die vorhandene Datenbank zuriickgegriffen werden
konnte. Zwar bestanden Unterschiede in der Farbstoffadministration zwischen der préklinischen
Laborphase und der klinischen Anwendung (topisch vs. intravends), sodass sich die Bildgebung
nicht unter exakt denselben Bedingungen testen lieB, jedoch gab es hohe Ubereinstimmungen der
konfokalen Bilder. So war beispielsweise bekannt, dass auch in konfokalen Bildern bei der
Untersuchung von Transitionalen Meningeomen Psammomkorper und Wirbelbildung sichtbar sind.
Desweiteren war bei Metastasen mit solidem Wachstumsmuster in der CLE der Tumorverband
dhnlich gut sichtbar wie in der konventionellen Histologie. Bei hochgradigen Gliomen waren in der
CLE GefdBproliferate zu sehen. Bei Schwannomen war mit der CLE das charakteristische
stromartige Wachstumsmuster unter Ausbildung von AntoniA- und AntoniB-Areal in der CLE
wiedererkennbar. Beim pilozytischen Astrozytom waren piloide Zellfortsdtze erkennbar. Somit war
durch die vorausgegangene Laborphase die konfokale Morphologie von vielen Hirntumoren
bekannt, was die Diagnostik im OP erleichterte.

Fiir eine systematische Auswertung wére die Unterstiitzung durch KI (Kiinstliche Intelligenz)
moglicherweise von Vorteil. KI weist Potentiale fiir viele medizinische Gebiete auf, wie
Medikation, Kardiologie, Pathologie, Radiologie oder Neuroradiologie (Acs et al., 2020; Duong et
al., 2020; Hosny et al., 2018; Romm and Tsigelny, 2020; Watson et al., 2021). Es gibt auch
Programme zur Software-gestiitzten Diagnostik der CLE (Charalampaki and Kakaletri, 2021). Im
diagnostischen Bereich kann Software mithilfe von sog. deep learning Modellen automatisierte,
benutzerunabhéngige Diagnosen vorschlagen — so half ein Computerprogramm bei der CLE-
gestiitzten Diagnostik der Tumorentitidten Glioblastom, Meningeom und Metastase und erzielte
hierbei nach Vorauswahl der Bilder eine Genauigkeit von 98.6% (Ziebart et al., 2021). Weitere
interessante Bereiche wiéren die durch Software gestiitzte Differenzierung zwischen
tumorbefallenem und tumorfreiem Gewebe am Resektionsrand und die Eliminierung von
Erythrozyten, die womdglich die Bildqualitit beeintrachtigen konnten.
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6.3.2. Bereich externes Umfeld

Entscheidende Ereignisse (Il.A.)

Strikte Rahmenbedingungen und unverhéltnisméBig hohe Sicherheitsauflagen beeintrachtigen
erwiesenermallen Implementationen von medizinischen Interventionen (Watson et al., 2018). Die
vorliegende klinische Pilotstudie war durch hohe Sicherheitsauflagen eingeschrankt. Obwohl alle
technischen Voraussetzungen fiir eine in vivo Anwendung der CLE vorhanden waren, war die
klinische Pilotstudie aufgrund der fehlenden Zulassung der Mikroskopierhiille Zeiss Sterile Sheath
auf die ex vivo Anwendung limitiert. Dadurch wurde die Implementation der in vivo CLE
hinausgezdgert, da sie nicht direkt im Anschluss an die Klinische Pilotstudie stattfinden konnte.
Somit beschrinkte sich die vorliegenden Studie auf ex vivo Untersuchungen. Dies verzogerte die
langfristige Implementaton des Digital Biopsy Tool CONVIVO®, dessen eigentlicher Zweck die in
vivo CLE ist.

Rechtliche Rahmenbedingungen (lI.E.)

Natriumfluorescein

Neben der fehlenden Zulassung des Zeiss Sterile Sheath war auch Natriumfluorescein fiir die
Anwendung im Rahmen der CLE nicht zugelassen. Natriumfluorescein wurde fiir die Studie als
Off-Label-Use, d. h. ohne spezifische Zulassung fiir die Anwendung im Rahmen der CLE
angewendet. Jedoch gibt es eine Zulassung fiir die Fundusangiographie von Erwachsenen mittels
Natriumfluorescein in der Ophthalmologie, wofiir es routineméBig eingesetzt wird. Eine
multizentrische Studie zur Sicherheit von intravends verabreichtem Natriumfluorescein fiir die CLE
in der Gastroenterologie mit 2272 Féllen berichtete von keinen schweren Nebenwirkungen, jedoch
z. B. von gastrointestinaler Symptomatik bei 1,4% der Patienten, Hypotonie oder Ausschlag
(Wallace et al., 2010). Es wurde jedoch am 29.10.2009 von der Firma ALCON® ein Rote-Hand-
Brief mit Warnhinweisen zu einer Vielzahl von Nebenwirkungen nach intravendser Gabe von
Natriumfluorescein insbesondere bei dlteren Patienten mit kardiovaskuldrem Risikoprofil publiziert,
darunter auch ,,Ubelkeit*, , Erbrechen* und »anaphylaktischer Schock®, selten mit tédlichem
Ausgang. Anzeichen fiir ein Auftreten dieser Nebenwirkungen wurden wihrend der klinischen
Pilotstudie durch die zustindigen Anédsthesisten konstant kontrolliert.

Acriflavin

Acriflavin ist kein zugelassenes Arzneimittel, weshalb es lediglich in der préklinischen Laborphase
und nicht in der klinischen Pilotstudie zum Einsatz kam. Zwar wurde es experimentell bereits im
Rahmen von Bronchoskopien topisch in vivo appliziert (Fuchs et al., 2013). Jedoch ist Acriflavin
laut der Produktbeschreibung des Herstellers Fisher Scientific eine interkalierende Substanz, deren
Karzinogenitit fiir den Menschen unzureichend untersucht ist. In einer Verdffentlichung iiber die
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Karzinogenitdt von Chemikalien der IARC (International Agency for Research on Cancer) wurde
lediglich eine Studie mit Acriflavin am Tiermodell, jedoch keine Studien am Menschen erwéhnt,
sodass keine Aussage zur Toxizitdt fiir Menschen getroffen wurde (1977). Ein Kommentar zu den
IARC Monographien findet keine Daten zur Karzinogenitét bei Menschen (Marselos and Vainio,
1991). Es finden sich sogar Hinweise auf gesundheitsfordernde Eigenschaften: Aufgrund von
antikanzerogenen Eigenschaften in vitro, insbesondere bei kolorektalen Tumorzellen, konnte
Acriflavin fiir diagnostische und therapeutische Zwecke vielversprechend sein (Fuchs et al., 2013;
Hassan et al., 2011). Auch wenn es diese Beobachtungen gab, war die Sicherheit einer Anwendung
von Acriflavin an Tumorpatienten zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht geklért. Daher kam eine
intravendse Verabreichung nicht in Frage, sodass es in dieser Arbeit ausschlielich im Labor
verwendet wurde. Auch eine topische Farbung von Tumorproben mit Acriflavin im OP im Rahmen
der klinischen Pilotstudie wire nicht moglich gewesen, da Hersteller der Substanz erh6hte
Sicherheitsvorkehrungen fordern, die in einem OP schwer durchfiihrbar wéren. Im
Sicherheitsdatenblatt der Firma ThermoFisher (iiberarbeitet am 16.12.2020) sind fiir
Acriflavinhydrochlorid mehrere Gefahrenhinweise aufgelistet, sowie personenbezogene
VorsichtsmaBBnahmen, darunter ,,vorgeschriebene personliche Schutzausriistungen *“ und
,,ausreichende Beliiftung “ und die UmweltschutzmaBnahme ,,nicht in die Kanalisation oder
Gewidsser einleiten

Finanzierung (lI.F.)

Fiir die Dauer der praklinischen Laborphase und der klinischne Pilotstudie stand das Digital Biopsy
Tool CONVIVO® als Leihgabe der Carl Zeiss Meditec AG der ZEISS Gruppe zur Verfiigung. Bei
einem Kauf des Geréts miissten u.a. Anschaffungs- und Wartungskosten des Digital Biopsy Tool
CONVIVO®, Kosten fiir die ZEISS Sterile Sheaths, fiir Natriumfluorescein, Personalkosten fiir die
Durchfiihrung der Studie sowie fiir die Vorarbeit im Labor anfallende Kosten miteinbezogen
werden (Fotteler et al., 2021). Im Fall der Etablierung von in vivo Anwendungen sollten
langerfristige Ersparnisse durch mogliche Operationsbeschleunigung miteinberechnet werden, da
jede Minute Operationszeit Kosten verursacht (Childers and Maggard-Gibbons, 2018).

Einflihrungen von Innovationen sind ressourcenintensiv, sodass auch die Rentabilitét einer neuen
Technologie untersucht werden sollte. Eine solche Analyse wird beispielsweise von
Wirtschaftspriifergesellschaften angeboten. Eine hdufig angewandte Methode ist die Erfassung von
Kosten fiir ein sog. "quality-adjusted life-year" (QALY), eine Quantifizierung der
Kosteneffektivitit pro Gesundheitsverbesserung (Weinstein et al., 2009). Diese Methode wurde
kritisiert, da manche Dimensionen einer Innovation verloren gehen. Daher wurde fiir ein solches
Review vorgeschlagen, zunichst "efficacy", die Wirksamkeit, zu evaluieren und dann den Vorteil
fiir Patienten (Angelis et al., 2018). In einem zweiten Schritt folgt die finanzielle Analyse, was
Kosten, Wert der Methode, Alternativen und Ausgaben fiir Marketing beinhaltet (Carniol et al.,
2018). Da die CLE auf dem Gebiet der Neurochirurgie noch experimentell ist, wurde eine solche
Untersuchung in diesem Fall nicht durchgefiihrt; sie konnte jedoch insbesondere nach Etablierung
der in vivo CLE einen Mehrwert fiir die Planung von zukiinftigen Studien liefern.
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6.3.3. Bereich internes Umfeld

Digitale Infrastruktur (Ill.A.2.)

Ein direkter Vergleich der konfokalen Bilder mit dem intraoperativen Gefrierschnitt mittels
Telepathologie wire ein groer Vorteil fiir zukiinftige ex vivo und in vivo Anwendungen. So konnte
fiir eine optimale Korrelation von beiden Standorten aus (Neuropathologie und OP) auf konfokale
Bilder und den Gefrierschnitt zugegriffen werden kann. Screensharing des Digital Biopsy Tool
CONVIVO® mit der Neuropathologie wurde bereits durchgefiihrt (z. B. mit dem System DICOM
Modality Worklist), war aber flir den Prototyp in der vorliegenden klinischen Pilotstudie nicht
verfiigbar (Fotteler et al., 2021). Auch die Histologie des intraoperativen Gefrierschnitts sollte in
den OP geschickt werden - somit konnte der Gefrierschnitt fiir die Person, die die CLE durchfiihrt,
sichtbar werden. Dies wiirde ein Einscannen des Gefrierschnitts voraussetzen, was sonst nicht
routineméfig durchgefiihrt wird.

Kommunikation (lII.C)

Aufgrund er fehlenden digitalen Infrastruktur war die Kommunikation innerhalb der Abteilung fiir
Neuropathologie beziiglich der Korrelation der konfokalen Bilder mit dem intraoperativen
Gefrierschnitt eingeschrankt: Wihrend des Mikroskopierens gab es nur die Moglichkeit einer
telefonischen Riicksprache aufgrund des gleichzeitig durchzufiihrenden Schnellschnitts. Die
Kommunikation kdnnte durch das angesprochene Screensharing und Etablierung eines
Nachrichtensystems sicherlich verbessert werden.

Veranderungsbedarf (lll.E.)

Das Gefrierschnittverfahren ist fiir die intraoperative histologische Diagnostik von Hirntumoren
weltweit etabliert und funktioniert, wobei zu den bereits angesprochenen Nachteilen eine
intraoperative Verzogerung und Gefrierschnittartefakte zdhlen. Somit wire eine Innovation wie die
CLE, die eine Histologie in Echtzeit bietet, ohne diese beiden Nachteile mit sich zu bringen, ein
Gewinn.

Es besteht zudem Verbesserungsbedarf bei der intraoperativen Resektionsrandkontrolle von
Hirntumoren. Beispielsweise wurde beim Rezidiv des Glioblastoms, ZNS WHO Grad 4, gezeigt,
dass eine komplette Resektion der kontrastmittelaufnehmenden Tumorregion mit einer verbesserten
Prognose einhergeht (Suchorska et al., 2016). Hier konnte die CLE an der Schnittstelle zwischen
Diagnostik und Therapie eine Verbesserung bewirken, indem sie eine moglichst vollstdndige
Tumorresektion auf mikroskopischer Ebene erlaubt. Andere Tumorentititen wiirden womaoglich
ebenfalls von einer moglichst vollstdndigen Tumorresektion profitieren, weswegen keine
neurochirurgischen Entitdten aus der Studie ausgeschlossen wurden.
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Kompatibilitat (III.F.)

Die Bedeutung der Kompatibilitit einer neuen Arbeitsweise mit vorhandenen Strukturen wurde
belegt (Rieckmann et al., 2016). Die ex vivo CLE fand parallel zu Operationen statt. Unterschiede
im Rahmen des operativen Eingriffs bestanden in der intravendsen Verabreichung von
Natriumfluoerscein durch den zustindigen Anédsthesisten bei Erdffnung der Dura Mater. Daneben
wurden diejenigen Exzidate, die nicht fiir die intraoperative Gefrierschnittdiagnostik verwendet
wurden, dem CLE-Team iibergeben. Diese beiden Schritte beeinflussten jedoch kaum die
etablierten Arbeitsstrukturen der Operationen, sodass die CLE gut in neurochirurgische Eingriffe
integrierbar war. Die Etablierung der in vivo CLE wiirde den Operationsablauf mehr beeinflussen,
da die CLE nach sterilem Abdecken des Mikroskops am Operationssitus parallel zur
Tumorresektion durch den Neurochirurgen durchgefiihrt wiirde. Seitens der Neurochirurgie miisste
die CLE-Sonde auf den Tumor bzw. auf die Resektionshohle gehalten werden. Dies wiirde die
Operationsroutine dndern und kénnte zunichst zu Zeitverzogerungen fiihren, aber langfristig
konnten nach Etablierung die angesprochenen Vorteile der CLE dies aufwiegen.

Material und Ausrustung (I11.J.3.)

Der Anteil der Tumorproben, der nicht fiir die Gefrierschnitt- oder FFPE-Diagnostik verwendet
wurde, wurde fiir die CLE verwendet. In der Studie stand bei jedem Patienten geniligend Material
fiir alle drei diagnostische Verfahren zur Verfiigung. Bis zur endgiiltigen Etablierung der CLE in
die Neurochirurgie sollte aus Griinden der diagnostischen Sicherheit nur dann die ex vivo CLE
durchgefiihrt werden, wenn eine Diagnostik trotzdem gewihrleistet werden kann.

6.3.4. Bereich Individuen

Unterbereich Rollen

Durch die kleine GréBe des Implementationsteams gab es mehrere Uberschneidungen im Bereich
Individuen — Unterbereich Rollen: So fielen die Fiihrungskrdfte hochster Ebene auch unter die
Kategorie Ermoglicher der Implementation. Im Fall eines grof3eren Implementationsteams kdnnte
es weniger Uberscheidungen von Rollen geben.

Der Bereich Individuen — Unterbereich Rollen ist im CFIR nach der Ranghdhe von Mitbeteiligten
aufgebaut, jedoch kdnnte dieser Bereich alternativ nach Ausma@ der Beteiligung an der
Implementation beurteilt werden, da diese fiir die Umsetzung der Implementation relevanter sein
kann (Damschroder et al., 2022).
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Mitglieder des Implementationsteams (IV. F.)

An der klinischen Pilotstudie waren verschiedene Abteilungen involviert. Es handelte sich um eine
Kollaboration der Neurochirurgischen Klinik am Klinikum rechts der Isar mit der Abteilung fiir
Neuropathologie des Instituts fiir Pathologie der Technischen Universitidt Miinchen. Mitbeteiligt
waren auch fiir die jeweiligen Operationen eingeteilte Mitarbeiter der Klinik fiir Anaesthesiologie.
Der Einschluss mehrerer Gruppen kann die Komplexitdt eines Implementationsprozesses erhdhen.
Je mehr Kliniken oder Abteilungen involviert sind, desto wichtiger wird vorausgehende Arbeit
(Kochevar and Yano, 2006). Zwar konnte diese Innovation vorher getestet werden, was die
Anwendung in der Klinik erleichterte, da das ex vivo Mikroskopieren mit der CLE bereits routiniert
war. Das Korrelieren der konfokalen Histologie mit der konventionellen Histologie hatte bereits im
Labor nach topischen Fiarbungen stattgefunden. Jedoch lieferte die CLE eine neuartige Bildgebung
an der Schnittstelle zwischen Neuropathologie und Neurochirurgie. Medizinisches Personal aus
verschiedenen Fachgebieten musste eine noch nicht etablierte Technologie parallel zum
Arbeitsalltag im OP testen.

Wenn Mitarbeiter Vorteile einer Innovation erkennen, kann dies die Bereitschaft, eine
Implementation durchzufiihren, erhhen (Gustafson et al., 2003). Hierzu lagen fiir die vorliegende
klinische Pilotstudie keine Daten vor. Dieser Punkt wére fiir zukiinftige Studien interessant zu
untersuchen.

6.3.5. Bereich Implementationsprozess

Planung (V.D.)

Wichtig fiir die Implementation des Digital Biopsy Tool CONVIVO® war die Rollenzuteilung fiir
die Durchfiihrung der CLE: Wihrend sie in der klinischen ex vivo Pilotstudie der Neuropathologie
zufiel, wiirde sich bei in vivo Anwendungen die Rollenverteilung dndern: So miisste das konfokale
Mikroskopieren am Operationssitus dann durch die Neurochirurgie iibernommen werden. Die
Befundung konnte weiterhin durch die Neuropathologie vor Ort im OP oder telepathologisch
erfolgen.

Reflektieren und Evaluieren — Innovation (V.H.2.)

Die Evaluation der Implementation fand parallel zur klinischen Pilotstudie sowohl innerhalb der
Neuropathologie, als auch interdisziplindr gemeinsam mit der Neurochirurgie, sowie mit externen
Vertretern der Carl Zeiss Meditec AG der ZEISS Gruppe statt. Somit konnten Prozesse wihrend der
Studie sofort optimiert werden: Beispielsweise fiel auf, dass fiir das Erreichen eines ausreichenden
Kontrasts keine langere Einwirkzeit von Natriumfluorescein abgewartet werden musste, sondern
der Tumor auch bereits nach einer Einwirkzeit von 2 Minuten geniigend angefarbt war. Daneben
konnten Fragen gemeinsam adressiert werden: So sollte darauf geachtet werden, ob Erythrozyten zu
Storartefakten fiihren, die die Beurteilung mit der CLE storen, was jedoch nicht der Fall war.

Insgesamt standen in der Implementationsanalyse der CLE in die Neurochirurgie in den fiinf
unterschiedlichen Bereichen verschiedene Themen im Vordergrund. Beziiglich der Innovation (I.)
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war dies die Mdglichkeit der priklinischen Testung und Vorteile der CLE gegeniiber dem
etablierten intraoperativen Gefrierschnittverfahren. Das externe Umfeld (II.) war von rechtlichen
Rahmenbedingungen geprigt, wie der fehlenden Zulassung des ZEISS Sterile Sheath und von
Natriumfluorescein. Im internen Umfeld (II1.) bewédhrte sich die CLE aufgrund ihrer guten
Kompatibilitdt mit Operationsabldufen; allerdings zeigte sich, dass zukiinftige CLE-Studien von
einer gut ausgebauten digitalen Infrastruktur profitieren konnten. Die Beteiligung von Individuen
(IV.) aus verschiedenen Abteilungen erhohte die Komplexitédt der Implementation. Der Prozess der
Implementation (V.) wurde durch kontinuierliche interdisziplindre Evaluationen parallel zur
klinischen Pilotstudie verbessert. (s. Abb. 36)

V. Prozess:
Interdisziplindre
Evaluationen

IV. Individuen:

Neuropathologie und
Neurochirurgie

lll. Internes Umfeld:
Telepathologie als Potential fur die CLE
Kompatibilitat der CLE mit OP-Ablaufen

Il. Externes Umfeld:
Keine Zulassung des Zeiss Sterile Sheath (in vivo CLE)
Natriumfluorescein: i.v. Applikation (Off-Label-Use)

l. Innovation:
Vorteile CLE / intraoperatives Gefrierschnittverfahren
Mdglichkeit der préklinischen Testung

ADbD. 36: Implementationsanalyse der Einfiihrung der CLE in die Neurochirurgie
(eigene Abbildung, basierend auf Kriterien des CFIR) (Damschroder et al., 2022)

Die im CFIR vorgeschlagenen Bereiche waren hilfreich, um eine Implementationsevaluation
durchzufiihren. Im vorliegenden Fall wurde die Implementationsevaluation als letzter Schritt nach
der priklinischen Testphase und der klinischen Studie durchgefiihrt (s. Abb. 37). Das CFIR wurde
héufig fiir die retrospektive Evaluation von Implementationen angewendet, wurde aber auch fiir die
prospektive Planung vor neuen Implementationen herangezogen (Saluja et al., 2017). Die
Implementation der CLE wurde in diesem Fall riickwirkend untersucht. Zukiinftige in vivo Studien
mit der CLE konnten Bereiche der Implementation vorab anhand von im CFIR vorgeschlagenen
Kriterien untersuchen und optimieren. So sollte vorab beziiglich des internen Umfelds (III.)
abgeklért sein, ob die notige digitale Infrastruktur (I11.2.) fiir eine telepathologische Befundung der
konfokalen Bilder vorliegt.
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7. Zusammenfassung

In der onkologischen Neurochirurgie besteht die Schwierigkeit, dass Tumore nicht mit einem
groBBen Abstand zum gesunden Gewebe entfernt werden kdnnen, um neurologische Funktionen zu
schiitzen. Daher ist eine exakte Resektionsrandkontrolle mit dem Ziel einer moglichst vollstindigen
Tumorresektion unter Schonung der umliegenden Strukturen besonders wichtig. Diese wird auf
makroskopischer Ebene durch die teils 5-ALA-gestiitzte Neuronavigation und auch z. T. durch die
intraoperative MRT gewdhrleistet. Auf histologischer Ebene kommt hierfiir der intraoperative
Gefrierschnitt zum Einsatz, der jedoch die Nachteile einer z. T. erheblichen intraoperativen
Verzogerung sowie des Auftretens von Artefakten haben kann. Durch die Einfithrung der
konfokalen Laserendomikroskopie (CLE) in die Neurochirurgie steht eine neue Methode zur
Verfiigung, die eine intraoperative histologische Resektionsrandkontrolle in Echtzeit ermdglicht.
Hierbei handelt es sich um eine Endoskop-gestiitzte Mikroskopie am Operationssitus, die in der
Lage ist, Fluoreszenzsignale zu detektieren. Hierdurch konnte die Tumorentitdt und der
Resektionsrand beurteilt werden, ohne Gewebsentnahme und damit potentiellen Verlust tumorfreien
angrenzenden Hirngewebes. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war die CLE fiir die intraoperative in vivo
Anwendung am Operationssitus noch nicht zugelassen, weshalb verschiedene Farbstoffe fiir die
CLE préklinisch evaluiert wurden. Als Vorbereitung fiir die Einfithrung der Technologie in die
Klinik wurden im Labor 26 Proben topisch mit Natriumfluorescein, 16 Proben topisch mit
Acriflavin und 3 Proben mit dem Anti-EGFR-Antikorper Alexa Fluor® 488 conjugate gefdrbt und
mit der CLE untersucht (s. Tab. 1). 9 Proben wurden als Kontrollen nicht gefarbt. Aulerdem
wurden 6 Gefrierschnitte mit Natriumfluorescein geférbt. Es wurde eine Datenbank mit insgesamt
16344 histologischen Bildern (50,62 GB) erstellt und ausgewertet. Es gab es eine sehr gute
Korrelation von mit Natriumfluorescein sowie mit Acriflavin gefarbten Proben mit der
konventionellen Lichtmikroskopie und es wurden deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen
Tumorentitdten und tumorfreien Proben vergleichbarer anatomischer Lokalisationen gefunden. Bei
der immunhistochemischen Farbung mit dem fluoreszierenden Anti-EGFR-Antikdrper waren die
charakteristischen GefaBproliferate eines EGFR-iliberexprimierenden Glioblastoms deutlich
erkennbar. Im Anschluss wurde eine klinische Pilotstudie durchgefiihrt, bei der die Tumorproben
von 22 Patienten nach Resektion im Operationssaal ex vivo mit der CLE mikroskopiert wurden, von
denen 20 Patienten eine intravendse Verabreichung von Natriumfluorescein erhielten. Im Rahmen
dieser Studie entstand eine Datenbank mit insgesamt 4439 konfokalen Bildern (12,99 GB), die
ausgewertet wurden. Die Histologie der ex vivo entstandenen konfokalen Bilder korrelierte gut mit
der konventionellen Lichtmikroskopie. Es wurde sogar ein deutlicher Unterschied zwischen
Infiltrationszone und Tumorzentrum gefunden. AbschlieBend wurde retrospektiv der Prozess des
Transfers dieser neuen Technologie aus dem neuropathologischen Labor in den neurochirurgischen
OP anhand von Kriterien, die im Consolidated Framework for Implementation Research (CFIR)
vorgeschlagen wurden, beleuchtet (Damschroder et al., 2009; Damschroder et al., 2022). Insgesamt
zeigen die Ergebnisse der klinischen Pilotstudie in Zusammenschau mit den praklinischen
Vorarbeiten im Labor, dass die CLE eine mit der konventionellen Lichtmikroskopie vergleichbare
Technologie ist, die fiir die intraoperative Entititszuordnung und die intraoperative
Resektionsrandkontrolle geeignet ist und in zukiinftigen in vivo Studien weiter untersucht werden
sollte. Aus diesen Erkenntnissen heraus kann man jetzt diese Methode weltweit in allen
neurochirurgischen Labors einsetzen.
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9. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematische Darstellung einer in vivo Untersuchung mit dem Digital Biopsy Tool CONVIVO® der ZEISS
Gruppe, Quelle: https.//www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html, aufgerufen
am 06.06.2022

Abb. 2: Das in dieser Arbeit verwendete Konfokale Laserendomikroskop (Digital Biopsy Tool CONVIVO®, Quelle:
https.://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-biopsietool/convivo.html, aufgerufen am 06.06.2022

Abb. 3: Topisch mit Natriumfluorescein gefdrbte quer gestreifte Muskulatur (topische Fdrbung mit Natriumfluorescein,
CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 4: Topisch mit Acriflavin gefdrbte quergestreifte Skelettmuskulatur mit ldnglichen Zellkernen (topische Fdarbung
mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 5: Metastase eines Ovarialkarzinoms im Cerebellum (topische Fdarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme)

Abb. 6: Tumorfreies Kleinhirn (links: topische Fdarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)
und am HE-gefirbten FFPE-Prdparat (rechts: HE-Fdrbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Abb. 7: Metastase eines Ovarialkarzinoms (links: topische Fdrbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahme) und am HE-gefdrbten FFPE-Prdparat (rechts: HE-Fdrbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene
Aufnahme)

Abb. 8: Intramuskuldre Metastase eines Adenokarzinoms (CUP-Syndrom) (links) und tumorfreier Skelettmuskel (M.
iliopsoas) (rechts) (topische Fdrbungen mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 9: Glioblastom, ZNS WHO Grad 4 (links) und tumorfreier Cortex (Frontallappen) (rechts) (topische Férbungen
mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 10: Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, mit Gefifiproliferaten (links: topische Firbung mit Natriumfluorescein, CLE-
Bildgebung, eigene Aufnahme) und am HE-gefirbten FFPE-Schnitt (rechts: HE-Fdrbung, konventionelle
Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Abb. 11: Glioblastom, ZNS WHO Grad 4, mit Palisadenstellung und Nekrose (links: topische Fédrbung mit
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) sowie am HE-gefdrbten FFPE-Schnitt (rechts: HE-Fdrbung,
konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Abb. 12: Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1, mit teils wirbelartigem Wachstumsmuster (links: topische
Férbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und am HE-gefdrbten FFPE-Schnitt (rechts: HE-
Férbung, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahme)

Abb. 13: Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3, mit Gefdfsproliferaten (blaue Pfeilmarkierung: Blutgefdfs,
exemplarisch) (topische Fdrbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 14: 2 Schwannomproben, ZNS WHO Grad 1, mit in Stromen angeordneten Tumorzellen in sog. AntoniA-Arealen
und aufgelockerten AntoniB-Arealen (topische Fdarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 15: Metastase eines Plattenepithelkarzinoms im Gefrierschnitt (links: topische Farbung mit Natriumfluorescein,
CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme) und in der Fluoreszenzmikroskopie (rechts: Fdarbung mit Natriumfluorescein,

konventionelle Fluoreszenzmikroskopie, eigene Aufnahme)

Abb. 16: Metastase eines Plattenepithelkarzinoms (topische Fdrbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahme)

Abb. 17: Gefrierschnitt eines Atypisches Meningeoms, ZNS WHO Grad 2 (topische Fdarbung mit Natriumfluorescein,
CLE-Bildgebung eines Gefrierschnitts, eigene Aufnahme)
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Abb. 18: Transitionelles Meningeom, ZNS WHO Grad 1 (topische Fdrbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahme)

Abb. 19: Atypisches Meningeom, ZNS WHO Grad 2, mit Ausbildung von Wirbeln und zentraler Verkalkung (topische
Férbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 20: Meningotheliomatoses Meningeom, ZNS WHO Grad 1 (topische Fdarbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahmen)

Abb. 21: Fibroblastisches Meningeom, ZNS WHO Grad 1 (topische Fdarbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene
Aufnahmen)

Abb. 22: Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3 (topische Fdrbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 23: Pilozytisches Astrozytom, ZNS WHO Grad 1 (blaue Pfeilmarkierung: Blutgefdfs, rosa Pfeilmarkierungen:
piloide Zellfortsdtze) (topische Féirbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 24: Pineozytom, ZNS WHO Grad 1, mit Acriflavin (links: topische Fdrbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme) und Natriumfluorescein (rechts: topische Fdarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bild, eigene
Aufnahme)

Abb. 25: Kleinhirn, Fdarbung mit Acriflavin (topische Fdarbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 26: Quergestreifte Skelettmuskulatur, Farbung mit Acriflavin
(topische Fdrbung mit Acriflavin, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 27: Ungefirbte Negativkontrolle mit Autofluoreszenz (Oligodendrogliom, ZNS WHO Grad 3) (ungefirbtes
Gewebe, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 28: Erythrozyten vor fluoreszierendem Hintergrund (topische Fédarbung mit Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme)

Abb. 29: Gefafiproliferate eines EGFR-iiberexprimierenden Glioblastoms, ZNS WHO Grad 4 (immunhistochemische
Férbung mit dem an Natriumfluorescein gekoppelten monoklonalen IgG Anti-EGFR-Antikorper (neutralizing), clone
LAI, Alexa Fluor® 488 conjugate (mouse), CLE-Bildgebung, eigene Aufnahme)

Abb. 30: Vergleich zwischen Tumorzentrum und Infiltrationszone eines Glioblastoms, ZNS WHO Grad 4, mit dem
Digital Biopsy Tool CONVIVO® (intraoperative intravendse Administration von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung
ex vivo, eigene Aufnahmen)

Abb. 31: Vergleich von histomorphologischen Charakteristika in der CLE mit dem HE-gefirbten intraoperativen
Gefrierschnitt und dem HE-gefirbten FFPE Schnitt (jeweils linke Aufnahmen in Abb. 31.1 - 31.3. intravenédse
intraoperative Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen, jeweils mittlere
und rechte Aufnahmen in Abb. 31.1-31.3: HE-Fdrbungen, konventionelle Lichtmikroskopie, eigene Aufnahmen)

Abb. 32: Metastase eines Caecumkarzinoms (intravenose intraoperative Farbstoffadministrationen von
Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 33: Arteriovendse Malformation (intravendse intraoperative Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein,
CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 34: Neurofibrom (intravenose intraoperative Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung,
eigene Aufnahme)

Abb. 35: Ewing Sarkom (blaue Pfeilmarkierung: mutmapliche Mitose) (intravenése intraoperative
Farbstoffadministrationen von Natriumfluorescein, CLE-Bildgebung, eigene Aufnahmen)

Abb. 36. Implementationsanalyse der Einfiihrung der CLE in die Neurochirurgie (eigene Abbildung, basierend auf
Kriterien des CFIR) (Damschroder et al., 2022)
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Abb. 37: Prozess der Einfiihrung der ex vivo CLE aus dem neuropathologischen Labor in die Neurochirurgie

Folgende der in dieser Arbeit gezeigten Aufnahmen wurden fiir Webzwecke der ZEISS Gruppe verwendet und sind auch
unter folgender Webadresse zu sehen: https://www.zeiss.ch/meditec/produkte/neurochirurgie/digitales-
biopsietool/convivo.html, aufgerufen am 21.11.2022): Die rechte Abbildung und ein Teil der linken Abbildung (ohne die
hier eingefiigten Pfeilmarkierungen) in Abb. 12, das linke Bild von Abbildung 31 sowie ein Teil der Abbildung 32.1.
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