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1. Einleitung

Bildgebende Verfahren haben in den letzten Jahrzehnten in der Medizin zunehmend an Bedeutung
gewonnen. In der Diagnostik und Therapieplanung sowohl von gut- als auch von bdsartigen
Erkrankungen sind Sonographie, Computer- und Magnetresonanztomographie unverzichtbar
geworden. Aufgrund ihrer eingeschrankten Auflésung erlauben diese Methoden aber meist erst die
Darstellung von fortgeschrittenen Veranderungen. Pramaligne Lasionen, die im Schleimhautniveau
entstehen, kdnnen haufig nicht entdeckt werden. Daher werden zunehmend neuartige, optische
Diagnoseverfahren zur Friherkennung von Tumoren erprobt. Diese Methoden erlauben eine
unmittelbare und hochauflésende Untersuchung der Gewebearchitektur (Betz, 2016; Jerjes, 2011). So
kénnten sie eine minimalinvasive und kostengtinstige Diagnostik von suspekten Lasionen in Echtzeit
ermoglichen (Green, 2016; Upile, 2007). In der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde (HNO) wurden optische
Techniken zunachst hauptsachlich zur Untersuchung von Dysplasien oder fortgeschrittenen Tumoren
der Mundhdhle, des Pharynx und des Larynx eingesetzt (Betz, 2013), blieben aber nicht ausschliefRlich
auf dieses Anwendungsgebiet beschrankt. Mittlerweile wurden sie bei unterschiedlichsten Hals-
Nasen-Ohren-Erkrankungen erprobt. So eignen sich optische Methoden auch zur Untersuchung von
inflammatorischen Krankheiten (Wong, 2018). Uber die Abbildung von Lumenidnderungen des
Atemwegs (ling, 2012) oder der Darstellung der dynamischen Bewegung der Stimmlippen (Sharma,
2021; Unger, 2015) ist mit Hilfe optischer Techniken auch eine zuverlassige Funktionsdiagnostik

moglich.

Die vorliegende, kumulative Arbeit befasst sich mit dem Einsatz verschiedener optischer
Untersuchungsmethoden bei Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes sowie bei Erkrankungen der

Nase und Nasennebenhohlen.



2. Fragestellungen

2.1. Optische Untersuchungsmethoden bei Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes

Krebs ist weltweit eine der fiihrenden Todesursachen. Kopf-Hals-Karzinome zdhlen dabei zu den
haufigsten malignen Neoplasien (Sung, 2021). Die Prognose dieser Karzinome ist schlecht: auch nach
einer optimalen Therapie entwickeln viele Patienten lokale Rezidive oder Zweitkarzinome (Noronha,
2018). Eine friihe Diagnose und Behandlung der Kopf-Hals-Malignome und vor allem ihrer
friihinvasiven Formen kann die Prognose deutlich verbessern. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensraten fallen
von einem lokal begrenzten Tumorgeschehen hin zu Neoplasien mit regionaler Lymphknoten- oder
Fernmetastasierung steil ab (Magnes, 2021). Daher ist es besonders wichtig, auch pramaligne Lasionen

zu erkennen und friihzeitig zu therapieren.

Ein Grofteil der Kopf-Hals-Karzinome entwickelt sich aus dysplastischen Lasionen, die mit klassischen
Diagnoseverfahren wie Inspektion, Endoskopie und bildgebenden Methoden zum Teil nur schwer zu
erkennen sind. Auch friihinvasive Karzinome kénnen als Ulkus, Erosion oder als nur leicht aufgeraute
Schleimhaut erscheinen und falschlicherweise fiir entziindliche Prozesse gehalten werden oder gar
nicht auffallen. Optische Diagnoseverfahren kénnen hier hilfreich sein, da sie eine hochauflésende
Untersuchung der Gewebearchitektur erméglichen und so eine unmittelbare Diagnostik von
suspekten Lasionen erlauben (Jerjes, 2011). Sie kdnnen die Sensitivitat und Spezifitat der normalen
Weilllichtendoskopie erhéhen und dadurch die Anzahl von unnétigen Biopsien verringern (Hughes,
2010). Jede Biopsie birgt ein gewisses Risiko der Infektion oder Blutung. AuBerdem kann es durch die
Gewebeentnahme zu einem Funktionsverlust (zum Beispiel im Bereich der Stimmlippen zu einer
dauerhaften Heiserkeit) kommen. Der Therapiebeginn von bdsartigen Veranderungen kénnte in
Zukunft durch eine prazise ,in-vivo Diagnostik” mittels optischer Untersuchungstechniken zudem

beschleunigt werden.

Grundsatzlich lassen sich horizontale und vertikale optische Untersuchungsmethoden unterscheiden.
Mit horizontalen Techniken, wie dem Narrow Band Imaging (NBI) oder der kontrastverstarkten
Endoskopie des Storz Professional Image Enhancement Systems (SPIES), konnen groRere
Schleimhautoberflachen mit hoher Sensitivitat untersucht und Veranderungen aufgezeigt werden. Sie
eignen sich daher vor allem als Screeningmethode. Vertikale Verfahren dagegen, wie die konfokale
Laserendomikroskopie (CLE) oder die optische Koharenztomographie (OCT), ermoglichen eine
Einschatzung der Tiefenausdehnung und so eine genauere Beurteilung von auffalligen

Schleimhautbereichen.



Der obere Aerodigestivtrakt ist prinzipiell fir den Einsatz dieser Verfahren gut geeignet, da die
Schleimhaut in diesem Bereich — im Gegensatz zur duBeren Haut mit ihrer stark streuenden
Keratinschicht — glinstige optische Eigenschaften aufweist. Auferdem sind diese Regionen im
Vergleich zu anderen Gebieten wie dem Gastrointestinal- oder Tracheobronchialtrakt relativ gut
zuganglich. Trotzdem gibt es im Unterschied zu anderen medizinischen Fachbereichen bisher wenig
Evidenz zum Einsatz von optischen Methoden zur Krebsfriiherkennung im oberen Aerodigestivtraktim

Vergleich zur Routinediagnostik.

Originalarbeit:

Betz CS, Kraft M, Arens C, Schuster M, Pfeffer C, Riihm A, Stepp H, Englhard A, Volgger V. Optical

diagnostic methods for early tumour diagnosis in the upper aerodigestive tract: Quo vadis? HNO. 2016

2.1.1. Optische Kohdrenztomographie bei Tumoren des oberen Aerodigestivtrakts

Die optische Kohdrenztomographie (OCT) ist eine nicht-invasive optische Untersuchungstechnik, die
Nahinfrarotlicht benutzt, um vertikale Schnittbilder herzustellen und so eine Beurteilung der
horizontalen Gewebeschichtung zu ermdéglichen. Sie wird hdufig mit dem Ultraschall verglichen, da
beide Techniken auf dem Prinzip der Messung von Laufzeitunterschieden von applizierter und
detektierter Welle beruhen. Wahrend beim Ultraschall eine Schallwelle genutzt wird, arbeitet die OCT
mit einer elektromagnetischen Welle. Beide Verfahren zeigen &hnliche Bilder; die OCT verfiigt
allerdings lber eine deutlich hohere Auflésung von 2 bis 15 um — im Vergleich liegt diese beim
Ultraschall bei 0,15 bis 0,8 mm. Die OCT-Wellenlange bedingt die optische Eindringtiefe, da die Welle
jedoch das Gewebe auf dem Hin- und Riickweg transmittieren muss, ist die Detektions- also die
Sichttiefe fiir die OCT nur halb so groR wie die optische Eindringtiefe. Aufgrund der Gewebestreuung
im oberen Atemweg ist die Detektionstiefe auf maximal 2 mm beschrankt. Das ist fur die Bildgebung
von (prd)malignen Lasionen, welche nahe der Basalmembran in einer Tiefe von etwa 150 bis 600 um

entstehen, gerade ausreichend (Arens, 2007; Volgger, 2013).

Die OCT wird standardmaRig in der Augenheilkunde zur Darstellung der Retina benutzt. Auch die
Anwendung in der Kardiologie, Urologie und Gynéakologie ist beschrieben (Gallwas, 2011; Karl, 2010;
Zhou, 2010). Der Einsatz der OCT in der HNO ist weitgehend auf klinische Studien beschrankt. Sie
wurde bereits bei unterschiedlichsten Indikationen, wie der Diagnostik von Schilddriisenpathologien

(Sommerey, 2015; Yang, 2019), der Einschatzung des Schweregrades von oralen Mukositiden
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(Calantog, 2013) oder zur dreidimensionalen Rekonstruktion des Atemwegs (Jing, 2012; Volgger, 2015)
verwendet. |hr Hauptanwendungsgebiet stellt jedoch die Untersuchung von Dysplasien und Tumoren
der oberen Atemwege dar (Betz, 2013). Maligne Schleimhautverdnderungen kénnen mit der OCT
durch den Nachweis einer gestérten horizontalen Gewebeschichtung, einer erhéhten epithelialen
Dicke und — im Falle einer Invasivitdt — an einer durchbrochenen Basalmembran erkannt werden

(Burns, 2011; Just, 2009; Kraft, 2008; Wong, 2005).

Der Larynx ist mit seiner stabilen Struktur und seinem relativ diinnen Epithel besonders gut fiir eine
Untersuchung mit der OCT geeignet und zdhlt daher zu den am haufigsten untersuchten Bereichen des
oberen Aerodigestivtrakts. In den meisten Studien wurden die OCT-Sonden wahrend der
Mikrolaryngoskopie direkt auf die Pathologien gesetzt (Armstrong, 2006; Kraft, 2007, Wong, 2005).
Diese Vorgehensweise hat jedoch den Nachteil, dass durch die Komprimierung des Gewebes Artefakte
auftreten kdnnen. AuRerdem ist es nicht einfach, die OCT-Sonde und die fiir Biopsien benétigten
Mikroinstrumente gleichzeitig zu benutzen. Eine kontaktlose OCT-Untersuchung durch starre oder
flexible transnasale Endoskope wurde bereits vor Jahren beschrieben (Sepehr, 2008; Yu, 2009).
Allerdings stellt hier der variable Abstand zwischen Endoskop und Stimmlippenebene eine
Schwierigkeit in der Anwendung dar; zudem treten teilweise Bewegungsartefakte auf. Eine mogliche
Losung fiir diese Probleme konnte die Integration der OCT in ein Operationsmikroskop sein.
Vielversprechende Ergebnisse fiir eine Untersuchung des Larynx mit dieser Methode wurden

beschrieben (Just, 2009; Just, 2010; Vokes, 2008).

Bei der Beurteilung der OCT zur Untersuchung von Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes

konzentrierten wir uns auf folgende Fragestellungen:

- Ist es hilfreich, eine Mikrolaryngoskopie mit einer im Operationsmikroskop integrierten OCT
durchzufiihren?

- Ermoglicht das OCT-Mikroskop eine Differenzierung von benignen und malignen Tumoren des
Larynx?

- Koénnen auch pramaligne Lasionen richtig eingeschatzt werden?

In einer prospektiven Studie untersuchten wir 33 Patienten mit verschiedenen laryngealen
Pathologien mit Hilfe eines in einem Mikroskop integrierten OCT-Systems. Fiir die Mikrolaryngoskopie
benutzten wir ein herkémmliches Operationsmikroskop (HS Hi-R 1000G Haag-Streit Surgical GmbH,;
Wedel, Deutschland) mit einer integrierten OCT-Kamera (iOCT, Opto-Medical Technologies GmbH;
Libeck, Deutschland). Die intraoperativanhand der OCT-Bilder gestellte Diagnose wurde anschliefend
mit den histopathologischen Befunden der Raumforderungen verglichen. In unserer Studie erwies sich
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die Untersuchung mit dem OCT-Mikroskop trotz einer variablen Bildqualitat und einer
eingeschrankten Eindringtiefe als hilfreich fir die Differenzierung von Pathologien des Larynx.
Vorteilhaft war die simultane Darstellung von Mikroskop- und OCT-Bild auf einem Bildschirm (siehe

Abbildung 1 und 2).

Abbildung 1: Untersuchung eines Patienten mit einer Leukoplakie der Stimmlippe: In der Mitte findet sich
das mikroskopische Bild des Larynx und rechts die entsprechende OCT-Untersuchung des Areals (markiert
mit der bunten ,,Scanlinie” im mikroskopischen Bild). Im OCT ldsst sich unterhalb der Leukoplakie die
intakte Basalmembran erkennen. Aufserdem findet sich eine zusdétzliche, inhomogene, helle Schicht liber
dem Epithel (Hyperkeratose). Rechts sieht man die OCT-3-D-Aufnahme der linken Stimmlippe. Die
histologische Untersuchung zeigte eine Hyperkeratose (aus Lasers in Surgery and Medicine, Englhard et

al., 2017).

Durch die Anwendung des im Mikroskop integrierten OCT-Systems hatte der Operateur die
Moglichkeit, wahrend der Untersuchung chirurgische Instrumente zu verwenden, was bei der
Verwendung von sondenbasierten OCT-Systemen nur eingeschrankt moglich ist. Die Handhabung des
OCT-Mikroskops erwies sich in unserer Studie fiir HNO-Chirurgen mit ausreichender Erfahrung als
durchfiihrbar, wobei fiir eine gute Bildqualitit eine exakte Ausrichtung und eine gute Visualisierung
des zu untersuchenden Gebietes (idealerweise mit einem groRRen Laryngoskop) entscheidend waren.
Bei finf Patienten konnte durch eine schlechte Einstellbarkeit des Larynx keine OCT-Untersuchung
erfolgen. Die verbleibenden 28 Datensétze lieferten Schnittbilder der oberen Gewebeschichten bis zu

einer Tiefe von maximal 1,2 mm und durchschnittlich 0,6 mm.

Durch den Vergleich mit der Histologie zeigte sich, dass mit Hilfe des OCT-Mikroskops 94% der

gutartigen Raumforderungen und 80% der invasiven Karzinome wdhrend der Mikrolaryngoskopie



korrekt identifiziert wurden. Allerdings wurden nur 20% der pramalignen Ldsionen richtig eingeschatzt.
Die Untersuchung mit der OCT scheint den Schweregrad dieser Befunde zu {iberbewerten: die meisten
Dysplasien und Carcinomata in situ wurden falschlicherweise fiir invasive Karzinome gehalten. Auch
andere Studien beschreiben Schwierigkeiten bei der korrekten Identifikation von Dysplasien mit der
OCT (Armstrong, 2006; Kraft, 2008; Volgger, 2013). So kdnnen hyperkeratotische Lasionen die
Reflexion von Licht an der Oberfliche erhéhen und dadurch eine Beurteilung der tieferen
Epithelschichten erschweren. Stark hyperplastische Befunde kénnen durch die Dicke des Befundes die
Eindringtiefe der OCT lberschreiten, sodass die Basalmembran nicht dargestellt werden kann und so
der Eindruck entsteht, dass diese nicht mehr erhalten sei. Auch Ulzera, bei welchen per se eine Lasion

der Basalmembran besteht, kdnnen falschlicherweise als maligne interpretiert werden.

Abbildung 2: Untersuchung eines Patienten mit einer grofien Raumforderung der linken Stimmlippe. In der
Mitte findet sich das mikroskopische Bild des Larynx. Links zeigt sich die OCT-3-D-Aufnahme. Rechts sieht
man die entsprechende OCT-Aufnahme des untersuchten Gebiets: die epitheliale Dicke ist erhéht, die
horizontale Schichtung gestért und die Basalmembran nicht zu sehen. Das Areal wirkt zudem
hyperkeratotisch. Die histologische Untersuchung zeigte ein G2-Plattenepithelkarzinom (aus Lasers in

Surgery and Medicine, Englhard et al., 2017).

In unserer Studie fand sich im Vergleich zu den sondenbasierten OCT-Systemen teilweise eine
eingeschrankte Bildqualitdt der OCT-Aufnahmen. Durch den direkten Kontakt der Sonde mit dem
Gewebe steht fiir die Bildverarbeitung eine hohere Intensitat des remittierten Lichts zur Verflgung,
was zu einer geringeren Bildaufnahmezeit und einer besseren und stabileren Bildqualitat fiihrt (Vokes,
2008). Insgesamt erwies sich die im Operationsmikroskop integrierte OCT in unserer Studie als ein
nitzliches und vielversprechendes Hilfsmittel in der Diagnostik von laryngealen Pathologien, welches

aber natiirlich Biopsien als Goldstandard nicht ersetzen kann. Weitere Studien mit gréReren
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Patientenzahlen sind nétig, um den Nutzen fir den klinischen Alltag einzuschatzen. Es ist anzunehmen,
dass zukinftig die OCT nicht nur bei der Differenzierung von Pathologien des oberen Atemwegs,
sondern auch bei der Bestimmung von Tumorgrenzen und der Fihrung von Biopsieentnahmen in
weitldufigen Lasionen eingesetzt werden kénnte. So konnte die Anzahl der erforderlichen Biopsien —

und damit das Risiko fiir die Patienten und die Kosten fiir die Untersuchung — reduziert werden.

Zusammenfassend konnten die oben genannten Fragestellungen folgendermaRen beantwortet

werden:

- Eine Mikrolaryngoskopie mit einer im Operationsmikroskop integrierten OCT ist fir die
Untersuchung von Pathologien des Larynx hilfreich.

- 94% der gutartigen Raumforderungen und 80% der invasiven Karzinome konnten wahrend der
Mikrolaryngoskopie korrekt identifiziert werden.

- Nur 20% der pramalignen Lasionen konnten intraoperativ mittels der OCT richtig eingeschatzt

werden.

Originalarbeiten:

Volgger V, Arens C, Kraft M, Englhard AS, Betz CS. Optical coherence tomography for early diagnosis

of epithelial dysplasia and microinvasive carcinoma of the upper aerodigestive tract. HNO. 2016

Englhard AS, Betz T, Volgger V, Lankenau E, Ledderose GJ, Stepp H, Homann C, Betz CS. Intraoperative
assessment of laryngeal pathologies with optical coherence tomography integrated into a surgical

microscope. Lasers in Surgery and Medicine. 2017

2.1.2. Konfokale Laserendomikroskopie bei Tumoren des oberen Aerodigestivtrakts

Wie in der oben beschriebenen Studie bereits ausgefiihrt, ist die Identifikation von pramalignen
Lasionen mit der OCT schwierig, da diese durch die Zunahme der Dicke des Epithels ohne Durchbruch
der Basalmembran charakterisiert werden. Im klinischen Alltag ist es jedoch (iberaus wichtig, gutartige
Hyperplasien von pramalignen Lasionen abzugrenzen, weil diese unterschiedlich behandelt werden

mussen. Hier ware eine Methode, die eine zelluldre Auflésung bietet, wiinschenswert.



Eine solche optische Untersuchungstechnik ist die konfokale Laserendomikroskopie (CLE), die eine
zellulare Analyse des Gewebes in vivo und in Echtzeit wahrend einer Endoskopie ermoglicht (Goetz,
2011). Diese nicht-invasive Methode beruht auf Fluoreszenz, daher benétigt die CLE — anders als die
OCT — ein Fluorophor, um einen ausreichenden Kontrast fir die Bildgebung zu erzeugen. Fir die
intravendse Verwendung ist nur Fluorescein Isothiocynat (FITC) zugelassen. Es farbt die BlutgefaRe und
den interstitiellen Raum fiir bis zu 30 Minuten an, allerdings nimmt die Bildqualitat bereits nach acht
Minuten deutlich ab (Becker, 2008). Die CLE liefert Schnittbilder parallel zur Oberflache aus einer
Gewebetiefe von etwa 250 um mit einer axialen und lateralen Auflésung von bis zu 3 um (Dittberner,

2016).

Die CLE wird in der Gastroenterologie seit Jahren routinemaRig eingesetzt (Pilonis, 2022; Su, 2013).
Auch die Anwendung in der Pulmologie (Goorsenberg, 2020), Urologie (Zhang, 2022) und Gynakologie
(Degueldre, 2016) ist gut beschrieben. In der HNO wird die CLE bisher nicht in groBem Umfang
verwendet; es gibt vielversprechende Berichte (ber ihren Einsatz im Rahmen von Studien zur
Diagnostik von Tumoren des oberen Aerodigestivtrakts. So scheint sie sich zur Differenzierung
verschiedener Schleimhautldsionen (Goncalves, 2017; Haxel, 2010; Just, 2013; Nathan, 2014;
Pogorzelski, 2012; Shinohara, 2020; Sievert, 2022; Thong, 2012) und zum Aufzeigen von Tumorgrenzen

(Sievert, 2021) zu eignen.

Bei der Beurteilung der CLE zur Untersuchung von Tumoren des oberen Aerodigestivtrakts ergeben

sich folgende Fragestellungen:

Ist mit Hilfe der CLE eine Differenzierung von Hyperplasien und pramalignen Dysplasien

moglich?

- Ist eine Kombination der CLE mit der OCT zur Diagnostik von Lasionen des oberen Atemwegs
sinnvoll?

- Hat die CLE in Kombination mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern das Potential, maligne
Raumforderungen von gesunder Schleimhaut abzugrenzen?

- Ist eine Darstellung unterschiedlicher Gewebeschichten mit Hilfe verschiedener CLE-Sonden

moglich?

Die Differenzierung von Hyperplasien und pramalignen Dysplasien ist im klinischen Alltag von grofRer
Bedeutung. So missen einfache Hyperplasien haufig nicht weiter behandelt werden, wohingegen
maRig bis hochgradige Dysplasien reseziert werden sollten, da sich aus ihnen invasive Karzinome

entwickeln kénnen. Eine zuverlassige Unterscheidung dieser Lasionen ist mit der OCT nicht moglich,
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wenngleich lber die Messung der Epitheldicke, welche vom Normalgewebe bis hin zu Karzinomen
stetig zunimmt, der Schweregrad einer Dysplasie vermutet werden kann (Arens, 2007; Volgger, 2013).
Daher ware eine Kombination der OCT mit einer optischen Methode, die liber eine zelluldre Auflosung
verflgt, hier hilfreich. Wir untersuchten in einer prospektiven Studie die gemeinsame Anwendung von
OCT und CLE zur Beurteilung von Pathologien des oberen Atemwegs. In einem ersten Schritt wurden
Leuko- und Erythroplakien des Larynx mit der OCT (Niris 1300e Tissue Imaging System; Imalux
Corporation, Cleveland, OH, USA) beurteilt. Lasionen, die sich in der OCT wie normale Schleimhaut
oder invasive Karzinome darstellten, wurden ausgeschlossen. Die Befunde, welche in der OCT eine
normale Schichtung, aber eine erhohte Epitheldicke aufwiesen, wurden anschliefend mit der CLE
(probe-based (pCLE) “Cellvizio” system, Mauna Kea Technologies, Paris, Frankreich) nach intravendser
Gabe von FITC beurteilt. Insgesamt wurden 30 auffillige Befunde des Larynx wahrend der
Mikrolaryngoskopie mit der Kombination von beiden optischen Methoden untersucht. Intraoperativ
wurde so eine Diagnose gestellt, welche anschlieBend mit der Histopathologie der Befunde verglichen
wurde (siehe Abbildung 3). Bei dem Vergleich der Gewebebewertungen zeigte sich, dass mittels CLE
hochgradige Dysplasien in 10 von 10 Fallen (100%) richtig erkannt wurden. Allerdings wurden viele
Hyperplasien in ihrer Schwere (berschatzt: in 7 von 15 Fallen (46,7%) wurden sie irrtlimlich fiir

Dysplasien gehalten. Die Sensitivitdt des CLE-Verfahrens betrug 100%, die Spezifitat lediglich 40%.

Abbildung 3: Untersuchung einer Lésion der Stimmlippe. (A) Das OCT-Bild zeigt eine erhaltene horizontale
Schichtung, aber eine erhéhte epitheliale Dicke (OG: optische Liicke, E: Epithel, LP: Basalmembran). (B) pCLE-
Untersuchung der gesunden Gegenseite mit gleichmdifSig angeordneten, kleinen Zellen. (C) Das pCLE-Bild der
Stimmlippenpathologie zeigt ebenfalls gleichmdflig angeordnete, kleine Zellen, ergibt also keinen Hinweis auf
Malignitit. (D) Die histopathologische Untersuchung der entsprechenden Gewebebiopsie der

Stimmlippenldsion ergab eine epitheliale Hyperplasie (aus Head and Neck, Volgger et al., 2016).
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Zum Zeitpunkt unserer Studie gab es nur wenig Erfahrung mit dem Einsatz der CLE zur Diagnostik von
Tumoren im oberen Aerodigestivtrakt; einige Publikationen anderer Autoren beschreiben dhnliche
Ergebnisse (Abbaci, 2014; Haxel, 2010; Nathan, 2014; Pogorzelski, 2012; Thong, 2012). Die
Kombination von OCT und CLE scheint eine gute Methode fiir die Beurteilung von Pathologien des
Larynx zu sein, da sich beide Methoden erganzen. Die OCT erwies sich besonders hilfreich in der
Differenzierung zwischen invasiven und nicht-invasiven Lasionen, wohingegen die Unterscheidung
zwischen Hyperplasien und Dysplasien durch die CLE erleichtert wurde. Selbst bei einer geringen
Spezifitdt sind die Ergebnisse vielversprechend, da es aktuell keine anderweitige nicht-invasive
Methode gibt, die eine derartige Differenzierung ermdglicht. Flr eine Anwendung im klinischen Alltag
mussten allerdings noch einige methodische Probleme geklart werden. Bei manchen Fragestellungen
ware es wiinschenswert, Untersuchungen bei wachen Patienten durchfiihren zu kénnen, auch um
ihnen das Risiko einer Narkose zu ersparen. Das ist mit den verwendeten Systemen nicht machbar, so
dass die Anwendungsmoglichkeiten begrenzt sind. Mittlerweile gibt es Berichte Uber eine OCT-
Bildgebung an wachen Patienten wahrend der Phonation, die eine simultane Darstellung der Dynamik
der Stimmlippenschwingung und der Gewebeschichtung erlauben konnte (Sharma, 2021). Neue
Untersuchungen berichten zudem von vielversprechenden Ergebnissen zur Darstellung der Anatomie
des Atemwegs auf einer zellularen Ebene mittels einer mikroskopischen OCT (mOCT) (Kohlfaerber,

2022).

pCLE Sonde

Fokus mit unterschiedlicher
Eindringtiefe

,‘

/
1/
e

Gewebeprobe pCLE Bild Gewebeprobe Histologische
Untersuchung

Abbildung 4: Orientierung der CLE-Bilder und der histologischen Schnitte. Die CLE-Untersuchung zeigt
Bilder parallel zur Gewebeoberfidiche, wihrend die histopathologischen Schnitte vertikal zur Oberfléiche

orientiert sind. Die ungewohnte Ausrichtung erschwert die Interpretation der CLE-Bilder.
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Die Interpretation der CLE-Bilder scheint selbst fiir erfahrene Pathologen schwierig zu sein, da die
Schnitte parallel zur Gewebeoberflache orientiert sind (siehe Abbildung 4). Daher ist ein ldngerer

Lernprozess bei der Anwendung der CLE nétig.

Nachteilig ist zudem, dass fiir die CLE nur FITC als intravendses Kontrastmittel zugelassen ist.
Dieses farbt keine intrazelluldren Strukturen an. Daher stehen gangige Kriterien wie die Relation der
GréRen von Zellkern und Zelle fiir die Beurteilung der Bilder nicht zur Verfligung. AuRerdem besitzt
FITC keine Spezifitat flir Tumorgewebe; deswegen kann gesunde Schleimhaut von malignem Gewebe
nur anhand der Zellform und -gréRe unterschieden werden (Dittberner, 2016). Eine Méglichkeit, die
Einschrankungen der unspezifischen Anfarbung durch FITC zu lberwinden, ist die Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen tumorspezifische Antigene. So konnte die Unterscheidung
von normaler und neoplastisch verdnderter Schleimhaut vereinfacht werden. In einer weiteren
prospektiven Studie untersuchten wir, ob die CLE eine Antikérper-basierte Darstellung von malignen
Zellen erlaubt. Dazu wurden Antikorper gegen den Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) und
gegen das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil (EpCAM) benutzt. Beide Tumorantigene werden bei
verschiedenen Karzinomen, so auch bei Plattenepithelkarzinomen des oberen Atemwegs,
Uberexprimiert (Grandis, 1993; Imrich, 2012). AuRerdem dienen sie als prognostische Marker und sind
therapeutische Zielmolekiile (Baeuerle, 2007; Bonner, 2006). In der vorliegenden Studie wurden
Gewebeproben aus Plattenepithelkarzinomen des Pharynx und Larynx sowie aus gesunder
Schleimhaut (n=20) ex vivo mit FITC-markierten Antikérpern gegen EGF-R und EpCAM inkubiert und
mit der CLE (probe-based (pCLE) “Cellvizio” system, Mauna Kea Technologies, Paris, Frankreich)
untersucht. AnschlieBend wurden Gefrierschnitte aus den Praparaten gewonnen und
immunhistochemische Farbungen fir EGF-R und EpCAM angefertigt. Die Schnitte wurden dann mit
einem optischen Mikroskop und mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht und mit

den korrespondierenden CLE-Bildern verglichen.

Durch die topische Applikation der Biomarker war eine spezifische Farbung von Tumorzellen moglich.
Die CLE war schnell und einfach durchfiihrbar. Nach der Inkubation der Gewebeproben mit den
Antikorpern konnte bei der CLE-Untersuchung Fluoreszenz um runde Strukturen nachgewiesen
werden, die in Form und GroRe Zellen entsprechen kdnnten (siehe Abbildung 5). Im Tumorgewebe
fielen eine irregulare zelluldre Architektur sowie eine variable ZellgroRe auf. Die Abgrenzung von
gesunder zu maligne veranderter Schleimhaut war anhand dieser Kriterien schwierig, da auch das
gesunde Gewebe teilweise eine unregelmiRige Anordnung der Zellen aufwies. Im Vergleich zum
Tumorgewebe zeigte die gesunde Schleimhaut keine (EpCAM) oder eine reduzierte (EGF-R)
Fluoreszenz. Daher scheint bei dieser Methode die Beurteilung der Intensitdt der Fluorenszenz ein
besser geeigneter Parameter zur Unterscheidung von benignem und malignem Gewebe als die

Bewertung der Zellarchitektur zu sein. Zum Zeitpunkt unserer Studie gab es keine Berichte (iber den
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Nutzen der CLE zusammen mit Antikérpern gegen EpCAM. Eine Darstellung von anatomischen
Strukturen durch die Applikation von Antikérpern gegen EGF-R und VEGF (vascular endothelial groth
factor) wurde in der Gastroenterologie bereits beschrieben (Foersch, 2010; Goetz, 2010; Liu, 2013).
Ahnlich wie in unserer Studie erfolgte die Differenzierung von gesunder und bdosartig verdnderter

Schleimhaut anhand der Intensitat der Fluoreszenz in der CLE-Untersuchung.

Abbildung 5: Untersuchung eines Hypopharynxkarzinom G3 p16 — mit pCLE-Sonden mit unterschiedlicher

Eindringtiefe, Fidrbung mit EpCAM Antikérper. (A) Histologischer Schnitt, (B) entsprechende Untersuchung
mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop, (C) pCLE Bild, (= ) ungeféihre Eindringtiefe der pCLE Sonde

(abgewandelt aus Journal of Biophotonics, Englhard et al., 2017).

Durch die Verwendung unterschiedlicher CLE-Sonden mit wechselnder Fokustiefe war in unserer
Arbeit eine Bildgebung von verschiedenen Schichten bis zu einer Detektionstiefe von 70 um moglich
(siehe Abbildung 6). Diese Detektionstiefe war fiir unser Studiendesign ausreichend, stellt jedoch eine
bedeutende Einschrankung der Anwendungsmoglichkeiten der Methode dar. Auch wenn das
Fluoreszenzmuster eine klare Unterscheidung zwischen Tumoren und gesunder Schleimhaut zulassen
wirde, kann durch die eingeschriankte CLE-Detektionstiefe eine eventuelle Invasion tieferer
Gewebeschichten durch die CLE nicht dargestellt werden. Eine mogliche Losung fir dieses Problem
ware eine direkte Anwendung der CLE in der Resektionshdhle nach makroskopischer Tumorentfernung
(Abbaci, 2015; Sievert, 2021). So kénnten mittels CLE residuale maligne Zellen aufgespurt und so der
Resektionsstatus, das chirurgische Ergebnis und somit die Prognose der Patienten verbessert werden.
Eine weitere neuere Untersuchung bestatigt das Potential der CLE in Verbindung mit EGF-R-

Antikorpern zur Resektionsrandkontrolle (Watermann, 2019).
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Abbildung 6: pCLE-basierte Darstellung eines EGF-R- und EpCAM-positiven Plattenepithelkarzinoms. (A)
Die Proben des Plattenepithelkarzinoms wurden ex-vivo mit Isotype-Kontrolle, EGF-R- oder EpCAM-
Antikérper inkubiert. (B) AnschliefSende Untersuchung der Gewebeproben mit verschiedenen pCLE-Sonden

mit unterschiedlicher Detektionstiefe (aus Journal of Biophotonics, Englhard et al. 2017).

Zusammenfassend konnten die oben genannten Fragestellungen folgendermaBen beantwortet

werden:

- Die CLE ist fur die Differenzierung von Hyperplasien und pramalignen Dysplasien hilfreich:
mittels CLE wurden hochgradige Dysplasien in 10 von 10 Fallen (100%) richtig erkannt.
Allerdings wurden viele Hyperplasien in ihrer Schwere Uberschatzt: in 7 von 15 Fallen (46,7%)
wurden sie irrtiimlich fur Dysplasien gehalten.

- Die Kombination von OCT und CLE scheint eine gute Methode fiir die Beurteilung von
Pathologien des Larynx zu sein, da sich beide Methoden erganzen. Die OCT erwies sich
besonders hilfreich in der Differenzierung zwischen invasiven und nicht-invasiven Lasionen,
wohingegen die Unterscheidung zwischen Hyperplasien und Dysplasien durch die CLE
erleichtert wurde. Selbst bei einer geringen Spezifitat sind die Ergebnisse vielversprechend, da
es aktuell keine andere nicht-invasive Methode gibt, die eine derartige Differenzierung

ermoglicht.
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- Die CLE in Kombination mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern zeigte im Tumorgewebe
Fluoreszenz um runde Strukturen, die Zellen entsprechen kénnen. Bei der Untersuchung von
gesunder Schleimhaut fand sich keine oder eine reduzierte Fluoreszenz. Die Abgrenzung von
gesunder zu maligne veranderter Schleimhaut war anhand der Bewertung von Zellarchitektur
und -gréRe schwierig, da auch das gesunde Gewebe teilweise eine unregelmafige Anordnung
der Zellen aufwies. Daher konnte bei dieser Methode die Beurteilung der Intensitat der
Fluoreszenz ein besser geeigneter Parameter zur Unterscheidung von benignem und
malignem Gewebe als die Bewertung der Zellarchitektur zu sein.

- Durch die Verwendung unterschiedlicher CLE-Sonden mit wechselnder Fokustiefe war eine

Bildgebung von verschiedenen Schichten bis zu einer Detektionstiefe von 70 um méglich.

Originalarbeiten:

Volgger V, Girschick S, lhrler S, Englhard AS, Stepp H, Betz CS. Evaluation of confocal laser
endomicroscopy as an aid to differentiate primary flat lesions of the larynx: A prospective clinical study.

Head and Neck. 2016

Englhard AS, Palaras A, Volgger V, Stepp H, Mack B, Libl D, Gires O, Betz CS. Confocal laser
endomicroscopy in head and neck malignancies using FITC-labeled EpCAM- and EGF-R-antibodies in

cell lines and tumor biopsies. Journal of Biophotonics. 2017

2.1.3. Narrow Band Imaging bei Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes

Dysplasien und Karzinome des oberen Atemwegsbereichs zeigen neben epithelialen Auffalligkeiten
auch typische GefaRverdanderungen. Durch die Proliferation von bestehenden GefaRRen entsteht eine
charakteristische Neoangiogenese. So kommt es zu einem Umbau des oberflachlichen Kapillarnetzes
und der subepithelialen GefdaRe. Mit steigendem Grad der Dysplasie entwickeln sich immer gréRere
Veranderungen der GefaRarchitektur (Sharma, 2005). Diese kdnnen mit Hilfe von optischen Methoden

wie dem Narrow Band Imaging (NBI) dargestellt werden (Puxeddu, 2015).

Das NBI ist ein bildgebendes Verfahren fir die endoskopische Diagnostik, welches das Licht auf zwei
schmale Wellenldangenbander im blauen und griinen Anregungsbereich reduziert (Arens, 2016). Bei
diesen Wellenldangen wird das Licht vom Hamoglobin absorbiert, so dass die BlutgefdaRe sehr dunkel

und kontrastiert erscheinen. So konnen (sub)epitheliale GefdBveranderungen, die fir die
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Transformation von normalem zu entartetem Gewebe typisch sind, dargestellt werden. Das NBI kann
daher sowohl fiir die Differenzierung von Schleimhautverdnderungen als auch fir die Bestimmung
ihrer Ausdehnung eingesetzt werden. Da die Methode nicht nur mit starren, sondern auch mit flexiblen
Endoskopen verwendet werden kann, eignet sie sich auch fir die ambulante Untersuchung von

wachen Patienten.

Das NBI besitzt ein grofRes Potential zur Fritherkennung von HNO-Tumoren und deren Vorstufen
(Bertino, 2015; Piazza, 2010; Stanikova, 2017). Bei malignen Verdnderungen der Schleimhaut
entstehen sogenannte ,thick dark spots”, dunkle Flecken aus intraepithelialen Kapillarschlingen.
Zudem scheinen mittels NBI auch postoperative oder postradiogene Veranderungen zuverlassig von
Rezidiven unterschieden werden zu kdnnen (Piazza, 2010; Piazza, 2011). 2011 beschrieben Ni et al. ein
Klassifikationssystem fiir Pathologien des Larynx, in welchem Typ |-V Lasionen unterschieden werden
(Ni, 2011). Die Typen I-IV entsprechen hier gutartigen Veranderungen und der Typ V (der wiederum in
die Typen Va bis Vc unterteilt werden kann) hochgradigen Dysplasien (Va) oder Karzinomen (Vb und
Vc). Typ V-Lasionen werden durch das Vorhandensein von intraepithelialen Kapillarschlingen
charakterisiert. Mittlerweile gibt es ein weiteres Klassifikationssystem der europdischen
laryngologischen Gesellschaft, welches horizontale (hinweisend auf benigne Veranderungen) und
vertikale (malignitatsverdachtige) GefdRalterationen unterscheidet (Arens, 2016). Eine weitere
Differenzierung der malignitatsverdachtigen Lasionen ist mit Hilfe des NBIs allerdings schwierig, so

dass oft keine Aussage Uber eine mogliche Invasivitat getroffen werden kann.

Bei der Beurteilung der NBI-Methode zur Untersuchung von Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes

konzentrierten wir uns auf folgende Fragestellungen:

- Konnen mit Hilfe des NBIs benigne, dysplastische und maligne Raumforderungen differenziert
werden?

- Ist eine Kombination des NBIs mit anderen Methoden, wie zum Beispiel der
Hochgeschwindigkeits-Videoglottographie (HGV), sinnvoll?

- Konnen so malignitatsverdachtige Lasionen weiter differenziert werden?

- Verbessern sich die Spezifitat und Sensitivitat der Methoden durch eine Kombination?

- Sind die Methoden auch bei wachen Patienten anwendbar?

Zur Klarung dieser Fragestellung evaluierten wir die Kombination aus NBI und einer funktionellen
Methode, der Hochgeschwindigkeits-Videoglottographie (HGV), zur Beurteilung glottischer Lasionen.
Die endoskopische HGV kann — so wie das NBI — bei wachen Patienten verwendet werden und erlaubt

Uber eine Analyse der Schwingungsfahigkeit der Stimmlippen eine Differenzierung verschiedener
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Pathologien (Unger, 2015). Vor allem eignet sich die Methode zur Unterscheidung von dysplastischen
Lasionen und invasiven Karzinomen (Unger, 2016) und scheint daher eine gute Ergdnzung zum NBI

darzustellen.

In einer prospektiven Studie untersuchten wir 41 Raumforderungen des Larynx mit der Kombination
aus NBI und HGV an wachen Patienten (siehe Abbildung 7). Bei 28 dieser Raumforderungen handelte
es sich um sogenannte primare Lasionen, also Auffalligkeiten bei Patienten ohne Vorgeschichte einer
laryngealen Pathologie. AnschlieRend wurde die vermutete Diagnose mit dem histopathologischen
Befund aus entsprechenden Gewebebiopsien verglichen. Das NBI-System (Evis Exera Il System,
Olympus Optical Co., Ltd, Tokyo, Japan) wurde mit einem flexiblen Nasolaryngoskop und das HGV-
System (HRES Endocam 5562 High-Speed Videa System and Laryngoscope, Richard Wolf GmbH,
Tuttlingen) mit einem starren 70° Larnygoskop benutzt. Die Kombination der beiden Verfahren erwies
sich bei den primaren Pathologien als hilfreich fir die Differenzierung von gutartigen, pramalignen und
malignen Verdnderungen und Ubertraf die Vorhersagegenauigkeit der einzelnen Methoden
(Sensitivitat und Spezifitat flir HGV und NBI in Kombination 100% und 85,7%). Fiir das NBI alleine lagen
Sensitivitat und Spezifitat bei 100% und 81%, wohingegen sie bei der HGV 100% und 84,2% betrugen.

Abbildung 7: Weiflicht- (a), NBI-Bild (b) und Kymogramm (c) eines Patienten mit einem mikroinvasiven
Karzinom der linken Stimmlippe. Im NBI (b) zeigen sich irreguldre Geféfsschlingen (Ni Typ Vb). Die HGV (c)
zeigt, dass die betroffene Stimmlippe die Mittellinie vor der Gegenseite erreicht (aus Lasers in Surgery and

Medicine, Volgger et al., 2017)

Sekundare Lasionen waren sowohl mittels HGV als auch mit dem NBI schwieriger zu beurteilen. Griinde
hierflr kénnten die nach einer Operation bestehende Narbenbildung sein, die sowohl zu Veranderung
des Schwingungsverhaltens als auch der Vaskularisation flihren konnen. Betrachtet man priméare und
sekundare Ldsionen zusammen, erzielte die HGV alleine eine bessere Spezifitat als die Kombination
der Verfahren bei gleichbleibend hoher Sensitivitat. Das NBI zeigte vor allem fiir die Detektion von

frihmalignen Pathologien vielversprechende Ergebnisse mit hoher Sensitivitit und negativem
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pradiktivem Wert, dhnlich zu Beobachtungen anderer Autoren (Kraft, 2016; Piazza, 2011). Die
Spezifitat in der Differenzierung zwischen benignen, pramalignen und invasiven Lasionen lag fiir das
NBI bei 79,4% und war damit etwas geringer als die ausgezeichnete Sensitivitat. Griinde dafiir kénnten
sein, dass alle Typ V-Lasionen als invasives Karzinom gewertet wurden. Moglicherweise konnte es
sinnvoll sein, diese Pathologien in Zukunft mit Hilfe der HGV weiter in solche mit — im Vergleich zur
gesunden Gegenseite — langsamerer bzw. simultaner oder schnellerer bzw. fehlender
Stimmlippenschwingung in der HGV in hochgradige Dysplasien oder invasive Karzinome zu unterteilen.
Das NBI hat zudem das Potential, mehr pathologische Befunde zu erkennen als die reine
Weilllichtendoskopie sowie Tumorgrenzen besser aufzuzeigen. Daher wird es mittlerweile auch in den
Leitlinien als mogliche ergidnzende Methode in der Tumornachsorge von Osophagus- und
Larynxkarzinomen empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2018,

2019)

Zusammenfassend zeigte sich in unserer Studie, dass sich NBl und HGV gut ergénzen. Beide Methoden
erwiesen sich als hilfreich bei der Diagnostik von glottischen Pathologien. Hierbei konnte das NBI als
Screening-Verfahren eingesetzt werden, um Hochrisikoldasionen zu erkennen. Auch eine
computergestiitzte Analyse von NBI-Aufnahmen zur objektiven Beurteilung von Pathologien ist in
Zukunft denkbar (Mascharak, 2018). Die HGV koénnte dann eine weitere Unterscheidung dieser
Hochrisikoldsionen in Dysplasien und invasive Karzinome erleichtern. Ein groBer Vorteil beider

Methoden ist, dass sie an wachen Patienten angewendet werden kénnen.

Die oben genannten Fragestellungen konnten folgendermalRen beantwortet werden:

- Das NBI zeigt fiir die Detektion von friihmalignen Pathologien vielversprechende Ergebnisse
mit hoher Sensitivitat.

- Die HGV kann eine weitere Unterscheidung dieser Hochrisikoldsionen in Dysplasien und
invasive Karzinome erleichtern

- Das NBI und die HGV scheinen sich gut zu erganzen. Die Kombination der beiden Verfahren
erwies sich bei den primaren Pathologien als hilfreich fiir die Differenzierung von gutartigen,
pramalignen und malignen Veranderungen und Ubertraf die Vorhersagegenauigkeit der
einzelnen Methoden.

- Von Vorteil ist, dass beide optischen Verfahren an wachen Patienten angewendet werden

kénnen.
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Originalarbeit:

Volgger V, Felicio A, Lohscheller J, Englhard AS, Al-Muzaini H, Betz CS, Schuster M. Evaluation of the
combined use of narrow band imaging and high-speed imaging to discriminate laryngeal lesions. Lasers

in Surgery and Medicine. 2017
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2.2. Anwendung von optischen Untersuchungsmethoden bei Erkrankungen von Nase

und Nasennebenho6hlen

2.2.1. ,Storz Professional Image Enhancement System” (SPIES) bei Erkrankungen der Nase und der

Nasennebenhohlen

Die Mehrzahl der Patienten mit bosartigen Tumoren der Nasennebenhdhlen stellt sich erst in einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium vor (Turner, 2012). Die anatomische Nahe zu Schadelbasis, Hirn,
Augenhohle und Auge, Arteria carotis interna und Sinus cavernosus macht bei ausgedehnten
Prozessen die vollstindige Resektion im Gesunden schwierig. AuBerdem sind groRere
Sicherheitsabstande oder eine en-bloc Resektion aus technischen Griinden oft nicht méglich, was das
Risiko einer unvollstandigen Tumorentfernung erhoht. Aufgrund des dreidimensionalen Wachstums
kann es zudem sogar intraoperativ schwierig sein, die Grenzen von nasalen Pathologien zu erkennen
(Llorente, 2014). Diese Tatsachen und die haufigen lokalen Rezidive flihren zu einer meist sehr
schlechten Prognose (Bossi, 2016). Eine friihzeitige Diagnose und Behandlung dieser Tumoren und
ihrer Vorlauferformen kénnte die Lebenserwartung der betroffenen Patienten deutlich verbessern.
Eine Untersuchungsmethode, die eine Beurteilung der oberflachlichen Ausdehnung sinonasaler

Tumoren wiahrend der Endoskopie erlaubt, ware daher sehr hilfreich.

Eine solche Methode kénnte das ,Storz Professional Image Enhancement System® (SPIES) sein. Das
SPIES ist eine digitale Nachbearbeitungstechnik, die eine spektrale Trennung des aufgezeichneten
Breitspektrumlichts ermoglicht. Diese Separation entsteht anhand von Algorithmen innerhalb des
Systems, so dass die Bildakquise mit normalem Weilicht erfolgen kann. Das SPIES verstarkt die
Darstellung der Schleimhautoberfliche und der subepithelialen GefdRe und liefert zusatzlich zum
Weilllichtbild verschiedene spektrale Modi, die den Bildkontrast, die Scharfe und die Helligkeit
optimieren sollen. Ahnlich wie beim NBI liegt der Fokus dieser optischen Methode auf der Abbildung
der oberflachlichen GefdBverdanderungen durch die Neoangiogenese (Puxeddu, 2015). Beide
Techniken erzielen vergleichbare Ergebnisse bei der Erkennung von GefdBmustern (Eckel, 2021;
Puxeddu, 2015; Stanikova, 2018). Die intraoperative Anwendung des SPIES ist einfach, da es mit den

starren Standard-Endoskopen verwendet werden kann.

Das SPIES wird in der Urologie zum Beispiel bei der Untersuchung von Blasenkarzinomen verwendet
(Mari, 2018; Schubert, 2017). Auch ein Einsatz des Systems in der Gynakologie (Calzolari, 2017) und
der Allgemeinchirurgie (Pamudurthy, 2020) ist beschrieben. Bisher gibt es wenig Erfahrungen im HNO-

Bereich, aber einige Berichte beschreiben vielversprechende Ergebnisse bei der Untersuchung von
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Raumforderungen des Larynx oder des Pharynx mit Hilfe des SPIES (Abdullah, 2020; Carta, 2016;
Stanikova, 2018). Zum Zeitpunkt unserer Untersuchung gab es keine Berichte tber den Einsatz dieser

optischen Methode bei Erkrankungen der Nase und Nasennebenhdhlen.

In der Beurteilung des SPIES bei Erkrankungen der Nase und Nasennebenhdhlen ergaben sich folgende

Fragestellungen:

- Koénnen mit dem SPIES nasale Pathologien dargestellt werden?

- Kann das SPIES gesunde Schleimhaut von benignen oder malignen Tumoren abgrenzen?

- Kann mit Hilfe dieser Technik die Vaskularisation verschiedener Raumforderungen
eingeschatzt werden?

- Erleichtert es die intraoperative Differenzierung verschiedener nasaler Pathologien?

- Ist die Methode hilfreich bei der Beurteilung ihrer Ausdehnung?

In einer prospektiven Studie beschrieben wir erstmals den Einsatz des SPIES zur Beurteilung nasaler

Pathologien.

Abbildung 8: Endoskopische Bilder verschiedener Pathologien der Nase und der Nasennebenhdhlen: Die
Aufnahmen erfolgten mit einer 2D-HD-Kamera mit Weiflicht alleine (links) oder mit Weiflicht und SPIES
(rechts). Erste Reihe: Antrochoanalpolyp. Zweite Reihe: chronische Rhinosinusitis mit Nasenpolypen
(Polyposis nasi). Dritte Reihe: invertiertes Papillom (aus American Journal of Otolaryngology, Englhard et

al., 2022)
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37 Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen der Nase oder der Nasennebenhohlen unterzogen
sich einer endoskopischen Nasennebenhohlenoperation mit einer 2D-HD-Kamera mit WeiRlicht und
SPIES (KARL STORZ GmbH & Co., Tuttlingen, Germany). Die Benutzung des SPIES war einfach und
verldngerte die Operation nicht. Die Beurteilung von Schleimhautbefunden war leichter als mit der
reinen WeiRlichtendoskopie (siehe Abbildung 8). Ahnliche Ergebnisse gibt es fiir laryngeale und
pharyngeale Tumoren: hier verbessert die Anwendung des SPIES die Sensitivitdt und Spezifitat der
endoskopischen Untersuchung (Abdullah, 2020; Eckel, 2021; Stanikova, 2018). AuRerdem erleichterte
die Methode in unserer Studie die Differenzierung von verschiedenen nasalen Raumforderungen, die
Beurteilung ihrer Ausdehnung sowie die Abgrenzung von gesunder und veranderter Schleimhaut

(siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vergleich der wéhrend der endoskopischen Nasennebenhéhlenoperationen aufgenommenen
Bilder mittels einer 2D-HD-Kamera mit Weifllicht alleine und mit WeifSlicht + SPIES. Jedem Parameter
wurde ein Wert auf einer Skala von 1 bis 7 gegeben, wobei 4 keinen Unterschied zwischen SPIES und den
Vergleichsbedingungen bedeutete. Es werden jeweils die Durchschnittwerte bei der Beurteilung von
gesunder Schleimhaut, Polyposis nasi und nasalen Schleimhauttumoren angegeben. Es findet sich eine
verbesserte Beurteilbarkeit der Tumorausdehnung und -grenzen sowie der Vaskularisierung vor allem bei
Schleimhauttumoren. *p < 0,05 (Kruskal-Wallis und post-hoc Dunn’s Test), **p < 0,001 (Mann-Whitney-

Test) (aus American Journal of Otolaryngology, Englhard et al., 2022).

Besonders hilfreich schien das System bei hoch vaskularisierten Neubildungen, wie Hamangiomen

oder Schleimhautmelanomen (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Endoskopische Bilder verschiedener Pathologien der Nase und der Nasennebenhéhlen: Die
Aufnahmen erfolgten mit einer 2D-HD-Kamera mit Weifllicht alleine (links) oder mit Weifslicht und SPIES
(rechts). Erste Reihe: Hédmangiom. Zweite Reihe: Adenokarzinom. Dritte Reihe: multilokuléres
Schleimhautmelanom. In der Untersuchung mit SPIES findet sich insgesamt ein verstdrkter Kontrast und
eine verbesserte Beurteilbarkeit der Vaskularisierung, Ausdehnung und der Grenzen der verschiedenen
Raumforderungen. Besonders hervorzuheben ist, dass mit Hilfe des SPIES im Weifslicht kaum sichtbare
Melanomanteile an der mittleren Nasenmuschel und auf dem Nasenseptum (Pfeile) gut erkannt werden

kénnen (aus American Journal of Otolaryngology, Englhard et al., 2022).

Ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen anderer Publikationen war nicht moglich, da es zum
Zeitpunkt unserer Studie keine anderen Untersuchungen zur Anwendung des SPIES bei Erkrankungen
der Nase und Nasennebenhéhlen gab. Allerdings ist fir das NBI, das fiir die Erkennung von
GefdalRmustern vergleichbare Ergebnisse wie das SPIES liefert, ebenfalls die sichere Identifizierung und
Abgrenzung von nasalen Tumoren beschrieben (Bruno, 2021; Fan, 2021; Petersen, 2017; Torretta,
2013). Daher wird von manchen Autoren ein genereller Einsatz des NBIs bei allen endoskopischen
Untersuchungen der nasalen Schleimhaut, vor allem aber wahrend groBer Tumoroperationen,

empfohlen (Petersen, & Kjaergaard, 2017; Torretta, 2013).

Mit der oben beschriebenen Untersuchung konnten wir zeigen, dass das SPIES sich fiir die Evaluation
von Erkrankungen der Nase und der Nasennebenhohlen eignet. Mittlerweile gibt es weitere Studien
zur Anwendung des SPIES in der Nase (Li, 2021; Zainea, 2022). So erwies sich die Technik als hilfreich

bei der Diagnose und Therapie von invertierten Papillomen (Li, 2021) und der Mukormykose (Zainea,
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2022). Wir glauben, dass verbesserte bildgebende Verfahren mit implementierter spezifischer
Kontrastverstarkung wie das SPIES in Zukunft eine niitzliche Methode zur intraoperativen Beurteilung
nasaler Pathologien und ihrer Ausdehnung sein konnen und so die Rate an vollstandigen

Tumorresektionen verbessert werden kann.

Zusammenfassend konnten die oben genannten Fragestellungen folgendermaRen beantwortet

werden:

- Die Beurteilung der nasalen Schleimhaut war durch die Anwendung des SPIES leichter als mit
der reinen WeiRlichtendoskopie.

- Die Methode erleichterte die intraoperative Differenzierung verschiedener nasaler
Pathologien, die Beurteilung ihrer Ausdehnung sowie die Abgrenzung von gesunder und
verdnderter Schleimhaut.

- Esfand sich eine verbesserte Beurteilbarkeit der Vaskularisierung. Besonders hilfreich schien
das System daher bei hoch vaskularisierten Neubildungen, wie Hadmangiomen oder

Schleimhautmelanomen.

Orginalarbeit:

Englhard AS, Ledderose C, Volgger V, Ledderose GJ. Evaluation of an image enhancement system for

the assessment of nasal and paranasal sinus diseases. American Journal of Otolaryngology. 2022

2.2.2. Optische Kohdrenztomographie bei Erkrankungen der Nase

In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde wurde die OCT bisher hauptsachlich zur Untersuchung der
Gewebestruktur von Dysplasien oder fortgeschrittenen Tumoren der oberen Atemwege eingesetzt
(Betz, 2013). Eine Variante der konventionellen OCT, die long-range-OCT (LR-OCT) kann jedoch auch
als optischer Abstandsmesser verwendet werden und so die Anatomie von Hohlorganen darstellen
(Armstrong, 2003). Die LR-OCT kann strukturelle Bilder sowie dreidimensionale Modelle des oberen
Atemwegs erstellen und Lumenveranderungen zuverldssig abbilden (ling, 2012; Lazarow, 2015;

Volgger, 2015).

Eine Nasenatmungsbehinderung wird haufig durch einen Kollaps der inneren Nasenklappe verursacht

(Murakami, 2004; Rhee, 2010). Bisher gibt es keinen Goldstandard fiir die Beurteilung einer
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eventuellen Dysfunktion der Nasenklappe, da die bisher vorgeschlagenen Techniken entweder
subjektiv, schlecht reproduzierbar oder sehr aufwandig sind (Ishii, 2013). Daher wird die Diagnhose
normalerweise anhand der Anamnese des Patienten und der korperlichen Untersuchung gestellt,
wobei auch eine Endoskopie der Nase hilfreich sein kann. Aufgrund der Haufigkeit dieser Erkrankung
ware jedoch eine objektive und zuverlassige Diagnosemethode von groBem Vorteil. Da die OCT — wie
oben beschrieben — die Anatomie von Hohlorganen darstellen kann, scheint sie hervorragend

geeignet, den Winkel und den Querschnitt der inneren Nasenklappe zu bestimmen.

In der Beurteilung der OCT bei Erkrankungen der inneren Nasenklappe bearbeiteten wir folgende

Fragestellungen:

- Ist mit Hilfe der OCT eine Darstellung der inneren Nasenklappe moglich?

- Koénnen Winkel und Querschnitt der Nasenklappe mittels OCT zuverladssig gemessen werden?

- Konnen auch GréRenverdnderungen abgebildet werden?

- Fihrt die Applikation eines abschwellenden Nasensprays zu einer durch die OCT darstellbaren
VergroRerung des Winkels oder des Querschnitts des Nasenklappenbereichs?

- Ab welcher Reduktion des Winkels oder des Querschnittes kommt es zu einer subjektiven
Nasenatmungsbehinderung?

- Konnen auch Verdnderungen der Nasenklappe bei forcierter Inspiration durch die OCT

dargestellt werden?

In zwei prospektiven Studien beschrieben wir erstmalig den Einsatz der LR-OCT zur Darstellung der
inneren Nasenklappe. Dazu untersuchten wir 32 nasale Atemwege von 16 gesunden Individuen und
bestimmten so den Winkel und die Querschnittsflache der Nasenklappe. Dafiir wurde eine OCT-Sonde
mit Hilfe eines Spekulums bis in den Nasopharynx vorgeschoben (siehe Abbildung 11). Von dort wurde
die Sonde entlang des Nasenbodens zurlickgezogen. Die Bildakquisition begann im Nasopharynx und

endete aulRerhalb des Naseneingangs.
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Abbildung 11: Versuchsaufbau der OCT-Messung der inneren Nasenklappe (abgewandelt aus
Laryngoscope, Englhard et al., 2016)

AnschlieBend wurden die Bilder analysiert und der Nasenklappenbereich anhand des anterioren Endes
der unteren Nasenmuschel und des Septums identifiziert (siehe Abbildung 12). In der ersten Studie
wurden die OCT-Bilder der Nasenklappe mit entsprechenden Aufnahmen eines flexiblen Endoskops
verglichen. Die OCT-Untersuchung war schnell und einfach durchfiihrbar und wurde auch ohne lokale
Betaubung gut toleriert. Die Werte des Winkels und der Querschnittsflaiche der Nasenklappe waren
reproduzierbar und korrelierten gut mit Ergebnissen aus anderen Studien (Bloom, 2012; Poetker,

2004; Shaida, 2000).
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Abbildung 12: OCT-Aufnahme einer linken Nasenklappe. (A) Die Nasenklappe wurde anhand des
anterioren Endes der unteren Nasenmuschel identifiziert. (B) Der Winkel der Nasenklappe wurde zwischen
dem Septum und der lateralen Nasenwand gemessen. (C) Die Querschnittsfliche wurde bestimmt (aus

Laryngoscope, Englhard et al., 2016)

Die Untersuchung mit der flexiblen Endoskopie ergab ahnliche Nasenklappenwinkel wie die OCT,
allerdings war sie deutlich weniger gut reproduzierbar (siehe Abbildung 13). Die nasale Endoskopie ist

neben der korperlichen Untersuchung die einzige weithin anerkannte Methode zur Diagnose von
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Erkrankungen der Nasenklappe (Ishii, & Rhee, 2013). Sie wird jedoch als subjektiv und wenig prazise
beschrieben (Rhee, 2010). Dagegen scheint die OCT ein verldssliches Instrument zur Darstellung der

inneren Nasenklappe zu sein.
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Abbildung 13: Endoskopische und OCT-gestiitzte Bestimmung des Winkels (in °) von acht Nasenklappen.
Die Prdzision der Messmethode wurde mit Hilfe des Variationskoeffizienten fiir n = 5 wiederholte
Messungen fiir jede Nasenseite von n = 16 Individuen bestimmt. Es fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Methoden beziiglich des durchschnittlichen Werts des Nasenklappenwinkels
(p = 5,778, paired t-Test), aber ein statistisch signifikanter Unterschied der Testprdzision (p < 0,001, paired

t-Test) (aus Laryngoscope, Englhard et al., 2016).

In der zweiten Studie konnten GroRenveranderungen im Nasenklappenbereich durch die OCT
zuverlassig dargestellt werden: dhnlich wie in anderen Berichten (Grymer, 1995; Roithmann, 1995;
Shaida, & Kenyon, 2000) fanden sich nach Applikation eines abschwellenden Nasensprays eine
Zunahme sowohl des Winkels als auch der Querschnittsflache der Nasenklappe (siehe Abbildung 13

und 14).

Abbildung 13: OCT-Aufnahmen einer rechten Nasenklappe: links: im Normalzustand, Mitte links: bei

forcierter Inspiration, Mitte rechts: wéhrend externem Druck lber der Nasenklappe, rechts: nach

Applikation von abschwellenden Nasenspray (aus Laryngoscope, Englhard et al., 2018)
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Eine Reduktion des Nasenklappenwinkels um 4,2° korrelierte mit dem subjektiven Beginn einer
Nasenatmungsbehinderung. Auch die Querschnittsflache der Nasenklappe war zu diesem Zeitpunkt
signifikant verkleinert. Vergleichbare Ergebnisse zeigten andere Studien mit Hilfe der akustischen

Rhinomanometrie (Grymer, 1995; Roithmann, 1995) oder Computertomographie (Bloom, 2012;
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Abbildung 14: Mit der OCT bestimmter Winkel (links) und Querschnittsfldche (rechts) der Nasenklappe.
Jeweils im Normalzustand, bei forcierter Inspiration, wihrend externem Druck (iber der Nasenklappe sowie
nach Applikation von abschwellendem Nasenspray, bei forcierter Inspiration nach Applikation von
abschwellendem Nasenspray und wdhrend externem Druck (iber der Nasenklappe nach Applikation von
abschwellendem Nasenspray (von links nach rechts). *: p < 0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit anschliefsSendem

Dunn Test) (aus Laryngoscope, Englhard et al., 2018).

Nachteilig ist, dass das in unserer Untersuchung benutzte OCT-System eine Spezialkonstruktion und
daher vergleichsweise teuer ist. Da der nasale Atemweg relativ eng ist, kann kein momentan
kommerziell erhaltliches System benutzt werden. Das stellt eine bedeutsame Einschriankung fiir die
Anwendung dieser Methode dar. Daher waren fiir einen breiteren, klinischen Einsatz zunéachst
kommerziell erhdltliche und flir den HNO-Trakt zugelassene Gerate noétig. Solche Sonden-basierten
radialen OCT-Systeme gibt es beispielsweise bereits fiir die Darstellung der Koronararterien. Auch eine

Anwendung der radialen OCT in der Urologie ist beschrieben (Bader, 2013).

Mit den oben beschriebenen Untersuchungen konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass die OCT sich
gut fur die Darstellung der Nasenklappe und die Aufzeichnung dynamischer Veranderungen in diesem
Bereich eignet. Mittlerweile gibt es weitere Studien zur Anwendung der OCT an der Nasenklappe
(Balakrishnan, 2020; Hakimi, 2021; Waters, 2021). So konnten mit dieser Technik beispielsweise

Veranderungen vor und nach Operationen wie Septum- oder Rhinoplastiken abgebildet werden
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(Balakrishnan, 2020; Waters, 2021). In Zukunft kdonnte die OCT eine hilfreiche Methode sein, um

Nasenklappenwinkel und -querschnitt objektiv und verlasslich darzustellen.

Zusammenfassend konnten die oben genannten Fragestellungen folgendermaRen beantwortet

werden:

Die LR-OCT eignet sich gut fiir die Darstellung der Nasenklappe.

- Die mittels OCT gemessenen Werte des Winkels und der Querschnittsflaiche der Nasenklappe
waren reproduzierbar und korrelierten gut mit Ergebnissen aus anderen Studien.

- GroRenverdanderungen kénnen durch die OCT zuverlassig dargestellt werden.

- Nach Applikation eines abschwellenden Nasensprays fand sich eine durch die OCT darstellbare
Zunahme sowohl des Winkels als auch der Querschnittsfliche der Nasenklappe.

- Eine Reduktion des Nasenklappenwinkels um 4,2° korrelierte mit dem subjektiven Beginn
einer Nasenatmungsbehinderung. Auch die Querschnittsflaiche der Nasenklappe war zu
diesem Zeitpunkt signifikant verkleinert.

- Bei forcierter Inspiration kam es zu keiner signifikanten Anderung des Nasenklappenwinkels

oder der Querschnittsflache.

Originalarbeiten:

Englhard AS, Wiedmann M, Ledderose GJ, Lemieux B, Badran A, Chen Z, Betz CS, Wong BJ. Imaging of
the internal nasal valve using long-range fourier domain optical coherence tomography. Laryngoscope.

2016

Englhard AS, Widmann M, Ledderose GJ, Lemieux B, Badran A, Jing JC, Chen Z, Volgger V, Wong BJ. In
vivo imaging of the internal nasal valve during different conditions using optical coherence

tomography. Laryngoscope. 2018
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Die  vorliegende, kumulative Habilitationsarbeit  befasst  sich mit  ausgewahlten
Anwendungsmoglichkeiten verschiedener optischer Diagnosemethoden. Sie beruht auf einer Reihe
von klinischen und experimentellen Untersuchungen, in denen zahlreiche Fragestellungen bearbeitet

wurden. Neben vielen weiteren Ergebnissen ergaben sich folgende wesentliche Erkenntnisse:

In der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde werden optische Techniken bisher hauptsachlich zur
Tumorfrihdiagnostik im Bereich der Mundhdhle, des Pharynx und des Larynx eingesetzt. Hier sollen
sie eine hochaufl6sende Untersuchung der Gewebearchitektur ermdglichen und so eine unmittelbare
Diagnostik von suspekten Lasionen erlauben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
verschiedene Methoden diesem Ziel der ,,optischen Biopsie“ —also der zellularen Analyse des Gewebes
in vivo und in Echtzeit — nahekommen. So kdnnen mit Hilfe der in einem Operationsmikroskop
integrierten optischen Kohdrenztomographie (OCT) invasive und nicht-invasive Lasionen zuverlassig
unterschieden werden. Die konfokale Laserendomikroskopie (CLE) erweist sich dagegen bei der
Differenzierung von dysplastischen Verdanderungen als hilfreich. In Kombination mit
fluoreszenzmarkierten Antikoérpern hat sie das Potential, die Resektionsrander von Tumoren besser
darzustellen. Durch den Einsatz des Narrow Band Imagings (NBI) kdnnen Hochrisikoldsionen gut
erkannt werden. Die Hochgeschwindigkeits-Videoglottographie (HGV) kann im Bereich des Larynx eine
weitere Unterscheidung in hochgradige Dysplasien und invasive Karzinome erleichtern. Allerdings
kénnen Biopsien als Goldstandard bisher nicht ersetzt werden. Optische Untersuchungsmethoden
kénnten in Zukunft aber eine gezieltere Probenentnahme ermdoglichen und so die Anzahl der
bendtigten Biopsien verringern. Einschrankend sind unter anderem die reduzierte Detektionstiefe und
begrenzte Auflésung der einzelnen Methoden. Ein méglicher Lésungsansatz zur Uberwindung dieser
Limitationen der einzelnen Techniken stellt eine Kombination von mehreren optischen
Untersuchungsverfahren dar. Fir die intraoperative Beurteilung von suspekten Lasionen scheint eine
kombinierte Untersuchung mit OCT und CLE besonders hilfreich zu sein. Vielversprechend fiir die
Differenzierung von laryngealen Pathologien bei wachen Patienten wirkt die Kombination von NBI und
HGV. Allerdings sind bei allen Techniken weitere Studien nétig, um den Nutzen fiir den klinischen Alltag
einzuschatzen. Es ist anzunehmen, dass optische Methoden zukiinftig nicht nur bei der Differenzierung
von Pathologien des oberen Atemwegs, sondern auch bei der Bestimmung von Tumorgrenzen und der
Fihrung von Biopsieentnahmen in weitlaufigen Lasionen hilfreich sein kdnnten. Als Vision kénnte
durch die Nutzung von Methoden mit kiinstlicher Intelligenz (KI) eine Uberlagerung der bildgebenden

Information auf den Operationssitus als ,virtual reality” moglich werden.
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Eine weniger bekannte Anwendungsmoglichkeit optischer Verfahren stellt die Diagnostik von
Erkrankungen von Nase und Nasennebenhohlen dar. Bildverbesserungssysteme wie das Storz
Professional Image Enhancement System (SPIES) konnten in Zukunft eine niitzliche Methode zur
intraoperativen Beurteilung nasaler Pathologien und ihrer Ausdehnung darstellen und so die Rate an
vollstandigen Tumorresektionen verbessern. Besonders hilfreich scheint die Anwendung dieser
Technik bei hoch vaskularisierten Neubildungen, wie Himangiomen oder Schleimhautmelanomen, zu
sein. Eine Variante der konventionellen, sondenbasierten OCT, die LR-OCT, kann als optischer
Abstandsmesser verwendet werden und so die Anatomie von Hohlorganen darstellen. Sie eignet sich
gut fur die Visualisierung der Nasenklappe und die Aufzeichnung dynamischer Veranderungen in

diesem Bereich.

Natdirlich sind viele weitere Einsatzgebiete im HNO-Bereich denkbar. So konnten im Rahmen einer
weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe optische Untersuchungstechniken auch zur Beurteilung der
Perfusion im HNO-Bereich eingesetzt werden. Das Hyperspectral Imaging (HSI) liefert Informationen
zur Oxygenierung und zum Hamoglobingehalt im Gewebe. Es konnte daher bei Patienten mit
Lappentransplantaten die prdoperative Beurteilung erleichtern und postoperativ frithzeitig

Perfusionsstorungen aufzeigen.

Im klinischen Alltag wird die Anwendbarkeit einiger optischer Methoden durch die hohen Kosten der
Systeme und die teilweise noch fehlende Zulassung im HNO-Bereich erschwert. AuRerdem sind
manche Techniken anfallig fur Artefakte, welche die Bildqualitdt deutlich verschlechtern und die
Auswertung erschweren konnen. Bildverarbeitungssysteme koénnten bei der Erkennung und
Eliminierung dieser Artefakte hilfreich sein und so die Zuverlassigkeit der Methoden erhéhen. Eine
Weiterentwicklung der bestehenden Techniken ist daher unumganglich. Hierflr ist weiterhin eine gute

Zusammenarbeit von Wissenschaftlern, Industrie und Arzten nétig.

Originalarbeit:

Linek M, Felicio-Briegel A, Freymiiller C, Rihm A, Englhard AS, Sroka R, Volgger V. Evaluation of
hyperspectral imaging to quantify perfusion changes during the modified Allen test. Lasers in Surgery

and Medicine. 2022
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