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Zusammenfassung

Hintergrund:Mit Hilfe der fluoreszenzbasierten Konfokalmikroskopie (FCM) lassen sich
virtuelle HE-Schnitte in Echtzeit erstellen. Bislang findet die FCM Anwendung in der
Derma-/Uro- und Gynäkopathologie. Die FCM eröffnet die Perspektive eines digitalen
Gefrierschnitts, der den herkömmlichen Gefrierschnitt in Zukunft ersetzen könnte.
Ziel der Arbeit (Fragestellung): Ziel unserer aktuellen Arbeit ist die Implementierung
der FCM als Bestandteil vollständig digitalisierter Abläufe im pathologischen Workflow.
Hierfür wird der aktuelle Einsatz der FCM in der Transplantationspathologie auf weitere
Fachdisziplinen wie Urologie und HNO ausgeweitet.
Material und Methoden: Der Einsatz der FCM-Technik erfolgt aktuell weiterhin
prospektiv bei nativen Gewebeproben potenzieller Spenderlebern. Die herkömmliche
Schnellschnittdiagnostik in Gefriertechnik wird vergleichend zu virtuellen FCM-Scans
angewandt.
Ergebnisse:DieDaten zeigen eine nahezuperfekteÜbereinstimmung für denNachweis
von Cholangitis, Fibrose und Malignität sowie ein hohes Maß an Übereinstimmung
für z. B. makrovesikuläre Steatose, Entzündung, Steatohepatitis und Nekrose zwischen
virtuellem FCM-Scan und herkömmlichen Schnellschnitt.
Schlussfolgerung: Da die Verfügbarkeit der zeit-, und kostenintensiven Schnell-
schnittdiagnostik im Rahmen der Transplantationspathologie im Dauerbetrieb (24/7)
aufgrund eines zunehmenden Fachkräftemangels mittlerweile nur noch an sehr
wenigen universitären Zentren in Deutschland etabliert ist, könnte der Einsatz der
FCM-Technik ein wichtiger Baustein im aktuellen Prozess hin zu einer vollständig
digitalisierten Pathologie sein und sollte somit auf verschiedene Fachdisziplinen
ausgeweitet werden.

Schlüsselwörter
Digitale Pathologie · Digitaler HE-Schnitt · Schnellschnittdiagnostik · Lebertransplantation ·
Transplantationspathologie
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Abb. 18Workflowder fluoreszenzbasierten Konfokalmikroskopie (FCM). (Abbildungmit BioRen-
der.com erstellt)

Abb. 28 Zukünftiger „On-site“-Workflowmittels fluoreszenzbasierter Konfokalmikroskopie (FCM)

Hintergrund und Fragestellung

Hinführung zum Thema

Die FCM ist eine neuartige Technik, bei
der sich virtuelle HE-Schnitte von nativem
Gewebe in Echtzeit erstellen lassen. Da das
native Gewebe nicht fixiert wird, bleibt
die nachgeschaltete Diagnostik inklusive
immunhistochemischer oder molekular-
pathologischer Untersuchungen unbeein-
trächtigt. Auch die Ex-vivo-Generierung
von lebenden Zellmodellen ist möglich.
Das Anwendungsspektrum der FCM hat
sich in den vergangenen Jahren über
den Einsatz in der Dermatologie bis hin

zur Transplantationspathologie deutlich
erweitert. Insbesondere als Alternative zur
herkömmlichen Schnellschnittdiagnostik
kann die FCM-Technik zukünftig einen
wichtigen Pfeiler zu einer vollständig
digitalisierten Pathologie darstellen.

FCM – Anwendung in der
Vergangenheit

In der Vergangenheit hat sich die FCM
als Alternative in der Routinediagnostik
verschiedener Fachdisziplinenetabliert. So
findet die FCM bei dermatologischen Un-
tersuchungen zur Differenzierung gutarti-
ger und bösartiger Hautläsionen [1] oder

zur TumordiagnosevonBiopsienderMam-
ma und der Nieren Anwendung [2, 3].
Weiterhin könnte die FCM-Technik im Ver-
gleich zur konventionellen Histopatholo-
gie eine zuverlässige Methode zur Beur-
teilung von Prostatakrebs darstellen [4–6].
Der Einsatz der FCM-Technik insbesonde-
re in der Leber- und Transplantationspa-
thologie ist bislang jedoch noch unzurei-
chend erforscht. Eine Studie aus dem Jahr
2022 zeigte erstmals, dass die FCM auch
diehistologischeUntersuchungnativer Le-
berproben ermöglicht [7]. Die diagnos-
tische Aussagekraft war ähnlich wie bei
Gefrierschnitten und erlaubte zuverlässi-
ge Tumordiagnosen und Aussagen über
das Ausmaß entzündlicher Infiltrate oder
struktureller Veränderungen, insbesonde-
re makrovesikulärer Steatose [7].

Studiendesign und Untersu-
chungsmethoden

FCM – Vorbereitungen

NacheinerVorbehandlungdesnativenGe-
webes mit Ethanol (70%) über 10 s folgt
eine Inkubation mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Acridinorange (AO; 0,6mM; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) über 30 s. Zwi-
schenden jeweiligenSchrittenwirddasna-
tive Gewebe in physiologischer Kochsalz-
lösung (0,9% NaCl) gewaschen. In Abhän-
gigkeitderProbengrößewerdenca. 1–2ml
der oben genannten Substanzen benötigt.
Anschließend wird die vorbehandelte Ge-
webeprobe mit einem dünnen Schwamm
fixiert, zwischenzweimagnetischeGlasträ-
ger eingespannt und zur Bildaufnahme ins
Mikroskop gelegt. Schwammmaterial so-
wie Glasträger sind wiederverwendbar. Ei-
ne eintägige Vor-Ort-Schulung durch den
Hersteller umfasst die Vorbehandlung, die
Einstellung der Laser sowie die Funktion
des Bildexports. Am Ende erfolgt die Fi-
xierung der Gewebeprobe in 4% PBS-ge-
puffertem Formaldehyd. Die Darstellung
des Workflows zeigt . Abb. 1. Für diese
Studie wurde die gesamte FCM im Dr.
Senckenbergischen Institut für Patholo-
gie (SIP), Universitätsklinikum Frankfurt,
durchgeführt.
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Tab. 1 Fluoreszenzbasierte Konfokalmikroskopie (FCM) vs. konventioneller Schnellschnitt
Erfolgreiche Evaluation
der Testproben

Zeit bis HE-
Schnitt

Upload-
Zeit

Remote-
Befundung

Konventioneller
Schnellschnitt

Ja (20/20) Ca. 15min Ca. 5min Ja

FCM Ja (20/20) <7min Ca. 1min Ja

Die Ersparnisse im Bereich Zeit/Personal vergleichend zwischen konventionellen Schnellschnitt vs.
FCM erfolgte anhand von 20 Leberproben. Aktuell wird der konventionelle Schnellschnitt durch eine/
einen medizinisch-technische(n) Assistenten/in im 24/7-Bereitschaftsdienst angefertigt, digitalisiert
und per Upload dem(r) Pathologen(in) zur Remote-Befundung bereitgestellt
FCM fluoreszenzbasierte Konfokalmikroskopie, HE Hämatoxylin-Eosin

Tab. 2 Einsparpotential bei Zeit und Personal
Probentransport not-
wendig
(Zeitersparnis)

MTA 24/7
notwendig

Remote-
Befun-
dung

Vollständige
Digitalisierung

Herkömmlicher
Ablauf

Ja (–) Ja Nein Nein

Status quo Ja (–) Ja Ja Nein

Ausblick: FCM – on
site im OP

Nein (mehrere Stunden) Nein Ja Ja

Der Probentransport bezeichnet den Transport der Probe vom externen Krankenhaus in das patholo-
gische Institut

FCM – Funktionsweise und
Bilderstellung

Bei der FCM werden digitale Bilder in
Echtzeit erstellt, welche den herkömm-
lichen HE-Schnellschnitten sehr ähnlich
sind. Hierfür wird ein Laserstrahl auf
einen einzigen Punkt in der Gewebepro-
be fokussiert, während die Probe sich
reihenweise unterhalb des Lasers ver-
schiebt. Dadurch wird eine Reihe von
zweidimensionalen Bildern erzeugt, die
dann zu einem dreidimensionalen Bild
der Probe zusammengesetzt werden [8].
Das in dieser Studie verwendete Gerät
„VivaScope 2500M-G4“ (MAVIG GmbH, Vi-
vaScope Systems, München, Deutschland)
bietet eine maximale Untersuchungstie-
fe von 200μm, eine vertikale optische
Auflösung von <5μm und eine 550-
fache Vergrößerung [9]. Es besteht aus
zwei Lasern mit unterschiedlichen Wellen-
längen zur Erzeugung von Fluoreszenz-
(488nm) und Reflexionssignalen (638nm),
die gleichzeitig zelluläre (z. B. Zellkerne)
sowie zytoplasmatische und extrazelluläre
Strukturen der Probe sichtbar machen.
Das Fluoreszenzsignal basiert auf dem
zuvor applizierten Fluoreszenzfarbstoff
Acridinorange. Die Einstellungen können
vom Untersucher für jede Probe individu-
ell angepasst werden, basierend auf der

Eindringtiefe in das Gewebe, der Gewich-
tung der beiden Wellenlängen sowie der
Inkubationszeit mit Acridinorange vor der
Bildgebung. Ein integrierter Algorithmus
wandelt die Signale dann in digitale Bilder
um. Im Online-Portal ist schließlich eine
sofortige Auswertung der Bilder rund
um die Uhr, unabhängig vom Standort
des FCM-Geräts und ohne die Hilfe eines
geschulten Technikers, möglich.

Ergebnisse

FCM – aktuelle Anwendung im SIP

In der Transplantationspathologie ist die
FCM noch keine gängige Praxis. Die Ver-
fügbarkeit der Schnellschnittdiagnostik
im Dauerbetrieb (24/7) ist mittlerweile
jedoch nur noch an sehr wenigen univer-
sitären Zentren in Deutschland etabliert,
da die Unterhaltung von transplantati-
onspathologischen Instituten in der Regel
zeit-, kosten- und personalintensiv ist.
Insbesondere der zunehmende Fachkräf-
temangel und die damit verbundene
Schwierigkeit, den Bereitschaftsdienst zur
Schnellschnittdiagnostik mit qualifizier-
tem Laborpersonal nachts, amWochenen-
de sowie an Feiertagen abzudecken, stel-
len Universitätsklinika vor große Heraus-
forderungen. Umder in den letzten Jahren

stagnierenden Zahl von Lebertransplanta-
tionen in Deutschland entgegenzuwirken
[10], ist die Identifizierung neuartiger
Technologien, die die histopathologische
Beurteilung von Spenderpräparaten, die
für eine Transplantation in Frage kom-
men, erleichtern, von größter Bedeutung.
Im interdisziplinären Prozess einer Or-
gantransplantation ist insbesondere das
Timing entscheidend, da die Organe so
schnell wie möglich entnommen werden
müssen, um das bestmögliche Ergebnis
für den Empfänger und den Erfolg der
Transplantation zu gewährleisten. Das
Fehlen standardisierter Kriterien für die
Beurteilung von Spenderbiopsien und
der Mangel an verfügbarem Fachwissen
steigern das Dilemma. Die Beurteilung der
Spenderproben durch den Pathologen ist
oft ein kritischer Punkt im Prozess [11].
Die histologische Bestätigung ist nach wie
vor der Referenzstandard für die Beur-
teilung von Spenderbiopsien, wobei die
Steatose der häufigste zu untersuchende
Befund ist [12, 13]. Seltener, aber mit
sicherer Verwerfung der Spenderorgans
verbunden, ist der Nachweis von Mali-
gnität [14]. Um den zukünftigen Einsatz
der FCM-Technik in der Evaluation von
Spenderorganen zu testen, wurden die-
se sowie Leberbiopsien mittels FCM als
auch im konventionellen Schnellschnitt
vergleichend untersucht. Die Machbarkeit
eines vollständig digitalisierten patho-
logischen Workflows wurde insgesamt
an 20 Leberproben (13 Keilbiopsien im
Rahmen von Routineoperationen, 7 Spen-
derlebern) untersucht. Grundlage der
Evaluation waren die von der Deutschen
Stiftung Organtransplantation (DSO) gül-
tigen Kriterien zur Begutachtung von
Spenderlebern (makro-/mikrovesikuläre
Steatose, Steatohepatitis, Fibrose, Entzün-
dung, Nekrose, Cholangitis, Cholestase,
Malignität). Die Evaluation erfolgte im Zu-
fallsprinzip durch einen Pathologen mit
hepatobiliärem Schwerpunkt. Die histo-
pathologische Bewertung der FCM-Bilder
erfolgte „remote“ im Cloud-basierten On-
line-Portal, in welches die digitalen Scans
vom Gerät aus hochgeladen werden kön-
nen. Die zeitlichen Einsparungen bei der
FCM im Vergleich zum konventionellen
Schnellschnitt liegen in unserer Studie nur
im Bereich weniger Minuten (. Tab. 1).
Da unsere Studie als „proof of concept“
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b

Abb. 38 Einsatz der fluoreszenzbasierten Konfokalmikroskopie (FCM) in der Lebertransplantationspathologie: aNach-
weismikro- undmakrovesikulärer Steatose im FCM-Scan sowie im vergleichenden konventionellenHE(Hämatoxylin-Eosin)-
Schnitt anhandeinesOP-Resektats.bNachweismikro-undmakrovesikulärerSteatose imFCM-Scansowie imvergleichenden
konventionellen Schnellschnitt in Gefrierschnitttechnik anhand einer potenziellen Spenderleber

a b

c

Abb. 48 Einsatz der fluoreszenzbasierten Konfokalmikroskopie (FCM) in der Prostataschnellschnittdiagnostik. aNatives
Prostataresektat imQuerschnitt. Diemit Tuschemarkierten Resektionsränder sind lediglich in dermakroskopischenAufnah-
me zu sehen.bÜberblick über den virtuellenHämatoxylin-Eosin(HE)-Schnitt des Prostataresektats in FCM-Technik. c Prosta-
taschnellschnittmit Karzinominfiltration imZoom.DerSternmarkiert jeweils den Schnellschnittranddes Prostatakarzinoms
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Abb. 59 Vergleich der
fluoreszenzbasierten Kon-
fokalmikroskopie (FCM)mit
konventioneller Lichtmi-
kroskopie: Plattenepithel-
karzinominfiltrate inner-
halb eines Lymphknotens
im FCM(a) und konven-
tionell (c). Die prominen-
tenNukleolen vonHodg-
kin-Zellen lassen sich im
FCM (b) sowie konventio-
nell (d) gut abgrenzen

für einen vollständig digitalisierten pa-
thologischen Workflow mit der Idee des
„on-site“ FCM im OP-Saal dienen soll,
sind die zukünftigen Einsparpotenziale
im Bereich Zeit/Personal weitreichender:
der Wegfall des Probentransports vom
externen Krankenhaus ins pathologische
Institut sowie der Wegfall des MTA-Bereit-
schaftsdienstes im 24/7-Betrieb (. Tab. 2;
. Abb. 2). Diese beiden Faktoren kön-
nen entscheidende Stellschrauben in
der Aufrechterhaltung einer universitären
Transplantationspathologie sein. Die FCM-
Bilder werden nach erfolgter Evaluation
zusätzlich auf die internen Server des
Instituts für Pathologie exportiert und
aufbewahrt. Die Arbeit am SIP hob die
Stärke der Übereinstimmung zwischen
Schnellschnitt und FCM hervor, die dem
Vergleich von konventioneller Hämatoxy-
lin-Eosin- und FCM-Bildgebung überlegen
war [15]. Insbesondere im Hinblick auf
die histopathologische Begutachtung von
Transplantatlebern zeigten die Daten
eine nahezu perfekte Übereinstimmung

für die DSO-Kriterien Cholangitis, Fibro-
se und Malignität sowie ein hohes Maß
an Übereinstimmung für makrovesikulä-
re Steatose, Entzündung, Steatohepatitis
und Nekrose [15]. Vergleichende Bilder
von Leberproben in Schnellschnitttech-
nik sowie mittels FCM sind in . Abb. 3
dargestellt. Die Auswertung von Schnell-
schnitten in Gefrierschnitttechnik kann
aufgrund von Artefakten des gefrorenen
Lebergewebes sehr variabel sein, was zu
Schwankungen bei der Beurteilung po-
tenzieller Transplantate führt [16]. Auch
bei der FCM-Bildgebung entstehen strei-
fenförmige Scan-Artefakte. Interessanter-
weise verschwinden die Scan-Artefakte
der digitalen FCM-Scans jedoch im Prozess
des Zoomens im Gegensatz zu den Ar-
tefakten im Gefrierschnitt. Die FCM kann
somit einen Wendepunkt einer digitalen
Transplantationspathologie darstellen,
da es sich um eine materialschonende
Methode handelt, die eine schnelle di-
agnostische Rückmeldung ermöglicht.
Dies kann zu schnelleren und sichereren

therapeutischen Entscheidungen bei der
Behandlung von Spendern und Empfän-
gern führen, wodurch die Zahl und die
Sicherheit der Transplantationen erhöht
werden.

Die neu geschaffenen Möglichkeiten
werden aktuell auch auf andere Fachberei-
che ausgeweitet. So testen wir Anwend-
barkeit der FCM bei HNO-Tumoren, in der
Prostataschnellschnittdiagnostik sowie
bei hämatoonkologischen Erkrankungen
zur Beschleunigung der Lymphomdiagno-
stik. Erste präliminäre FCM-Scans sind in
. Abb. 4 und 5 dargestellt.

Diskussion

Das SIP in Frankfurt arbeitet an einer
vollständigen Digitalisierung der Abläufe.
Die FCM-Technik als etablierte Metho-
de und Alternative zum herkömmlichen
Schnellschnittverfahren in der histopa-
thologischen Evaluation von potenziellen
Spenderlebern ist beispielhaft für die
voranschreitende Digitalisierung der Pa-
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thologie. Insbesondere die Transplanta-
tionsmedizin durchläuft einen digitalen
Wandel, und mit der Unterstützung einer
digitalen Pathologie kann dieser Prozess
erfolgreich voranschreiten. Während die
Anschaffungskosten für ein FCM-Gerät
bei etwa 350.000 liegen, können Labore
Material und Chemikalien der herkömm-
lichen Schnellschnittdiagnostik sowie oft-
mals fehlendes Personal im 24/7-Betrieb
einsparen [17]. Außerdem können die Fär-
bung und das Scannen von FCM-Proben
nach einer Schulung auch von unerfahre-
nem Personal leicht durchgeführt werden.
Dies ist insbesondere für den potenziellen
Einsatz im OP-Saal wichtig, da das Fär-
ben und Scannen durch einen geschulten
Mitarbeiter des DSO-Explantationsteams
erfolgen könnte und somit den Weg zu
einer virtuellen Schnellschnittdiagnostik
in perioperativer Echtzeit ebnen würde.
Bei entsprechender Infrastruktur können
Gewebeproben vor Transplantation somit
Spezialisten weltweit zur Online-Begut-
achtung bereitgestellt werden. Durch den
perioperativen Einsatz würde der Pro-
bentransport ins pathologische Institut
sowie das Vorhalten eines 24-h-MTA-Be-
reitschaftsdienstes wegfallen. Künstliche
Intelligenz könnte in Zukunft ebenfalls
eine wichtige Rolle bei der Bewertung von
Transplantatproben spielen, um objektive,
reproduzierbare und quantitative Daten
zu liefern und die Früherkennung patholo-
gischer Prozesse zu unterstützen [18]. Die
Verknüpfung von digitalen HE-Schnitten,
produziert mittels FCM in Echtzeit, und
objektive Entscheidungsfindung mittels
künstlicher Intelligenz, könnte die Grund-
lage für eine objektive und systematische
Entscheidungshilfe in der pathologischen
Routinediagnostik und insbesondere in
der Transplantationspathologie bilden.
Maschinelles Lernen könnte somit die Pro-
duktivität von Pathologen durch klinische
Entscheidungshilfen und durchsetzungs-
fähige Arbeitsabläufe weiter steigern.
FCM kombiniert mit maschinellem Ler-
nen könnte somit einen Wendepunkt hin
zur digitalen Transplantationspathologie
darstellen, wodurch wichtige Endpunkte
wie der frühe Transplantationserfolg und
das Transplantatüberleben im Laufe der
Zeit verbessert werden könnten.

Fazit für die Praxis

4 Die neuartige FCM-Technik (fluoreszenz-
basierte Konfokalmikroskopie) erlaubt
die Erstellung virtueller Hämatoxylin-Eo-
sin(HE)-Schnitte von nativem Frischgewe-
be in Echtzeit.

4 Die virtuellen HE-Schnitte können per
Upload in ein passwortgeschütztes Por-
tal von Pathologen weltweit begutachtet
werden.

4 Eine nachgeschaltete immunhistochemi-
sche oder molekularpathologische Diag-
nostik ist vollumfänglich möglich.

4 Einem (aktuell) flächendeckenden Einsatz
stehen die hohen Investitionskosten ent-
gegen. Die laufenden Kosten (Färbemate-
rial, Füllmaterial) der FCM sind jedoch als
nachrangig einzustufen.

4 Der perioperative Einsatz der FCM in Echt-
zeit imOP-SaalwürdegroßeErsparnisse in
Zeit und Personal ermöglichen.

4 Die FCM könnte als Alternative zur her-
kömmlichen Schnellschnittdiagnostik als
Grundpfeiler einer vollständigen Digitali-
sierung pathologischer Institute dienen.

Korrespondenzadresse

Dr. Maximilian N. Kinzler
UniversitätsklinikumFrankfurt, Medizinische
Klinik 1, Goethe-Universität Frankfurt
Frankfurt amMain, Deutschland
kinzler@med.uni-frankfurt.de

Danksagung. Die Autoren danken der Senckenberg
Biobank für exzellente technische Assistenz (Julia
Bein und Nina Becker).

Funding. Open Access funding enabled and organi-
zed by Projekt DEAL.

Einhaltung ethischer Richtlinien

Interessenkonflikt. P.J.Wild erhielt Beraterhono-
rare vonBayer, Janssen-Cilag, Novartis, Roche,MSD,
Astellas Pharma, Bristol-Myers Squibb, ThermoFisher
Scientific,Molecular Health, GuardantHealth, Sophia
Genetics, Qiagen, Eli Lilly,Myriad, HederaDx, und
Astra Zeneca;wissenschaftlicheUnterstützungwurde
vonAstra Zeneca bereitgestellt. A.G. Loth, A. Fassl,
F.K.H. Chun, J. Köllermann, S. Hartmann, S. Gretser,
P.K. Ziegler, N. Flinner, F. Schulze undM.N. Kinzler ge-
ben an, dass kein Interessenkonflikt besteht.

Alle beschriebenenUntersuchungen amMenschen
oder anmenschlichemGewebewurdenmit Zustim-
mungder zuständigen Ethikkommission (Ethikkom-
missiondurchdasUCT Frankfurt genehmigt (SGI-1-
2022, SGI-2-2022)), imEinklangmit nationalemRecht
sowie gemäßderDeklaration vonHelsinki von 1975
(in der aktuellen, überarbeiteten Fassung) durchge-
führt. Von allen beteiligten Patient/-innen liegt eine
Einverständniserklärung vor.

Open Access.Dieser Artikelwird unter der Creative
CommonsNamensnennung4.0 International Lizenz
veröffentlicht, welche dieNutzung, Vervielfältigung,
Bearbeitung, VerbreitungundWiedergabe in jegli-
chemMediumundFormat erlaubt, sofern Sie den/die
ursprünglichenAutor(en)unddieQuelle ordnungsge-
mäßnennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz
beifügenundangeben, obÄnderungen vorgenom-
menwurden.

Die in diesemArtikel enthaltenenBilder und sonstiges
Drittmaterial unterliegen ebenfalls der genannten
Creative Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbil-
dungslegendenichts anderes ergibt. Sofern das be-
treffendeMaterial nicht unter der genanntenCreative
Commons Lizenz steht unddie betreffendeHandlung
nicht nachgesetzlichenVorschriften erlaubt ist, ist für
die oben aufgeführtenWeiterverwendungendesMa-
terials die Einwilligungdes jeweiligen Rechteinhabers
einzuholen.

WeitereDetails zur Lizenz entnehmenSie bitte der
Lizenzinformation auf http://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/deed.de.

Literatur

1. Cinotti E, Perrot JL, Labeille B, Cambazard F,
Rubegni P (2018) Ex vivo confocal microscopy: an
emerging technique in dermatology. Dermatol
PractConcept8(2):109–119. https://doi.org/10.58
26/dpc.0802a08

2. Dobbs J, KrishnamurthyS, KyrishM,BenvenisteAP,
Yang W, Richards-Kortum R (2015) Confocal
fluorescence microscopy for rapid evaluation of
invasive tumor cellularity of inflammatory breast
carcinoma core needle biopsies. Breast Cancer Res
Treat 149(1):303–310. https://doi.org/10.1007/
s10549-014-3182-5

3. Mir MC, Bancalari B, Calatrava A, Casanova J,
Dominguez Escrig JL, Ramirez-Backhaus M et al
(2020) Ex-vivo confocal fluorescence microscopy
for rapid evaluation of renal core biopsy. Minerva
Urol Nefrol 72(1):109–113. https://doi.org/10.
23736/s0393-2249.19.03627-0

4. Bertoni L,Puliatti S,ReggianiBonetti L,MaioranaA,
Eissa A, Azzoni P et al (2020) Ex vivo fluorescence
confocal microscopy: prostatic and periprostatic
tissues atlas and evaluation of the learning curve.
VirchowsArch476(4):511–520.https://doi.org/10.
1007/s00428-019-02738-y

5. Rocco B, Sarchi L, Assumma S, Cimadamore A,
Montironi R, Reggiani Bonetti L et al (2021)
Digital Frozen Sections with Fluorescence Con-
focal Microscopy During Robot-assisted Radical
Prostatectomy: Surgical Technique. Eur Urol
80(6):724–729. https://doi.org/10.1016/j.eururo.
2021.03.021

6. Puliatti S, Bertoni L, Pirola GM, Azzoni P, Bevilac-
qua L, Eissa A et al (2019) Ex vivo fluorescence
confocalmicroscopy: the first application for real-
time pathological examination of prostatic tissue.
BJU Int124(3):469–476.https://doi.org/10.1111/b
ju.14754

7. Titze U, Sievert K-D, Titze B, Schulz B, Schlieker H,
Madarasz Z et al (2022) Ex Vivo Fluorescence
Confocal Microscopy in Specimens of the Liver:
A Proof-of-Concept Study. Cancers 14(3):590.
https://doi.org/10.3390/cancers14030590

8. Krishnamurthy S, Sabir S, Ban K, Wu Y, Sheth R,
Tam A et al (2020) Comparison of Real-Time
FluorescenceConfocalDigitalMicroscopyWithHe-

216 Die Pathologie 3 · 2024

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://doi.org/10.5826/dpc.0802a08
https://doi.org/10.5826/dpc.0802a08
https://doi.org/10.1007/s10549-014-3182-5
https://doi.org/10.1007/s10549-014-3182-5
https://doi.org/10.23736/s0393-2249.19.03627-0
https://doi.org/10.23736/s0393-2249.19.03627-0
https://doi.org/10.1007/s00428-019-02738-y
https://doi.org/10.1007/s00428-019-02738-y
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2021.03.021
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2021.03.021
https://doi.org/10.1111/bju.14754
https://doi.org/10.1111/bju.14754
https://doi.org/10.3390/cancers14030590


matoxylin-Eosin-StainedSections of Core-Needle
BiopsySpecimens.JAMANetwOpen3(3):e200476.
https://doi.org/10.1001/jamanetworkopen.2020.
0476

9. MAVIG (2020) Datasheet VivaScope® 2500M-G4.
https://www.vivascope.de/wp-content/uploads/
2022/04/DS_VS-2500M-G4_12-20_Surgery-
Diagn-Biopsies.pdf.Zugegriffen:9. Juni2022

10. (2021) Annual report: Organ Donation and
Transplantation in Germany. https://www.dso.
de/SiteCollectionDocuments/DSO-Jahresbericht
%202021.pdf.Zugegriffen:10. Juni2022

11. Girolami I, Gambaro G, Ghimenton C, Beccari S,
Caliò A, Brunelli M et al (2019) Pre-implantation
kidney biopsy: value of the expertise in deter-
mining histological score and comparison with
the whole organ on a series of discarded kidneys.
JNephrol33:167–176

12. LongerichT, SchirmacherP (2006)General aspects
and pitfalls in liver transplant pathology. Clin
Transplant20(Suppl17):60–68.https://doi.org/10.
1111/j.1399-0012.2006.00602.x

13. Nocito A, El-Badry AM, Clavien PA (2006)When is
steatosis too much for transplantation? J Hepatol
45(4):494–499. https://doi.org/10.1016/j.jhep.
2006.07.017

14. Eccher A, Girolami I, Motter JD, Marletta S,
Gambaro G, Momo REN et al (2020) Donor-
transmittedcancer in kidney transplant recipients:
a systematic review. J Nephrol 33(6):1321–1332.
https://doi.org/10.1007/s40620-020-00775-4

15. Kinzler MN, Schulze F, Reitz A, Gretser S, Ziegler P,
ShmorhunOetal (2023)Fluorescenceconfocalmi-
croscopy on liver specimens for full digitization of
transplantpathology. LiverTranspl29(9):940–951.
https://doi.org/10.1097/lvt.0000000000000142

16. Verran D, Kusyk T, Painter D, Fisher J, Koorey D,
Strasser S et al (2003) Clinical experience gained
from the use of 120 steatotic donor livers for
orthotopic liver transplantation. Liver Transpl
9(5):500–505. https://doi.org/10.1053/jlts.2003.
50099

17. Eccher A, Girolami I, Brunelli M, Novelli L,
Mescoli C, Malvi D et al (2020) Digital pathology
for second opinion consultation and donor
assessment during organ procurement: Review
of the literature and guidance for deployment in
transplant practice. Transplant Rev 34(4):100562.
https://doi.org/10.1016/j.trre.2020.100562

18. Farris AB, Vizcarra J, Amgad M, Cooper LAD,
Gutman D, Hogan J (2021) Artificial intelligence
and algorithmic computational pathology: an
introduction with renal allograft examples.
Histopathology78(6):791–804. https://doi.org/10
.1111/his.14304

Hinweis des Verlags. Der Verlag bleibt in Hinblick
auf geografische Zuordnungen und Gebietsbezeich-
nungen in veröffentlichten Karten und Instituts-
adressen neutral.

Abstract

Fluorescence confocal microscopy—complete digitization of pathology

Background: Fluorescence-based confocal microscopy (FCM) can be used to create
virtual H&E sections in real time. So far, FCM has been used in dermato-, uro-, and
gynecopathology. FCM allows the creation of a completely digitized frozen section,
which could potentially replace conventional frozen sections in the future.
Objective: The aimof the currentwork is to implement FCM technology as a component
of fully digitized processes in the pathological workflow. For this purpose, the current
use of FCM in liver transplant pathology will be extended to other disciplines such as
urology and otorhinolaryngology.
Materials and methods: The FCM technique continues to be used prospectively on
native tissue samples from potential donor livers. Conventional frozen sections are
used comparatively to virtual FCM scans.
Results: The data show a nearly perfect agreement for the detection of cholangitis,
fibrosis, and malignancy, and a high level of agreement for, e.g., macrovesicular
steatosis, inflammation, steatohepatitis, and necrosis between virtual FCM scans and
conventional routine diagnostic frozen sections.
Conclusion: Since the availability of time- and cost-intensive frozen section diagnostics
in the context of transplant pathology in continuous operation (24/7) is now only
established at very few university centers in Germany due to an increasing shortage of
specialists, the use of FCM could be an important building block in the current process
leading towards a fully digitized pathology workflow and should thus be extended to
various disciplines.

Keywords
Digital pathology · Digital HE scan · Frozen section · Liver transplantation · Transplantation
pathology
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