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EINLEITUNG

. EINLEITUNG

1.1 CHRONISCHE RHINOSINUSITIS

Die chronische Nasennebenhdhlenentziindung (chronische Rhinosinusitis — CRS) ist ein hau-
figes Krankheitsbild und betrifft 5% bis 15% der Bevolkerung Europas und der USA (Fokkens,
W. J. et al., 2012). Klinisch unterscheidet man die polypdse von der nicht-polypdsen Form
(Fokkens, W. J. et al., 2012). Die Pravalenz nasaler Polypen liegt zwischen 0,5% und 4,2%
(Lund et al., 2010). In der Rhinoendoskopie stellen sie sich als meist glasige Strukturen mit
glatter Oberflache begleitet von zdhem Sekret dar. Im Falle eines typischen Erscheinungsbil-
des ist eine zusatzliche Bildgebung anfanglich nicht erforderlich. Die Therapie erfolgt konser-
vativ mit kortisonhaltigem Nasenspray und ggf. zusatzlichen, oralen Kortikosteroiden (Fok-
kens, W. J. et al., 2012). Bei nicht ausreichendem Ansprechen erfolgt eine chirurgische Sa-
nierung mit weiter Ero6ffnung der befallenen Nasennebenhoéhlen in Richtung Nasenhaupthdhle
und Entfernung der Schleimhautschwellungen unter Erhalt des Mukoperiosts (Fokkens, W. J.
et al., 2012). Vor einer Operation erfolgt in der Regel die Computertomographie (CT) zur Dar-
stellung der knéchernen Anatomie und des Ausmalles der polypésen Schleimhautverande-
rungen. Das entnommene Gewebe zeigt ein submukdses Odem mit meist physiologischem,
respiratorischem Epithel (Fokkens, W. J., Lund & Mullol, 2007).

1.2 INVERTIERTES PAPILLOM

Nasale Polypen (NP) kommen meist beidseitig vor. Bei Einseitigkeit muss an Neoplasien ge-
dacht werden, von denen die Invertierten Papillome (IP) die haufigsten Entitaten darstellen
(Arslan et al., 2011). Seltener kommen auch verschiedene maligne Tumore vor (Paz Silva et
al., 2015). Die Inzidenz der IP liegt zwischen 0,2 und 1,5 pro 100.000 Einwohner und pro Jahr,
mit einem Inzidenzgipfel in der finften bis sechsten Lebensdekade und einer Haufung bei
Mannern (Lisan, Laccourreye & Bonfils, 2016). Der Anteil der IP bei einseitiger Polyposis be-
tragt 16% (Tritt, McMains & Kountakis, 2008). Bei den IP handelt es sich um epitheliale Tumore
der Nasennebenhdhlenschleimhaut, die invertierend in das darunterliegende Stroma wachsen
(Barnes, 2005). IP sind semimaligne Tumore mit lokal destruierenden Wachstumseigenschaf-
ten und Rezidivneigungen. Maligne Anteile kommen synchron in 7,1% und metachron in 3,6%
der Falle vor (Mirza, Bradley, Acharya, Stacey & Jones, 2007).

Die Therapie ist primar chirurgisch, dabei sollten betroffene Schleimhautareale komplett, in-
klusive darunterliegendem Mukoperiost, unter oberflachlichem Abschleifen des Knochens,
entfernt werden (Lisan et al., 2016). Die betroffenen Nasennebenhdhlen (NNH) sollten soweit
eroffnet werden, dass sie bei der Endoskopie komplett eingesehen werden kénnen (Vrabec,

1994). Diese chirurgische Radikalitat ist fir den Patienten mit bleibenden Einschrankungen
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der Lebensqualitat verbunden. Daher ist eine moglichst sichere, praoperative Diagnostik an-
zustreben.

In der Nachsorgesituation kommt es regelhaft zur Bildung von postoperativem Granulations-
gewebe oder polypdsen Schleimhautveranderungen, die makroskopisch nur schwer von IP-
Rezidiven (Rezidivrate: 13%-17%; Mirza et al., 2007) zu unterscheiden sind. Auch hier ware

eine nichtinvasive, diagnostische Methode hilfreich.

1.3 DIAGNOSTIK

Bei einseitigen, polypésen Befunden der Nasennebenhdhlen sollte frihzeitig eine CT erfolgen.
Die CT stellt Knochenstrukturen gut dar, ohne verschiedene Arten von Weichgewebe oder
Sekretretentionen differenzieren zu kdnnen. Wahrend NP die kndcherne Anatomie kaum ver-
andern, finden sich bei IP im mittleren Meatus haufig Knochenverdrangungen und —ausdun-
nungen. Bei malignen Befunden ist ein infiltrierendes und destruierendes Wachstum vorzufin-
den (Chawla, Shenoy, Chokkappan & Chung, 2016).

Bei entsprechendem Neoplasieverdacht wird zusatzlich die Magnetresonanztomographie
(MRT) eingesetzt. Diese kann Sekretverhalte und Weichgewebe differenzieren, IP stellen sich
typischerweise als gewundene, cerebriforme Strukturen dar (Chawla et al., 2016).

Die Schnittbildgebung lasst eine Diagnose nicht mit ausreichender Sicherheit zu, als dass man
darauf basierend eine radikale Resektion durchfihren kénnte. Daher wird vor einer definitiven
Therapie in der Regel eine Probebiopsie zur feingeweblichen Untersuchung entnommen (Nair,
James, Awasthi, Nambiar & Goyal, 2013).

Auch fur die Nachsorge ist eine feingewebliche Unterscheidung zwischen IP-Rezidiv, Granu-
lationsgewebe und polypdsen Schleimhautveranderungen notwendig.

Die mdgliche Koexistenz von NP und IP fuhrt in relevanter Haufigkeit zu falsch-negativen Bi-
opsieentnahmen, so zeigten sich in einer Studie von 44 Patienten 17% falsch-negative Biop-
siebefunde (Lisan et al., 2016).

Histologisch stellen sich NP als 6dematdse Gewebsvermehrungen dar, meist bedeckt mit re-
spiratorischem Flimmerepithel mit flacher und homogener Architektur (Fokkens, W. J. et al.,
2007). Das mehrschichtige und invertierend wachsende IP-Epithel zeigt typische, in Richtung
Stroma vordringende, Epithelzapfen teilweise mit zentralem Lumen (Hyams, 1971; Hyams,
Batsakis & Michaels, 1988; Stammberger, H., 1983a; Zhao et al., 2016).

Die optische Koharenztomographie (engl.: optical coherence tomography - OCT) und die Kon-
fokale Mikroskopie (engl.: confocal laser-scanning microscopy - CLSM) sind zwei Bildgebun-
gen, die histomorphologische Eigenschaften darstellen kdnnen und damit potentiell eine Dif-

ferenzierung in-vivo ermdglichen (Just, T. et al., 2011).
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1.4 OPTISCHE KOHARENZTOMOGRAPHIE

Die OCT ist eine optische Untersuchungsmethode, die Bildinformationen aus reflektierten, zu-
einander koharenten Lichtwellen des zu untersuchenden Gewebes erzeugt. Es wird ein
Schnittbild erzeugt, das vergleichbar mit dem B-Bild der Sonographie ist (Fujimoto, J. & Swan-
son, 2016; Kraft et al., 2010).

Die Eindringtiefe hangt von der optischen Dichte des Materials ab. Bei optisch dichteren Me-
dien, wie der Mukosa, liegt die maximale Bildtiefe bei etwa zwei Millimetern (Lankenau, E. et
al., 2007; Olzowy et al., 2013). Die OCT liefert Bildinformationen Uber die Gewebearchitektur
und ihre Details, aber keine Informationen Uber einzelne Zellen (Welzel, J., Reinhardt, Lan-
kenau, Winter & Wolff, 2004). Sie kann zur Verlaufsbeobachtung einzelner Therapien ange-
wendet werden und wird zum Beispiel in der Diagnostik von weilem Hautkrebs eingesetzt
(Gambichler, T., Jaedicke & Terras, 2011; Olsen, Themstrup & Jemec, 2015; Sattler, Kastle &
Welzel, 2013). Weiter kann die OCT endovaskular zur Darstellung von verschiedenen, kardi-
ovaskularen Lasionen verwendet werden (Villard, Cheruku & Feldman, 2009; Villard, Paran-
jape, Victor & Feldman, 2009). In der Ophthalmologie kann die OCT zur Diagnostik von kon-
junktivalen Lasionen, Erkrankungen der Retina und der Choroidea verwendet werden (Murthy,
Haiji, Sambhav, Grover & Chalam, 2016; Naniji, Sayyad, Galor, Dubovy & Karp, 2015). Zudem
kann sie zur praziseren Biopsieentnahme bei laryngealen und pharyngealen entzindlichen,
pra-malignen und malignen Entitdten zum Einsatz kommen (Davies et al., 2015; Just, T. et al.,
2010; Kraft et al., 2010; Ovari, Pau & Just, 2011; Volgger, V., Arens, Kraft, Englhard & Betz,
2016).

1.5 KONFOKALE MIKROSKOPIE

Die CLSM ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie, bei der nur das reflektierte Licht der
Fokusebene eingeblendet wird. Ahnlich des histologischen Flachschnitts entsteht durch sys-
tematisches Abtasten eine Bildebene, orthogonal zur Strahlenrichtung, die zellulare und sub-
zellulare Bildinformationen liefert (Just, T., Stave, Kreutzer, Guthoff & Pau, 2007; Rajadhya-
ksha, Grossman, Esterowitz, Webb & Anderson, 1995; Rajadhyaksha, Anderson & Webb,
1999; Stave, J., Zinser, Gruimmer & Guthoff, 2002).

Die maximale Eindringtiefe ist abhangig von der Lichtdurchlassigkeit des Gewebes und reicht
bei Mukosa bis ca. 250um (Farahati et al., 2010; Volgger, V., Conderman & Betz, 2013). Die
Bildqualitat nimmt mit zunehmender Gewebetiefe und je nach Keratinisierungsgrad des Ge-
webes ab (Farahati et al., 2010; Just, T. et al., 2011).

In der Dermatologie wird die CLSM erganzend fir die Diagnostik von Melanom-Formen, von
Basalzellkarzinomen, Aktinischer Keratose, der Markierung von unklaren Lasionsgrenzen und
bei der Auswahl von geeigneten Biopsiestellen verwendet (Gonzalez, Sanchez, Gonzalez-Ro-

driguez, Parrado & Ullrich, 2014). In der Augenheilkunde ermdglicht sie die Differenzierung
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infektioser Keratitis (Unterscheidung zwischen Bakterien, Pilzen und Protozoen), die Darstel-
lung von kornealen Dystrophien, des Kornealen Nervenplexus, von Wirkung und Nebenwir-
kung topisch applizierter Medikamente sowie die Effekte und Heilung nach kornealen Eingrif-
fen (Erie, McLaren & Patel, 2009; Guthoff, R. F., Zhivov & Stachs, 2009; Petroll & Robertson,
2015; Stachs, O., Zhivov, Kraak, Stave & Guthoff, 2007; You & Botelho, 2016). In der Hals-
Nasen-Ohren-Heilkunde (HNO) wurde in ersten Studien gezeigt, dass eine CLSM-unterstutzte
Probebiopsieauswahl zur Erhéhung der positiven Biopsiefunde und Verminderung der Anzahl
der notwendigen Biopsielasionen fuhren sowie die Identifikation von Tumorgrenzen fur eine
vollstandige Resektion ermdglichen kdnnte (Abbaci et al., 2014; Boer et al., 2016; Davies et
al., 2015; Just, T., Stave, Pau & Guthoff, 2005; Just, T. et al., 2011; Just, T. & Pau, 2013;
Volgger, V. et al., 2013).

1.6 FRAGESTELLUNG

IP bedurfen als neoplastische Erkrankung mit Rezidiv- und Entartungsrisiko einer radikaleren
chirurgischen Therapie, als die sehr viel haufigeren, entziindlichen Nasenpolypen. Die Zuver-
I&ssigkeit einer Differenzierung ist mit den bisherigen diagnostischen Moglichkeiten unbefrie-
digend.

Im Hinblick auf die histomorphologischen Eigenschaften der IP und NP scheint eine Differen-
zierung mittels OCT und CLSM vielversprechend. In dieser Arbeit werden mithilfe der Litera-
turangaben Uber die histologischen Eigenschaften der IP und NP mdgliche Identifikations- und
Differenzierungskriterien fur die OCT und CLSM aufgestellt. Prinzipiell sind beide Methoden
auch in-vivo anwendbar. Die in dieser Arbeit entwickelten Kriterien werden dann auf die ge-
wonnenen in-vivo und ex-vivo OCT- und CLSM-Bilder angewandt mit der Frage: Lassen sich
IP und NP mithilfe der entwickelten OCT- und CLSM-Kriterien unterscheiden?




PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Il. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

21 ENTWICKLUNG DER IDENTIFIKATIONS- UND DIFFERENZIERUNGSKRITERIEN

Die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften der IP und NP werden verglichen und daraus
mogliche Identifikations- und Differenzierungskriterien erarbeitet. Die Limitationen der OCT
und CLSM werden herangezogen, um bereits aus theoretischen Uberlegungen nicht erfass-
bare Eigenschaften aus der angesetzten Bildanalyse zu streichen. Die final aus den Literatur-

recherchen entwickelten Eigenschaften werden auf das gewonnene Bildmaterial angewandt.

2.1.1 EPITHELDICKE

Den IP wird ein unregelmafig dickes Epithel zugesprochen, so soll das IP-Epithel zwischen 5
und 40 Zelllagen dick sein. Es finden sich keine Epitheldickenangaben in Mikrometer, nur An-
gaben Uber die IP-Epitheldicke in Zelllagen (Barnes, 2005; Vrabec, 1975; Zhao et al., 2016).
Die hier verwendete OCT ermdglicht aber keine zellulare Analyse (Welzel, J. et al., 2004),
sodass keine Zelllagen gemessen und die Literaturangaben Uber die Zelllagen der IP mittels
OCT nicht direkt verwertet werden kénnen.

Es war keine direkte Angabe Uber die Epitheldicke der NP in der Literatur zu finden, sodass
indirekt eine Aussage uber die NP-Epitheldicke gesucht werden muss. Das Epithel der NP
wird zum Grof3teil von respiratorischem Epithel bedeckt (Fokkens, W. J. et al., 2007). Das
respiratorische Epithel ist ein einschichtiges Epithel, in welchem die einzelnen Zellen ihren
Abschluss in unterschiedlichen Héhen finden und somit den Eindruck eines mehrreihigen

Epithels liefern, welches mindestens 3 Zelllagen ausmacht (Kuhnel, 2014).

Die Angaben Uber eine IP-Epitheldicke von 5 bis 40 Zelllagen, gepaart mit dem NP-Aus-
schlusskriterium von uber 12 Zelllagen bei der Differenzierung von IP zu NP (ab einer Epithel-
dicke von mehr als 12 Zelllagen kann ein NP bei einem IP-NP-Kollektiv ausgeschlossen wer-
den), suggeriert bei den IP insgesamt ein dickeres und dicken-variableres IP-Epithel, als dass
der NP (Barnes, 2005; Michaels, 1987; Vrabec, 1975; Zhao et al., 2016). Daraufhin wurde als
qualitative Differenzierungseigenschaft die inhomogene Epitheldicke der IP als Eigenschaft

zur IP-ldentifikation und NP-Differenzierung aufgestellt.

Unterschiedliche Messmethoden ermitteln unterschiedliche Dicken von respiratorischem
Epithel und unterschiedliche Nebendiagnosen scheinen die Epitheldicke zudem weiter zu be-
einflussen. So ergaben histologische Messungen des respiratorischen Epithels von Nichtrau-
chern und Rauchern eine Dicke von 60,4um * 18,4um und 111.9um + 25.8um (Hadar, Yaniv,
Shvili, Koren & Shvero, 2009). Bei OCT-Messungen, ohne Angaben Uber den Nikotinkonsum,
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ergab sich eine Dicke der nasalen Mukosa von 102um + 38um (Mahmood et al., 2006). Wei-
tere OCT-Messungen erbrachten, ohne Angaben Uber den Nikotinkonsum, eine respiratori-
sche Epitheldicke von 120um £ 40um (Oltmanns et al., 2016). Ein Vergleich der verschiedenen
Studien ist durch die fehlenden Angaben Uber den Nikotinkonsum auf Seiten der OCT-Mes-
sungen nur eingeschrankt moglich. Ein weiterer Grund fur die unterschiedlichen Dickenwerte
je Messart, kdnnten gewebe- und verfahrensabhangige Schrumpfungseffekte sein, zum Bei-
spiel bei der histopathologischen Aufbereitung (Burck, 1988; Chatterjee, 2014; Kimura,
Tayama & Chan, 2003; Rastogi et al., 2013; Vent et al., 2014).

Eine genaue Betrachtung der Epitheldickenangaben der Literatur des NP-bedeckenden respi-
ratorischen Epithels zeigte eine Standardabweichung der Epitheldicken von stets kleiner-
gleich 40um (Fokkens, W. J. et al., 2007; Hadar et al., 2009; Mahmood et al., 2006; Oltmanns
et al., 2016). In Zusammenschau mit dem NP-Ausschlusskriterium von 12 Zelllagen bei der
Differenzierung von IP zu NP, wird im Umkehrschluss aus den Literaturangaben als quantita-
tives IP-Differenzierungskriterium gegentiber der NP eine IP-Epitheldickenstandardabwei-
chung von groRer 40um aufgestellt.

Zusatzlich wird in der Arbeit die Epitheldicke der IP und NP mittels OCT gemessen, sodass
diese Epitheldickenwerte in Mikrometern zum Vergleich mit zuklnftigen Arbeiten herangezo-
gen werden kdnnen.

Im Hinblick auf die Literaturangaben zur Dicke des NP-bedeckenden respiratorischen Epithels
und der CLSM-Eindringtiefe von 80um je Volumenscan wird von einer Messung der Epitheldi-
cke mittels CLSM abgesehen (Farahati et al., 2010; Hadar et al., 2009; Just, T. et al., 2011;
Mahmood et al., 2006; Oltmanns et al., 2016).

2.1.2 EPITHELARCHITEKTUR

Bei der Beschreibung der IP wurde deren invertierende Epithelproliferation hervorgehoben,
welche bei den NP nicht zu finden war (Fokkens, W. J. et al., 2007; Hyams, 1971).

Da eine Darstellung der Gewebearchitektur durch die OCT mdglich ist, wird die Epithelarchi-
tektur als Differenzierungskriterium fur die OCT aufgestellt (Welzel, J. et al., 2004). In Hinblick
auf die begrenzte Eindringtiefe der CLSM gilt es herauszufinden, ob die inhomogene Epithelar-
chitektur der IP bei grof3erer Epitheldicke durch die CLSM voll erfassbar ist und entsprechend

eine Aussage Uber die Epithelarchitektur mittels CLSM zu treffen méglich ist.

2.1.3 KRYPTEN BzZW. EPITHELZAPFEN

Eine weitere mdgliche |dentifikationseigenschaft stellen die Epithelzapfen sowie Krypten dar,
die durch ihre pragnante Architektur den IP ihren Namen geben (Stammberger, H., 1983a;
Vrabec, 1975, 1994). Durch die Darstellbarkeit der Gewebearchitektur in der OCT, wird diese
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Eigenschaft als Untersuchungskriterium angefuhrt. Fir die CLSM, mit ihrer geringeren Ein-
dringtiefe, wird in dieser Arbeit entsprechend der Darstellbarkeiten die Kategorie der Krypten
bzw. Epithelzapfen zur IP-Identifikation mittels CLSM auf ihre prinzipielle CLSM-Erfassbarkeit

hin Uberpruft und ggfs. verwendet.

2.1.4 KRYPTENLUMEN

Die invertierend wachsenden Epithelzapfen der IP zeigen eine Lumenbildung, welche An-
schluss an die Gewebeoberflache hat (Stammberger, H., 1983a, 1983b). Vergleichbares wird
bei den NP nicht beschrieben, sodass hier ein weiteres IP-NP-Differenzierungskriterium vor-
liegen konnte. Dieses soll in dieser Arbeit mit der OCT und CLSM untersucht werden (Fokkens,
W. J. et al., 2007).

2.1.5 PSEUDOZYSTISCHE RAUME

Das bekannte Odem der NP (Couto et al., 2008; Czerny, Namin, Gratton & Antisdel, 2014;
Diamantopoulos, Jones & Lowe, 2000; Fokkens, W. J. et al., 2007; Hadar et al., 2009; Jiang,
Kern & Altman, 2013) wird von Hellquist mit dem Begriff der flissigkeitsgefullten Pseudozysti-
schen Raume (PR) genauer beschrieben (Hellquist, H. B., 1996). Dieser Begriff ist fir unsere
Arbeit hilfreich, da sich die Grofke dieser Raume als mdgliches Unterscheidungskriterium der
verschiedenen Erscheinungsformen des Odems bei NP und IP herausstellen kénnte. Laut der
266. Ausgabe des Pschyrembel handelt es sich bei einer Pseudozyste um eine Zyste, die ,nur
von Bindegewebe umgeben [ist]“ (Pschyrembel & Dornblith, 2014). Im Gegensatz zur echten
Zyste, die per Definition ,mit Epithel ausgekleidet [ist]* (Pschyrembel & Dornbllth, 2014).

Das Stroma der IP ist vielgestaltig, mal aufgelockert 6dematés, mal fibrosiert geschrumpft (Hy-
ams et al., 1988; Vrabec, 1975). Die von Hellquist detaillierter beschriebenen PR sind bisher
nicht quantifiziert oder vermessen worden, sodass keine festgelegten GréRenangaben zu fin-
den sind. Ziel der Arbeit ist es, im Hinblick auf die in der Histologie beschriebenen Unter-
schiede im Gewebsddem-Status der IP und NP, durch Vermessen von PR eine quantifizier-

bare Messergrofie zur IP-NP-Differenzierung aufzustellen.

Die in dieser Arbeit verwendete Eindringtiefe der CLSM von 80um erfasst im Hinblick auf die
Literaturangaben der Epitheldicke des NP-bedeckenden respiratorischen Epithels nicht das
Stroma in welchem sich die PR befinden. Demnach ist keine Untersuchung der PR mittels
CLSM maglich.

2.1.6 VERHORNUNG

Fir die NP wird eine plattenepitheliale Metaplasie ohne Verhornung (Keratinisierung) be-
schrieben (Fokkens, W. J. et al., 2007), aber bei 10% bis 20% der IP ist eine Keratinisierung

zu finden sein (Barnes, 2005). Dadurch stellt die Verhornung ein hinreichendes, aber nicht
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notwendiges Identifikationskriterium fur IP gegenuber NP dar (Barnes, 2005; Fokkens, W. J.
et al., 2007; Hellquist, H. B., 1996; Hyams, 1971).

Keratin stellt sich in der OCT als signalintense Schicht dar (Hamdoon et al., 2012; Sattler et
al., 2013). In der CLSM zeigen kernfreie Zellen eine Verhornung auf (Guthoff, R., Baudouin &
Stave, 2006). Schlussfolgernd aus den Literaturangaben missten die fakultativ auftretenden
Verhornungen der IP in der OCT und CLSM darstellbar sein. Die Verhornung im Sinne einer
signalintensen Schicht in der OCT oder kernfreien Zellen in der CLSM werden in dieser Arbeit

untersucht.

2.1.7 VAKUOLISIERTE ZELLEN

Im Epithel der IP wurden vakuolisierte Zellen identifiziert (Hyams, 1971; Michaels, 1987), ent-
sprechende Befunde wurden fir die NP nicht aufgestellt, im respiratorischen Epithel wurden
aber Becherzellen beschrieben (Fokkens, W. J. et al., 2012; Hellquist, H. B., 1996). Hyams
zeigte mithilfe von Spezialfarbungen eine Glykogenflillung dieser vakuolisierten Zellen der IP
(Hyams, 1971). Jain et al. postulierten, dass sie Glykogen bei ihrer Untersuchung von frischen,
unbearbeiteten Nierentumoren mit der Full-field OCT als optisch sehr dichte, intrazellulare,
punktférmige Strukturen identifizieren konnten (Jain et al., 2015). Die hier verwendete, gerin-
ger auflésende OCT kann keine einzelnen intrazellularen Strukturen oder andere zellulare In-
formationen darstellen (Welzel, J. et al., 2004), weswegen die vakuolisierten Zellen nicht mit
der OCT untersucht wurden.

Wie sich Glykogen in der Darstellung der CLSM verhalt ist bisher nicht bekannt. Diese spezi-
ellen Zellen weisen durch ihren vakuolisierten Charakter aber zudem auch zytomorphologi-
sche Eigenschaften auf (randstandiger Zellkern durch Vakuolen-Verdrangung), die fur die
CLSM, als Untersuchungsmethode mit Darstellungsmaoglichkeiten von zellularen Eigenschaf-
ten (Just, T. et al., 2007; Rajadhyaksha et al., 1995; Rajadhyaksha et al., 1999; Stave, J. et
al., 2002), ein untersuchbares Phanomen darstellen kdnnte. Die vakuolisierten Zellen wurden
mit der CLSM untersucht.

2.1.8 EPITHELIALE EINSCHLUSSE

Bei den IP wurden intraepitheliale Zysten beschrieben, die mit schleimproduzierenden Zellen,
Mukus und teilweise mit zellularen Abbauprodukten gefillt seien (Barnes, 2005; Hyams, 1971;
Hyams et al., 1988; Snyder & Perzin, 1972). Intraepitheliale Zysten wurden bei den NP nicht
erwahnt, Becherzellen wurden aber beschrieben, (Fokkens, W. J. et al., 2007; Hellquist, H. B.,
1996). Es fanden sich keine Grélkenangaben Uber die intraepithelialen Zysten. Durch die un-
terschiedlichen Fullbestandteile werden sie entgegen der Bezeichnung von Hyams (mucous

cysts) hier als epitheliale Einschllisse bezeichnet. Fir die OCT-Untersuchung wird in dieser
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Arbeit prinzipiell auf epitheliale Einschllisse geachtet, eine prazise Identifikation ist bei fehlen-
den Grélenangaben in der Literatur aber erschwert. Die CLSM vermag zystische Strukturen
darzustellen (Guthoff, R. et al., 2006), sodass epitheliale Einschlisse mit der CLSM untersucht
werden. Eine Differenzierung zwischen kleinen epithelialen Einschlissen zu einzelnen vakuo-
lisierten Zellen kdnnte durch die potentiell ahnliche Konfiguration erschwert sein. Die Differen-
zierung zu Becherzellen ist durch die erhdhten Lichtreflexe der Becherzellen eindeutig (Gut-
hoff, R. et al., 2006).

2.2 NICHT VERWENDETE QUALITATIVE DIFFERENZIERUNGSKRITERIEN

2.2.1 BASALMEMBRANDICKE

Die Basalmembran der IP ist regelrecht (Hyams, 1971). Widerspruchlich zeigen sich die An-
gaben Uber die Basalmembrandicke der NP. Die Basalmembran von NP ist je nach Autor mit
22.6um = 13.9um verdickt (Saitoh et al., 2009) oder mit ungefahr 7um ohne signifikanten Un-
terschied zur Kontrollgruppe (Czerny et al., 2014). Aufgrund dieser widersprichlichen Anga-

ben wird die BM-Dicke zur Unterscheidung von IP und NP nicht untersucht.

2.2.2 ZELLINFILTRATION

Wahrend bei NP haufig eine Infiltration durch eosinophile Granulozyten vorliegt, finden sich
bei IP nur inkonstant nicht-eosinophil dominierte Entziindungszellinfiltrate (Fokkens, W. J. et
al., 2007; Lou et al., 2016; Vrabec, 1994). Mit Untersuchungsmethoden, die die einzelnen Gra-
nulozyten voneinander unterscheiden kénnen, ware mit der Eosinophileninfiltration ein hinrei-
chendes, aber nicht notwendiges, NP-ldentifikationskriterium gegenuber den IP gefunden. Die
Differenzierung einzelner Granulozyten ist durch keine der beiden verwendeten Methoden
mdglich (Guthoff, R. F. et al., 2009; Welzel, J. et al., 2004). Ein Kriterium der Zellinfiltration

wird daher nicht untersucht.

2.2.3 DRUSEN

Drisen finden sich bei den IP selten bis nie (Barnes, 2005), wohingegen das Stroma von NP
teilweise Drisen aufweisen kann (Fokkens, W. J. et al., 2007; Hellquist, H. B., 1996). Drisen-
kérper kdnnen mit der CLSM dargestellt werden (Guthoff, R. et al., 2006) und es finden sich
auch OCT-Darstellungen von Drisen (Mahmood et al., 2006). Die Drisen zeigen eine zellulare
Begrenzung auf, wodurch sie unter anderem histologisch von den PR zu unterscheiden sind.
Kleine Drisen kénnten mit kleinen PR verwechselt werden. Sollte falschlicherweise ein NP-
Drisenkdrper bei der OCT-Auswertung mit einem PR verwechselt werden, ware die diagnos-

tische Zuordnung zu den NP immer noch korrekt. Durch die geringe CLSM-Eindringtiefe sind
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stromale DrUsen nicht darstellbar. Drisen werden als Differenzierungskriterium nicht unter-
sucht, da das Vorliegen von Drisen eine diagnostische Tendenz hin zu NP, aber kein Aus-

schlusskriterium fur IP ware.

2.3 PATIENTENAKQUISE

Potentielle Patienten wurden Uber die Nasennebenhdhlen-Sprechstunde der Klinik und Poli-
klinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie ,Otto Kérner” der Universitats-
medizin Rostock von Dezember 2012 bis Marz 2014 akquiriert. Die Ethikkommission der Me-
dizinischen Fakultat Rostock prifte die hier beschriebene Studie mit der Registrierungsnum-
mer A 2012-0142 und bewilligte diese am 10.12.2012.

Im genannten Zeitraum konnten flnf IP-Patienten untersucht werden. Diese wurden praope-
rativ aufgeklart und ein schriftliches Einverstandnis eingeholt. Als Vergleichskollektiv wurden

funf NP-Patienten in die Studie eingeschlossen.

Tabelle 1 Angaben lber das Patientenkollektiv

Patienten-Nr. — Diagnose Alter in Jahren Geschlecht
Patient Nr. 1 —IP 81 Mannlich
Patient Nr. 2 — IP 64 Weiblich
Patient Nr. 3 — IP 73 Weiblich
Patient Nr. 4 — IP 57 Weiblich
Patient Nr. 5 — IP 56 Mannlich
Patient Nr. 6 — NP 29 Weiblich
Patient Nr. 7 — NP 56 Mannlich
Patient Nr. 8 — NP 72 Weiblich
Patient Nr. 9 — NP 43 Mannlich
Patient Nr. 10 — NP 77 Mannlich

Die in der Literatur beschriebene mannliche Dominanz der IP-Diagnose bestand bei unserem

Patientenkollektiv nicht (250% : ¢#50%, Siehe Tabelle 1).

24 PROBENGEWINNUNG UND —VERARBEITUNG

Im Rahmen der operativen Sanierung erfolgte nach Narkoseeinleitung und vor OP-Beginn zu-
nachst eine endoskopische Fotodokumentation. Im Anschluss wurde je nach Verfugbarkeit
ggf. die in-vivo OCT oder in-vivo CLSM durchgefuhrt.

Das mittels in-vivo Diagnostik untersuchte Areal wurde maoglichst atraumatisch enthommen

und fur die ex-vivo Untersuchung in isotonischer Kochsalzlésung gelagert und beschriftet. Vor
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den ex-vivo Untersuchungen wurde die Probe fotodokumentiert, die CLSM und die OCT durch-
gefuhrt und zuletzt die dann formalingelagerte Probe der histopathologischen Aufarbeitung

noch am OP-Tag zugeflihrt.

2.5 UNTERSUCHUNGEN

Tabelle 2 Untersuchungen je Patientengruppe und Untersuchungsart

Gruppe In-vivo OCT Ex-vivo OCT In-vivo CLSM Ex-vivo CLSM
IP 1 4 1 5
NP 0 5 4 5

Durch begrenzte Verflgbarkeitszeitraume war keine komplette Untersuchung von allen zehn
Patienten mit allen Untersuchungsarten moglich. Die Tabelle 2 zeigt die erfolgten Untersu-

chungen.

2.5.1 OPTISCHE KOHARENZTOMOGRAPHIE

Urspringlich entstammt die optische Koharenz Reflektometrie aus der Telekommunikations-
industrie, dort wurde sie als eindimensionale Distanzmesstechnik zur Detektion von Schaden
in Glasfaserkabelnetzwerken entwickelt. Die optische Koharenztomographie wurde das erste
Mal 1991 am Institut fir Technologie Massachusetts unter der Leitung von J. G. Fujimoto zur
Darstellung eines Querschnittes der Retina im medizinischen Bereich verwendet (Huang, D.
et al., 1991).

Die Grundbausteine der OCT stellen ein Michelson-Interferometer mit einem Referenz- und
einem Probenarm dar (Zysk, Nguyen, Oldenburg, Marks & Boppart, 2007). Infrarotes Licht mit
einer kurzen Koharenzlange wird in zwei separate Strahlen geteilt, die jeweils zum Referenz-
spiegel und zur Probe geschickt werden. Die Lichtstrahlen werden sowohl vom Spiegel als
auch vom Gewebe reflektiert und werden dann von einem Photodetektor ermittelt. Durch den
Vergleich von interferierenden Lichtstrahlen, kann die Distanz und Reflektionsintensitat des
reflektierenden Objektes errechnet werden. Mit einzelnen Aufnahmen wird ein amplituden-
Scan (Axialer Scan — A-Scan) erstellt. OCT brightness-Scans (B-Scan) ergeben sich durch
systematisches, transversales Abtasten der Probe und Aneinanderlagern der gewonnenen In-
formationen (Lankenau, E. et al., 2007; Volgger, V., Arens et al., 2016; Wisweh, 2010). Die

Auflésung wird Uber die Koharenzlange beeinflusst (Welzel, J. et al., 2004).
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Abb. 1: Aufbau einer spektrometerbasierten FD-OCT
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Quelle: eigene Darstellung, inspiriert durch Gambichler, T. et al., 2011

Arten der OCT

Die beiden grofden Gruppen der OCT stellen die Time-Domain (TD) -OCT und Frequency-
Domain (FD) -OCT dar. Diese unterscheiden sich dahingehend, wie das Referenzsignal zu-
stande kommt: bei der TD-OCT wird das Referenzsignal fir jede Gewebetiefe durch die me-
chanische Bewegung des Referenzspiegels generiert, wohingegen bei der FD-OCT der Refe-
renzarm still stehen bleibt und durch Auswertung der wellenzahlabhangigen Kreuzkorrelatio-
nen die Signaltiefe ermittelt wird. Dadurch wird eine hdhere Bildakquisitionsrate moglich (Volg-
ger, V., Arens et al., 2016; Wisweh, 2010). Die FD-OCT wird in die spektrometerbasierte oder
Spectral Domain (SD) OCT und die Swept-Source OCT eingeteilt (Wisweh, 2010; Yagoob, Wu
& Yang, 2005). In dieser Arbeit wird eine spektrometerbasierte OCT verwendet.

Der Photodetektor der TD-OCT wird bei der spektrometerbasierten FD-OCT durch ein Spekt-
rometer ausgetauscht. Ein Transmissionsgitter spaltet das reflektierte Licht in die einzelnen

spektralen Komponenten. Durch eine inverse Furier-Transformation der spektralen Kompo-
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nenten des Reflexivitatsprofils der Probe kann der A-Scan ermittelt werden. Durch diese tech-
nischen Umstellungen, erhalt man mit einer einzelnen Aufnahme einen kompletten Tiefen-
scan. Diese Veranderungen, besonders die geringe Anzahl der zu verschiebenden Bestand-
teile, beschleunigt die Bildakquisitionsrate der spektrometerbasierten FD-OCT im Vergleich
zur TD-OCT deutlich (Schmutzler, 2008; Wisweh, 2010).

a. IN-VIvO OPTISCHE KOHARENZTOMOGRAPHIE

Eine spektrometerbasierte FD-OCT(Spectral Radar; Thorlabs HL AG, Lubeck, Germany), ent-
wickelt durch das Institut fir Biomedizinische Optik der Universitat Libeck und bereitgestellt
durch die Thorlabs HL AG (Lubeck, Deutschland), war an den Kameraanschluss eines OP-
Mikroskops (HiRes1000, Moller-Wedel, Wedel, Germany) montiert worden. Dabei wurden die
gleichen Optiken flr die konventionellen Bilder, wie flr die OCT-Bilder verwendet. Ein griner
Pilotstrahl diente als Orientierung im Operationsgebiet und markierte den vom OCT erfassten
Bereich. Ein einzelner B-Scan ausgehend vom markierten Zentrum des Blickfeldes war durch
eine monoaxiale Abtastung mdglich. Es erfolgte eine kontaktfreie Untersuchung mit einer Ar-
beitsdistanz von 23,2cm bis 29cm (Lankenau, E. et al., 2007).

Dieses spektrometerbasierte FD-OCT beinhaltet eine Superlumineszenz-Diode mit einer zent-
ralen Wellenlange von 840nm und einer axialen Auflésung von 11um in Luft (Lankenau, E. et
al., 2007). Die laterale und axiale Auflosung im Gewebe lag bei 24pm resp. 12um (Just, T.,
Lankenau, Huttmann & Pau, 2009). Die Konfigurationen der verwendeten SD-OCT ergaben
eine B-Scan-Bildtiefe von 3,6mm in Luft und eine mediumsunabhangige B-Scan-Bildbreite von
6,17mm. Die Datenerfassung erfolgte in einer Rate von 1220 A-Scans/Sekunde (Lankenau,
E. et al.,, 2007).

Am bereits narkotisierten Patienten, erfolgte die in-vivo OCT Untersuchung. Fir die Bildakqu-
ise musste das zu untersuchende Areal mit dem OP-Mikroskop eingestellt werden und anna-

hernd koronar ausgerichtet sein.

b. EX-vivo OPTISCHE KOHARENZTOMOGRAPHIE

Verwendet wurde die Spectralis OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany). Dieses
Gerat verbindet eine spektrometerbasierte FD-OCT mit einer Konfokalen Laser-Scanning
Ophthalmoskopie innerhalb eines Gerates. Wie beim Versuchsaufbau von Prakasam et al.,
wurde eine aufsetzbare Objektlinse verwendet, die die Scanebene zum Gerat hin verlagert
(Prakasam, Schwiede, Hutz, Guthoff & Stachs, 2012). Die zentrale Wellenlange betrug laut

Hersteller 815nm.
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Beim Spectralis OCT kdnnen bis zu 40.000 A-Scans pro Sekunde aufgenommen werden.
Diese Bilder besitzen eine optische Tiefen-Auflésung von 7um und eine digitale Tiefen-Aufl6-
sung von 3,5um. Die laterale Auflésung lag bei 20um, die axiale Auflésung bei 5um (Wenner,
Wismann, Jager, Pons-Kiihnemann & Lorenz, 2011).

Die Distanz der einzelnen B-Scans innerhalb eines 3D-Scanvorgangs betrug 250um (Heidel-
berg Engineering GmbH, 2014; Prakasam et al., 2012; Wenner et al., 2011).

2.5.2 KONFOKALE MIKROSKOPIE

Patenthalter und Erfinder der Konfokalen Mikroskopie ist Marvin Minsky, der 1957 das Patent
unter dem Namen ,Microscopy apparatus“ anmeldete (Minsky, 1957). Durch die Weiterent-
wicklung und Kommerzialisierung der Arbeitsgruppe um White entstand aus dem Apparat von
Minsky die CLSM (Guthoff, R. F. et al., 2009; Paddock & Eliceiri, 2014; Piérard, 1993; White,
Amos & Fordham, 1987).

Bei der CLSM wird Licht von einer Lichtquelle mithilfe einer Lochblende eingegrenzt. Das Licht
passiert einen Strahlenteiler und wird - durch ein Objektiv geblndelt - auf das Untersuchungs-
objekt gelenkt. Durch entsprechende Einstellungen kann schon vorab festgelegt werden, wel-
che Ebene des Untersuchungsobjektes vom geblindelten Lichtstrahl getroffen werden soll.
Das Licht wird dann vom Objekt reflektiert, wieder vom Objektiv gebindelt und trifft dann auf
den Strahlenteiler, der das reflektierte Licht nun in Richtung Detektor umlenkt. Bevor das re-
flektierte Licht auf den Detektor trifft, werden mithilfe einer weiteren Lochblende Streustrahlung
und Informationen aus anderen Ebenen als der zu untersuchenden Fokusebene aufgehalten,
sodass letztendlich nur die Bildinformationen auf den Detektor treffen, die von dem zu unter-
suchenden Punkt des Objekts in der zu untersuchenden Fokusebene stammen. Dieser Vor-
gang allein liefert nur wenige Informationen. Wenn er, ahnlich wie bei einem Rasterelektro-
nenmikroskop, systematisch Uber eine vorgegebene Flache fir jeden Punkt dieser Flache
durchgeflhrt wird, liefert es ein hochauflosendes Bild der Fokusebene. Die Fokusebene dieses
entstandenen Bildes kann auch unter der Oberflache des Untersuchungsobjektes liegen, also
eine gewisse Tiefensicht bieten. Die so wiedergegebene Bildebene ist orthogonal zur Strah-
lenrichtung, von der Ausrichtung vergleichbar mit einem histologischen Flachschnitt (Just, T.
et al., 2007; Stave, J. et al., 2002). Die Bildqualitat nimmt mit zunehmender Gewebetiefe und
je nach Keratinisierungsgrad des Gewebes starker ab (Farahati et al., 2010; Just, T. et al.,
2011).
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Abb. 2: Aufbau einer Konfokalen Mikroskopie
Detektor

Zwischenbild-
ebene mit Loch- [ V )
blende N '

Anregungslochblende

a a \1

- b=

Strahlenteiler N

v \ 4 Lichtquelle

TomoCap
Fokusebene im
Praparat
Praparat

Quelle: eigene Darstellung, inspiriert durch Guthoff, R. et al., 2006

Arten der CLSM

2002 konnten dann Stave et al. von weiteren Verbesserungen der konfokalen Untersuchungs-
moglichkeiten des Auges berichten. Es gelang der Rostocker Arbeitsgruppe einen Heidelberg
Retina Tomographen (HRTII, Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland), mit
einem eigens entwickelten Rostocker Cornea Modul (RCM, Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Deutschland) zu erweitern, sodass daraus ein digital-konfokales Laser-Scanning
Rastermikroskop entstand. Dank eines mechanischen Z-Scans konnte die gesamte Tiefe des
vorderen Augenabschnittes untersucht werden und kombiniert mit der urspringlichen Funktion
des HRTII, war damit die komplette Darstellung und Vermessung der okularen Bestandteile

bis zur Retina méglich (Stave, J. et al., 2002).

a. IN-VIVO, ENDOSKOPISCHE KONFOKALE MIKROSKOPIE

Far die In-vivo Diagnostik wurde der Heidelberg Retina Tomograph (HRTII, Heidelberg Engi-

neering GmbH, Heidelberg, Deutschland), ein Diodenlaser mit einer Wellenlange von 670nm
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(Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg), das Rostocker Cornea Modul (Heidelberg Engi-
neering GmbH, Heidelberg, Deutschland), ein Wasserimmersionsobjektiv (Zeiss, Jena,
Deutschland), ein Kontaktgel (Vidisic®, Dr. Mann Pharma, Berlin, Deutschland), ein starres,
malfgefertigtes Endoskop (Lange 23cm, Durchmesser 5mm, autoklavierbar, KARL STORZ
GmbH & Co. KG; Tuttlingen, Deutschland,) mit einem passenden Verbindungsstick (KARL
STORZ GmbH & Co. KG; Tuttlingen, Deutschland) verwendet (Farahati et al., 2010). Das Ver-
bindungsstlick lag zwischen dem Endoskop und dem Komplex aus HRTIl und dem RCM. Da
die Méglichkeit von Reflektionen am Ubergang vom Wasserimmersionsobjekt zum Endoskop
bestand, wurde eine Verzdgerungsplatte (M4-Plattchen) vom HRTII entfernt (Just, T. et al.,
2011).

Die mégliche, maximale Eindringtiefe lag zwischen 100um und 240um. Die Zeit fur einen Vo-
lumenscan lag bei 6 Sekunden und die untersuchte Tiefe eines einzelnen Volumenscans war
mit 40 Bildern bei insgesamt 80um angesiedelt. Die axiale Auflésung lag bei 5um und die
laterale Aufldsung bei 1-2um (Farahati et al., 2010; Just, T. et al., 2011).

Zu Beginn der Nasennebenhdhlen(NNH)-Operation - also am narkotisierten Patienten - wurde
vom Operateur die in-vivo CLSM-Apparatur manuell in Kontakt mit dem zu untersuchenden
Gewebe gebracht. Ein Gerateassistent stellte die Z-Achse kurz vor die Spitze des Endoskops,
sodass der Volumenscan an der Oberflache des Epithels beginnen konnte. Vor dem tatsach-
lichen Volumenscan wurde noch einmal das Kontaktgel auf die Endoskopspitze aufgetragen,
da durch das vorherige Justieren ein Groldteil des Kontaktgels verloren ging. Nach Positionie-
rung der Endoskopspitze auf dem Zielgewebe durch den Operateur startete der Gerateassis-
tent auf Anweisung den Z-Scan per Ful3schalter. Dieses Prozedere wurde einige Male wieder-
holt. Die Dauer der Messungen betrug maximal 7 Minuten. Die endoskopisch untersuchten

Gewebeanteile wurden dann entnommen und fur die Ex-vivo Untersuchungen vorbereitet.

b. EX-vIVO KONFOKALE MIKROSKOPIE

Verwendete Bestandteile der CLSM waren der HRTII, ein Diodenlaser mit einer Wellenlange
von 670nm (Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland), das RCM, ein Wasse-
rimmersionsobjektiv (Carl Zeiss, Jena, Deutschland), ein Kontaktgel (Vidisic®, Dr. Mann
Pharma, Berlin, Deutschland) und eine desinfizierbare Polymethyl-Methacrylat-Kappe (Tomo-
Cap®, Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland).

Die axiale Auflésung betrug 1-2um, die laterale Auflosung betrug 0,430um, eine maximal
800fache VergroRerung war moglich, die maximale verwendete Scantiefe lag bei diesen Un-
tersuchungseinstellungen bei 80um. Die Bildgroie betrug 400um x 400um und die Scandauer
0,024 Sekunden pro Bild. Ein einzelner Volumenscan dauerte 6 Sekunden (Guthoff, R. et al.,
2006).

19



PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Zur ex-vivo CLSM-Untersuchung wurde die Probe auf einem Papiertuch gelagert, damit beim
manuellen Ausrichten der Probe zur CLSM, diese nicht entgleiten konnte. Die ehemals zum
Lumen zeigende Probenseite wurde an die TomoCap, welches die Spitze der CLSM darstellt,
gehalten. Die Z-Achse des stationdren CLSM wurde bis zur TomoCap und von dort wenige
Mikrometer in die Probe hinein gelegt, sodass das Oberflachenepithel der Probe auf dem Bild-
schirm zu sehen war. Dann wurde ein gleichmaRiger Abschnitt innerhalb der Probenoberflache
aufgesucht. Die Z-Achse wurde auf das auRerste Ende der TomoCap ausgerichtet und eine
ruhige Kérperhaltung eingenommen. Mit dem Fusspedal wurde der Volumenscan initiiert. Eine
weitere homogene Stelle innerhalb des Gewebeverbands wurde aufgesucht und dieser Pro-
zess wurde so lange wiederholt, bis augenscheinlich, ausreichend reprasentative Videos auf-

genommen wurden.

2.6 PROBENAUFARBEITUNG

Nach der Untersuchung mittels OCT und CLSM wurde das Gewebe histologisch aufgearbeitet,

um die generierten Bilder mit HE-Schnitten zu korrelieren.

2.6.1 HISTOLOGISCHE AUFBEREITUNG

Bei der histologischen Aufbereitung handelte es sich mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
um Routineverfahren des Pathologischen Instituts der Universitat Rostocks, welche mithilfe
von automatisierten Prozessen durchgefuhrt wurden. Als Fixierungsmittel wurde 10 % neutral
gepuffertes Formalin verwendet.

Zur Gewebeeinbettung, also zur Fixierung, Dehydrierung, Klarung und Infiltration mit Paraffin
wurde der Thermo Scientific Excelsior AS (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachu-
setts, USA) verwendet.

Die manuelle Schnitterstellung erfolgte entweder am Schlittenmikrotom SM 2010 R (Leica Bio-
systems, Nussloch, Deutschland) oder am Rotationsmikrotom RM 2155 (Leica Biosystems,
Nussloch, Deutschland). Die Schnitte wurden danach im Wasserbad bei 48°C schwimmend
auf einen Objekttrager aufgezogen. Im Warmeschrank trockneten diese fir 20 Minuten bei
90°C, um danach abzukuhlen.

Das Thermo Shandon Histocentre 3 Embedding Center (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) stellte die folgende Paraffinausgief3station dar. Zum Entpa-
raffinieren und Farben von Paraffinschnitten kam der Leica Biosystems ST 5020 Multistainer
(Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) zum Einsatz. Das Eindecken von gefarbten Pa-
raffinschnitten Ubernahm der Leica CV5030 Glaseindeckautomat (Leica Biosystems, Nuss-

loch, Deutschland).
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2.6.2 MIKROSKOPIE-PHOTOGRAPHIE

Die Mikroskopie-Photos wurden an einem Mikroskop BX53 (Olympus, Tokio, Japan), gekop-
pelt mit einer digitalen Mikroskopkamera DP72 (Olympus, Tokio, Japan) und mit der CellSens-
Imaging Software (Olympus, Tokio, Japan) erstellt. Es waren Vergré3erungen um den Faktor
40, 100, 200 und 400 maglich.

2.7 OPTISCH KOHARENZTOMOGRAPHISCHE EPITHELDICKENMESSUNG

Aufgrund der Auflésung der OCT konnten keine einzelnen Zellreihen ausgemacht werden,

deswegen mussten die Epitheldickenmessungen in dieser Arbeit in Mikrometern erfolgen.

Um einen Untersucherbias einzudammen, erfolgten jeweils finf Epitheldickenmessungen je
Bild, in der Nahe der beiden Rander und eine dritte mittige Messung, wobei versucht wurde,
fur die jeweilige Region, reprasentative Bereiche zu messen. Des Weiteren wurde als vierter

und flinfter Wert, die maximale und minimale Epitheldicke erhoben.

Bei Distanzmessungen in OCT-Bildern musste der unterschiedliche, gewebespezifische Bre-
chungsindex fur Distanzangaben in Strahlenrichtung (Y-Achse (b)) mit einberechnet werden.
Dabei wurde ein allgemeiner Gewebe-brechungsindex (Bl) zu Grunde gelegt (Daniltchenko et
al., 2006; Steiner, 2013). Die gemessene Distanz auf der X-Achse (a) musste nicht angepasst
werden. Mit dem Programm Adobe Photoshop (Version 12.0.4 x32 CS5, Hersteller: Adobe)
wurde die Lange der Distanzmessungen in X- und in Y-Achse in Pixeln gemessen. Unter Ver-
wendung der Bildkantenlangen konnte ein Verhaltnis von Pixeln zu Millimetern hergestellt wer-
den (Vgl. Herstellerangaben). Die gemessene Distanz auf der Y-Achse (b) wurde durch den
allgemeinen Gewebebrechungsindex (Bl) von 1,4 dividiert und unter Zuhilfenahme des Satzes
von Pythagoras wurde dann die endgultige Epitheldicke (c) in Mikrometern ermittelt (Siehe
Formel 1).

Die Aufzeichnungen der Messdaten sowie die Berechnungen erfolgten im Programm Excel
2013 (Version 15.0.5031.1000 x32, Hersteller: Microsoft).

Formel 1
Epitheldickenmessung unter Einbeziehung der Lichtausbreitungsgeschwindigkeit im Gewebe

a: gemessene Distanz auf der X-Achse

b: gemessene Distanz auf der Y-Achse bzw. in Strahlenrichtung
Bl: allgemeiner Gewebebrechungsindex von 1,4

c: Epitheldicke

(Quelle: eigene Uberlegungen)
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Wie bei der in-vivo OCT, konnte auch bei der ex-vivo OCT die Distanzmessung in der Y-Achse
in Pixeln gemessen und unter Zuhilfenahme der abgebildeten Skala dann in Mikrometer um-
gerechnet werden. Nach dem oben beschriebenen Konzept konnte dann die tatsachliche

Epitheldicke in Mikrometern ermittelt werden (Siehe Formel 1).

2.8 BILDAUFBEREITUNG UND QUALITATIVE ANALYSE MITTELS KONFOKALER MIKROSKOPIE

Die Bildanalyse der CLSM musste mit folgenden Schritten vorbereitet werden: Die gewonne-
nen Volumen-Scans wurden als Videos im avi-Format abgespeichert. Mithilfe des ,Free Video
to JPG Converters® wurden aus den Videos einzelne JPG-Bilder erstellt (Downloadlink
http://www.dvdvideosoft.com/de/products/dvd/Free-Video-to-JPG-Converter htm#.VTTEG-
HkcRMt vom 20.04.2015).

Bei der Aufnahme der Bildreihen lieferte die CLSM einen schwarzen Balken unter dem Bild,
auf dem die Patienteninformationen festgehalten wurden. Dieser Balken erwies sich als st6-
rend, sodass er mithilfe des Programms Adobe Photoshop entfernt wurde.

Anschlielend wurden mit der 3D-Software Amira (FEI Company, Oregon, USA) die gewonne-
nen CLSM-Bildreihen ausgewertet. Die Bildreihen wurden tbereinandergelegt, wobei die Vo-
xelgrofRe in der Z-Achse verdoppelt wurde. Die Verdopplung war notwendig, da in Scanrich-
tung (Z-Achse) nur jeder zweite Mikrometer abgelichtet wurde, im Gegensatz zur kontinuierli-
chen Darstellung in der X- und Y-Achse.

Mithilfe der Achseinstellungen, wurden auffallige Objekte in das Achsfadenkreuz genommen.
Dann wurden jeweils Abbildungen aus verschiedenen Achs-Blickwinkeln angefertigt. Diesen

Aufnahmen wurde mittels Adobe Photoshop der Rand entfernt.
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Tabelle 3: Orientierungshilfe

XY-Schnittebene

YZ-Schnittebene

XZ-Schnittebene

Abb. 3: 3D-Ansicht der XY-
Schnittebene

Abb. 6: 3D-Ansicht mit Blickrich-
tung in z-Achse

Abb. 9: XY-Ebene, Blick in Rich-
tung Z-Achse

Die Tabelle stellt eine Orientierungshilfe Uber die Bilddarstellung aus Sicht der jeweiligen Ach-

sen dar.

Abb. 4: 3D-Ansicht der YZ-Schnitt-
ebene

Abb. 7: 3D-Ansicht mit Blickrich-
tung in x-Achse

Abb. 10: YZ-Ebene, Blick in Rich-
tung X-Achse

Abb. 5: 3D-Ansicht der XZ-Schnitt-
ebene

Abb. 8: 3D-Ansicht mit Blickrich-
tung in y-Achse

Abb. 11: XZ-Ebene, Blick in Rich-
tung Y-Achse
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lil. ERGEBNISSE

Zur besseren Veranschaulichung werden im Folgenden Beispielbilder fur die einzelnen, ent-
wickelten ldentifikationskriterien prasentiert. Die vollstandige Darstellung des Bildmaterials je

Patient ist auf der Rohdaten-CD zu finden.

3.1 EPITHELDICKE
OCT:

Abb. 12: Patient Nr. 1, intraoperative OCT, 200um Skala, verdicktes Epithel

Abb. 13: Patient Nr. 1, intraoperative OCT, Bildausschnitt von Abb. 12, 200pm Skala, unterschiedliche Epithel-
dicke, besonders im linken Bildabschnitt
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Abb. 14: Patient Nr. 1, intraoperative OCT, markierter Bildausschnitt von Abb. 13, 200um Skala, unterschiedli-
che Epitheldicke, Epithelzapfen (Seihe weille Pfeile)

Im kranialen Anteil dieses intraoperativen OCT-Bildes zeigt sich eine oberste Schicht mit in-
homogener Dicke und insgesamt welligem Charakter (Vgl. gelb markierten Ubergang Epithel-
Stroma). Dabei handelt es sich am ehesten um das IP-Epithel mit sichtbarer Dickenvarianz
und angedeuteten Epithelzapfen (Siehe weil3e Pfeile). Die gelbe Linie zeigt den Verlauf der
BM.
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230 pr

Abb. 15: Patient Nr. 1, HE, x40, 200pum Skala, unterschiedliche Epitheldicken nebeneinander, Epithelzapfen
(Siehe schwarzer Pfeil)

Diese mikroskopische Aufnahme verdeutlicht die ausgepragte Epitheldickenvarianz und die
Epithelzapfen der IP (Siehe schwarzer Pfeil). Das Stroma zeigt sich teils zellreich, teils aufge-

lockert, durchsetzt mit GefalRen, eindeutige PR zeigen sich nicht.

CLSM:
Die Epitheldicke wurde mit der CLSM nicht gemessen.
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3.2 EPITHELARCHITEKTUR
OCT:

200 prn

Abb. 16: Patient Nr. 3, OCT, 200um Skala, welliges Epithel, Krypte

‘50121‘
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Abb. 19: Patient Nr. 3, OCT, 200um Skala, markierte Abb. 18, welliges und verdicktes Epithel, Krypten (Siehe
weiller Pfeil), stromale PR (Siehe grauer Pfeil)

In diesen OCT-Aufnahmen prasentiert sich die typisch wellige Epithelarchitektur der IP mit

ausgepragten epithelialen Einziehungen samt Lumen, im Sinne von Krypten (Siehe weilke
Pfeile). In der ersten OCT-Aufnahme ist ein diinnes Epithel nachweisbar. Bei der Analyse des
zweiten OCT-Bildes, auch im Vergleich zwischen den beiden Bildern desselben Patienten,
zeigt sich eine - IP-typische - inhomogene Epitheldicke.

Durch das prominente Epithel ist nur eine geringe Darstellung des Stromas gegeben. Es zei-
gen sich dennoch einige, kleinste stromale PR (Siehe grauer Pfeil in Abb. 19, unter 100um im

Langsachsdiameter).
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Abb. 20: Patient Nr. 3, HE, x40, 200pmSkaIa, unregelmél&g

nes Epithel

>

Abb. 21: Patient Nr. 3, HE, x40, 200m Skala, einzelner Epithelzapfen
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Abb. 22: Patient Nr. 3, HE, x40, 200pum Skala, invasives Epithel (Siehe grauer Pfeil), Krypten (Siehe schwarzer
Pfeil), kleines Gefal kurz unterhalb der BM (Siehe weiRer Pfeil), aufgelockertes Stroma mit stromalen PR
(gelb markiert), intraepitheliale Einschlisse (Siehe schwarz gestrichelte Pfeile)

Abb. 23: Patient Nr. 3, HE, x40, 200um Skal, Original von Abb. 22
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Diese mikroskopischen Aufnahmen zeigen teilweise IP-typisch eine wellige, unregelmafige
Epithelarchitektur bei invasivem Wachstumscharakter und unterschiedlicher Epitheldicke so-
wie Epithelzapfen (Siehe grauer Pfeil), Krypten (Siehe schwarzer Pfeil), vereinzelt Gefalke
(Siehe weilder Pfeil) und intraepitheliale Einschlisse (Siehe schwarz gestrichelte Pfeile).

Des Weiteren prasentiert sich ein stark variables Stroma mit teils zellreichen Anteilen (Siehe
Abb. 21) oder aufgelockert mit vereinzelten PR (Siehe Abb. 22, gelb markiert, unter 100pm im

Langsachsdiameter).

CLSM:
Zur Beurteilung der Epithelarchitektur ist die vollstdndige Darstellung des Epithels selbst not-
wendig. Dieses wurde in dieser Arbeit mit der CLSM nicht erfasst, entsprechend kann auch

keine Aussage Uber die Epithelarchitektur durch die CLSM erfolgen.

3.3 KRYPTEN ODER EPITHELZAPFEN

OCT:

'%‘ prm £ E”:' prm

Ab. 24: Patient N. 2, OCT, 200um Skala, Unterschiedliche Epitheldicken, wellige Epithelarchitektur, Krypten,
stromale PR

Abb. 25: Patient Nr. 2, OCT, 200um Skala, markierte Abb. 24, Unterschiedliche Epitheldicken, wellige Epithelar-
chitektur (Siehe weil3e Pfeile), Krypten, stromale PR (Siehe graue Pfeile)

In den ex-vivo OCT-Aufnahmen (Abb. 24 und Abb. 25) zeigt sich eine oberste, optisch homo-
gen-dichte Schicht mit stark variabler Dicke und insgesamt welligem Charakter (vergleiche die
Gewebeanteile kranial und kaudal der markierten Linie). In der Bildmitte der Abb. 25 ist die
Schichtdickenvariabilitat in ihrem Maximum wahrzunehmen. Die erste, oberste Schicht wird
als Epithel gewertet. Die markierten Strukturen (Siehe weilie Pfeile) verdeutlichen die inver-
tierte Wachstumsrichtung des IP, im Sinne von Epithelzapfen.

Das abgebildete Stroma wirkt aufgelockert. Als Besonderheit sind viele kleine, teils rundlich
konfigurierte, optisch wenig dichte, stromale Strukturen unter 100um Langsachsdiameter im

Sinne von PR, zu erkennen (Siehe graue Pfeile).
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Abb. 26: Patient Nr. 2, HE, x 40, 200um Skala, verdicktes Epithel, Krypten mit Lumen, stromale PR

TR W, T

Abb. 27: Patient Nr. 2, HE, x 40, 200um Skala, markierte Abb. 26, verdicktes Epithel, Krypten mit Lumen
(Siehe schwarze Pfeile), stromale PR (gelb markiert)
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Abb. 28: Patient Nr. 2, HE, x100, 100um Skala, Ausschnitt aus Abb. 27, verdicktes Epithel und Krypten (Siehe
weille Pfeile), groRere GefaBanschnitte (Siehe graue Pfeile), stromale PR (gelb markiert), intraepitheliale
Einschlisse (Siehe schwarze Pfeile)

Die hier abgebildeten mikroskopischen Photos zeigen deutlich die histologischen Eigenschaf-
ten der IP. So sind eine stark variable Epitheldicke, eine invertierte Wachstumsrichtung des
Epithels (Siehe weile Pfeile Abb. 28), Epithelzapfen mit Lumen (Siehe schwarze Pfeile Abb.
27), eine wellige Epithelarchitektur und intraepitheliale Einschliisse zu verzeichnen (Siehe
schwarze Pfeile Abb. 28).

Das Stroma zeigt sich als zellarmes, 6dematds aufgelockertes und homogen organisiertes
Gewebe, durchzogen von vielen, groReren Gefalden (Siehe graue Pfeile Abb. 28). Als Beson-
derheit fallen die kleinen, mit Bindegewebe umrandeten, zellfreien Raume im Stroma auf, die

stromalen PR (gelb markiert, unter 100um im Langsachsdiameter).
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CLSM:
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Abb. 29: Patient Nr. 5, CLSM, Seitansicht XZ- Abb. 30: Patient Nr. 5, CLSM, Seitansicht XZ-
Schnittebene Nr. 308, fokussierte Krypte, Schnittebene Nr. 308, fokussierte, markierte
Skala der Aufsicht Ubertragbar Krypte, Skala der Aufsicht Ubertragbar

Abb. 31: Patient Nr. 5, CLSM, 200um Skala, Auf- Abb. 32: Patient Nr. 5, CLSM, 200um Skala, Auf-
sicht XY-Schnittebene Nr. 28, fokussierte sicht XY-Schnittebene Nr. 28, fokussierte,

Krypte markierte Krypte
Diese ex-vivo-CLSM-Bildreihe zeigt eine groliere, scharf abgrenzbare, zellular ummauerte,
optisch wenig dichte Struktur (Siehe gelbe Markierung), die einen Kontakt zur Gewebeober-
flache aufweist und deren oberflachenfernes Ende aufierhalb der CLSM-Aufnahme liegt. Es

handelt sich vermutlich um eine Krypte mit einer Eindringtiefe von tber 80um.
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34 KRYPTENLUMEN
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Abb. 33: Patient Nr. 5, OCT, 200um Skala, welliges Epithel, Krypte, stromale PR

Abb. 34: Patient Nr. 5, OCT, 200um Skala, gelb markierte BM, welliges Epithel, Krypte (Siehe weilder Pfeil), stro-
male PR (Siehe graue Pfeile

200 m ' [200 um

Abb. 36: Patient Nr. 5, OCT, 200um Skala, gelb markierte BM, wellige Epithelarchitektur, Krypte (Siehe weiller
Pfeil), GefaRanschnitt (Siehe grauer durchgezogener Pfeil), stromale PR (Siehe graue gestrichelte Pfeile)

Diese ex-vivo OCT-Aufnahmen zeigen einen scharfen Kontrast zwischen Epithel und Stroma
und vereinfachen somit die Wahrnehmung der IP-typischen, welligen Epithelarchitektur (Ver-
gleiche gelbe Markierungen). In beiden Aufnahmen sind epitheliale Einbuchtungen, im Sinne
von Krypten samt deren Lumen, zu finden (Siehe weil3er Pfeil). Die Epitheldicke erscheint,
entgegen der mikroskopischen Eigenschaften der IP, als homogen.

Die mit einem durchgehend grauen Pfeil markierte Struktur, zeigt sich scharf abgrenzbar, zent-
ral optisch wenig dicht und randstandig mit optisch dichterem Material umrahmt, sie wurde als

Gefallanschnitt gewertet.
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Als Besonderheit sind im gesamten abgebildeten Stroma kleinere, scharf abgrenzbare, optisch
wenig dichte Strukturen zu sehen, die als multiple, kleine PR gewertet werden (Siehe graue

gestrichelte Pfeile, unter 100um im Langsachsdiameter).

CLSM:

Abb. 38: Patient Nr. 1, CLSM, Seitansicht YZ-
Schnittebene Nr. 225, die horizontale, gelbe
Linie entspricht der Schnittgeraden mit der
XY-Ebene Nr. 15, markiertes, fokussiertes
Kryptenlumen, Skala der Aufsicht Ubertrag-
bar

Abb. 37: Patient Nr. 1, CLSM, Seitansicht YZ-
Schnittebene Nr. 225, die horizontale, gelbe
Linie entspricht der Schnittgeraden mit der
XY-Ebene Nr. 15, fokussiertes Kryptenlu-
men, Skala der Aufsicht Ubertragbar

Abb. 40: Patient Nr. 1, CLSM, 200um Skala, Auf-

Abb. 39: Patient Nr. 1, CLSM, 200um Skala, Auf-

sicht XY-Schnittebene Nr. 15, die horizon- sicht XY-Schnittebene Nr. 15, die horizontale,
tale, gelbe Linie entspricht der Schnittgera- gelbe Linie entspricht der Schnittgeraden mit
den mit der YZ-Ebene Nr. 225, fokussiertes der YZ-Ebene Nr. 22, markiertes, fokussier-
Kryptenlumen tes Kryptenlumen

Diese CLSM-Bilder des Patienten Nr. 1 zeigen in der Aufsicht, sowie in der Seitansicht eine
optisch weniger Dichte, scharf abgrenzbare, langliche, rohrférmige, sich zuspitzende Figur
(gelbe Markierung). Dabei handelt es sich am ehesten um ein Kryptenlumen.

In der Seitansicht wird neben der Figur auch der Effekt der manuellen Probenfixierung deutlich:
die Bildaufnahme mit mikroskopisch kleiner Translation, die zu einer verzerrten Seitansicht

fuhrt (gekrimmte gelbe Linien in Abb. 38), wahrscheinlich ohne Translation anndhernd gerad-

linig).
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Abb. 41: Patient Nr. 1, HE, x100, 100um Skala, multiple Krypten/Epithelfalten und deren Lumen, vakuolisierte
Zellen lumenwarts

Diese mikroskopische Aufnahme verdeutlicht die wellige Epithelarchitektur und die Krypten

samt Lumen.

3.5 PSEUDOZYSTISCHE RAUME
OCT:

200 um |;u 0um

Abb. 43: Patient Nr. 7, OCT, 200um Skala, gelb markierte BM, flaches Epithel, aufgelockertes Stroma mit promi-
nenten PR (Siehe weile Pfeile)
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Die OCT-Aufnahmen zeigen ein homogen flaches Epithel. Die darunterliegende BM stellt sich
als optisch dichte, scharf gestrichene Linie (Vergleiche gelbe Markierung) dar.
Als Besonderheit zeigt sich ein Stroma, welches von unzahligen, prominenten PR unterschied-

licher Grolie durchsetzt ist (Siehe weile Pfeile, iber 200um Langsachsdiameter).

X y ¥ _ "y
Abb. 44 Patient Nr. 7, HE, x40, 200um Skala, flaches Epithel, homogene Epithelarchitektur,
aufgelockertes Stroma mit markiertem PR, Gefal} (Siehe schwarzer Pfeil)
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Abb. 45: Patient Nr. 7, HE, x100, 100pm Skala Ausschnlft aus, , flaches Eplthel hombgene Eplthelarchltektur
aufgelockertes Stroma mit gelb markiertem PR, Gefal} (Siehe schwarzer Pfeil)

Abb. 46: Patient Nr. 7, HE, x200, 50pm Skala Ausschnitt aué flaches Eplthel homogene Epithelarchitektur,
aufgelockertes Stroma mit markiertem PR, Gefal} (Siehe schwarzer Pfeil)
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Abb. 47: Patient Nr. 7, HE, x400, 20um Skala, Ausschnitt aus , flaches Epithel, homogene Epithelarchitektur,
aufgelockertes Stroma, Gefal (Siehe schwarzer Pfeil)

Diese mikroskopische Aufnahmereihe stellt progrediente VergréRerungen ein und derselben
Region dar. Es zeigt sich ein glattes und homogen strukturiertes Epithel. Subepitheliale Ge-
fale sind sichtbar (Siehe schwarzer Pfeil).

Als Besonderheit imponiert das NP-typische, aufgelockerte Stroma mit seiner Vielzahl an pro-

minenten, stromalen PR (gelb markiert, teilweise tber 200um Langsachsdiameter).

CLSM:
Das Stroma wurde in dieser Arbeit mit der CLSM bei einer verwendeten Eindringtiefe von

80um nicht untersucht, demnach auch nicht die PR.
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3.6 VERHORNUNG

OCT:
Mittels OCT konnte in dieser Untersuchungsreihe kein Bild der hyperreflexiven Oberflache als

Hinweis auf eine Verhornung entdeckt werden.

CLSM:

Abb. 48: Patient Nr. 4, CLSM, Seitansicht XZ- Abb. 49: Patient Nr. 4, CLSM, Seitansicht XZ-

Schnittebene Nr. 144, fokussierte Krypte, Schnittebene Nr. 144, fokussierte, mar-
Skala der Aufsicht Gbertragbar kierte Krypte, Skala der Aufsicht libertrag-
bar

Abb O: Patient Nr. 4, CLSM, 200um Skala, Auf- Ab. 51: Patient Nr. 4, CLSM, 200um Skala, Auf-

sicht XY-Schnittebene Nr. 6, fokussierte sicht XY-Schnittebene Nr. 6, fokussierte,
Krypte, umgeben von zellkernfreien Zellen markierte Krypte, umgeben von zellkern-
freien Zellen

In den hier gezeigten ex-vivo CLSM-Aufnahmen erkennt man eine konfluierende Gewebear-
chitektur um den fokussierten Punkt. In der Seitansicht prasentiert sich das Korrelat dieser
scharf abgrenzbaren, optisch wenig dichten Struktur mit Kontakt zur Gewebeoberflache (Siehe
markierte Struktur). Dabei handelt es sich am ehesten um eine Krypte mit einer geringeren
Eindringtiefe (ungefahr 30um). Umgeben wird die markierte Struktur von groReren Zellen, de-
ren Zellgrenzen scharf abgrenzbar sind und die gréRtenteils keinen Zellkern aufweisen, im
Sinne von Keratinozyten.

In den eigenen histologischen Untersuchungen konnte keine Verhornung gefunden werden.
Im histopathologischen Befund wird im Hinblick auf eine mégliche Verhornung keine Stellung

genommen.
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3.7 VAKUOLISIERTE ZELLEN

OCT:
Vakuolisierte Zellen wurden - wie in Kapitel 2.1.7 beschrieben - in dieser Arbeit mit der OCT

nicht untersucht.

CLSM:

Abb. 52: Patient Nr. 4, CLSM, Seitansicht XZ-
Schnittebene Nr. 278, fokussierte vakuoli-
sierte Zelle, Skala der Aufsicht Gbertragbar

Abb. 53: Patient Nr. 4, CLSM, 200um Skala, Auf- Abb. 54: Patient Nr. 4, CLSM, 200um Skala, Auf-
sicht XY-Schnittebene Nr. 9, vakuolisierte sicht XY-Schnittebene Nr. 9, fokussierte va-
Zelle kuolisierte Zelle

Diese CLSM-Bildreihe zeigt im Fokus der Bildachsen eine vakuolisierte Zelle. Die Zellmemb-
ran ist scharf abgrenzbar, der Fokus liegt direkt auf dem Zellkern. Differentialdiagnostisch

kommt am ehesten eine Plattenepithelzelle in Betracht.
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Abb. 55: Patient Nr. 4, HE, x40, 200um Skala, unterschiedliche Epitheldicken, invertiertes Wachstumsmuster,
teilweise zellreiches, teilweise aufgelockertes Stroma mit kleinsten stromalen PR (gelb markiert), vakuoli-
sierte Zellen

In dieser Abbildung zeigt sich das Stroma von groReren Gefallen durchzogen, und lokal teils
zellreich (links im Bild), teils zellarmer (im oberen Bereich des Bildes). Im zellarmeren Bereich
zeigen sich auch kleine, bindegewebig abgegrenzte, zellfreie Rdume im Sinne von kleinsten,
stromalen PR (gelb markiert, unter 100um im Langsachsdiameter). Intraepithelial finden sich
multiple vergréRerte Zellen mit hypochromer Farbung und prominentem Zellkern im Sinne von

vakuolisierten Zellen (schwarzer Pfeil).
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3.8 EPITHELIALE EINSCHLUSSE

OCT:

In der OCT konnten keine epithelialen Einschlisse zweifelsfrei identifiziert werden.

CLSM:

Y
Abb. 56: Patient Nr. 2, CLSM, Seitansicht XZ-Ebene
Nr. 333, fokussierter intraepithelialer Einschluss,
Skala der Aufsicht tbertragbar

Abb. 57: Patient Nr. 2, CLS, 200um Skala, Aufsicht
XY-Ebene Nr. 9, fokussierter intraepithelialer
Einschluss

Die fokussierte Struktur wurde als intraepithelialer Einschluss gewertet, da sich in einer rund-
lich, optisch weniger dichten Struktur (im Sinne von eingeschlossenem Mukus) multiple, op-

tisch dichtere Einschlisse (im Sinne von zelluldren Bestandteilen) finden.
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Abb. 58: Patient Nr. 4, HE, x40, 200um Skala, stark variable Epitheldicken, intraepitheliale Einschlisse (Siehe

graue Pfeile)

Neben einer ausgepragten Epitheldickenvarianz wird diese Abbildung von multiplen in-

traepithelialen Einschllissen gepragt (Siehe grau Pfeile).

3.9 QUANTIFIZIERUNG DER OPTISCH KOHARENZTOMOGRAPHISCHEN ERGEBNISSE

Tabelle 4 OCT-Funde bei den IP-Patienten

gefundene
OCT-
Inhomo- Keine PR | Kriterien,
gene wellige Krypten/ >100um im |die fir ein
Epithel- Epithel- Epithel- Krypten- Langsachs- | IP
dicke architektur |zapfen lumen diameter sprechen
Patient Nr. 1 |1 1 1 0 1 4/5
Patient Nr. 2 |1 1 1 0 1 4/5
Patient Nr. 3 |1 1 1 1 1 5/5
Patient Nr. 4 |1 1 1 0 1 4/5
Patient Nr. 5 | 0 1 1 1 1 4/5
Gesamt 4/5 s 5/5 2/5 s 21/25

Die Kriterien der welligen Epithelarchitektur, der Krypten/Epithelzapfen sowie der fehlenden

PR kleiner als 100um konnten mit der OCT durchweg bei allen IP-Patienten dargestellt wer-

den. Insgesamt 21 der 25 IP-Eigenschaften waren in der OCT wiederzufinden. Die inhomo-

gene Epitheldicke war bei einem IP-Patienten mit der OCT nicht wahrzunehmen, Kryptenlu-

men konnten nur bei zwei der funf IP-Patienten identifiziert werden (Tabelle 4).
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Tabelle 5 OCT-Funde bei den NP-Patienten

gefundene
Inhomo- Keine PR OCT-
gene wellige Krypten/ >100um im | Kriterien die
Epithel- Epithel- Epithel- Krypten- Langsachs- |fur ein IP
dicke architektur zapfen lumen diameter sprechen
Patient Nr.6 |0 0 0 0 0 0/5
Patient Nr.7 |0 0 0 0 0 0/5
Patient Nr.8 |0 0 0 0 0 0/5
Patient Nr.9 |0 0 0 0 0 0/5
Patient Nr. 10 |0 0 0 0 0 0/5
Gesamt 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/25

Es konnten keine der aufgestellten IP-Eigenschaften bei den NP-Patienten gefunden werden

(Tabelle 5).
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3.10 QUANTIFIZIERUNG DER KONFOKALMIKROSKOPISCHEN ERGEBNISSE

Tabelle 6 CLSM-Funde bei den IP-Patienten

gefundene
CLSM-
intra- Kriterien die
vakuolisierte |epitheliale fur ein IP
Kryptenlumen [ Keratinozyten | Zellen Einschliusse [sprechen
Patient Nr. 1 |1 0 0 0 1/4
Patient Nr. 2 |1 0 1 1 3/4
Patient Nr. 3 |1 0 0 1 1/4
Patient Nr. 4 |1 1 1 0 3/4
Patient Nr. 5 |1 0 1 1 3/4
Gesamt 5/5 1/5 3/5 3/5 12/20

Das Kriterium der Kryptenlumen konnte durchweg bei allen IP-Patienten mit der CLSM iden-

tifiziert werden. Das Kriterium der Keratinozyten zeigte sich einmal. Vakuolisierte Zellen so-

wie intraepitheliale Einschlisse fanden sich je dreimal (Tabelle 6).
Tabelle 7 CLSM-Funde bei den NP-Patienten

gefundene
CLSM-
Intra- Kriterien die
vakuolisierte | epitheliale fur ein IP
Kryptenlumen | Keratinozyten | Zellen Einschlisse [sprechen
Patient Nr.6 |0 0 0 1 1/4
Patient Nr. 7 |0 0 1 0 1/4
Patient Nr.8 |0 0 0 0 0/4
Patient Nr.9 |0 0 0 0 0/4
Patient Nr. 10 |0 0 0 0 0/4
Gesamt 0/5 0/5 1/5 1/5 2/20

Bei keinem der NP-Patienten konnte mit der CLSM ein Kryptenlumen als IP-definierende Ei-
genschaft identifiziert werden. Es wurden keine Keratinozyten identifiziert. Es fanden sich bei
je einem

NP-Patienten vakuolisierte Zellen und intraepitheliale Einschllsse (Tabelle 7).
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3.11

OPTISCH KOHARENZTOMOGRAPHISCHE EPITHELDICKENMESSUNG

Tabelle 8 OCT-Epitheldickenmessungen bei den IP-Patienten

OCT-Untersuchungs-
modalitat

Mittelwert der Epithel-
dickenmessungen in
Mikrometer mit einge-
rechnetem Bre-
chungsindex

Standardabweichung
der Epitheldicken-
messungen in Mikro-
meter mit eingerech-
netem Brechungsin-
dex

Patient Nr. 1 in-vivo 108,4 50,0
Patient Nr. 2 ex-vivo 204,7 1242
Patient Nr. 3 ex-vivo 170,1 60,1
Patient Nr. 4 ex-vivo 253,5 155,3
Patient Nr. 5 €X-Vivo 114,0 26,9
Mittelwert 170,1 83,3

Die Messung bei Patient Nr. 1 erfolgten mithilfe der in-vivo OCT. Die patientenspezifischen

Mittelwerte der Epitheldicken, gemessen mit einem OCT-Verfahren, bewegten sich alle im Be-
reich von 100um bis 260um. Der Mittelwert der IP-Epitheldicken betrug 170,1um. Der Mittel-

wert der IP-Standardabweichungen lag bei 83,3um. Bei vier von finf IP-Patienten war eine

grofliere Epitheldickenstandardabweichung als 40um festzuhalten und samtliche Standardab-

weichungen der IP-Epitheldicken lagen Gber 25um (Tabelle 8).

Tabelle 9 OCT-Epitheldickenmessungen bei den NP-Patienten

OCT-Untersuchungs-
modalitat

Mittelwert der Epithel-
dickenmessungen in
Mikrometer mit einge-
rechnetem Bre-
chungsindex

Standardabweichung
der Epitheldicken-
messungen in Mikro-
meter mit eingerech-
netem Brechungsin-
dex

Patient Nr. 6 ex-vivo 53,3 14,2
Patient Nr. 7 ex-vivo 52,4 20,2
Patient Nr. 8 €x-Vvivo 59,0 11,3
Patient Nr. 9 ex-vivo 49,1 7,3

Patient Nr. 10 ex-vivo 94 1 21,3
Mittelwert 61,6 14,9

Die mit der ex-vivo OCT gemessenen, patientenbezogen NP-Epitheldickenmittelwerte lagen

zwischen 45um und 95um. Deren Mittelwert lag bei 61,6um und der Mittelwert der Standard-

abweichung der NP-Epitheldicken lag bei 14,9um. Keine der Standardabweichungen der NP-
Epitheldicken Gberschritt 25um (Tabelle 9).
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V. DISKUSSION

4.1 VERWENDETE UNTERSUCHUNGSMETHODEN

Die OCT stellt eine Methode zur Untersuchung der Gewebearchitektur dar (Welzel, J. et al.,
2004). Die CLSM ermaoglicht die zellulare und subzellulare Darstellung des Gewebes (Just, T.
et al., 2007; Rajadhyaksha et al., 1995; Rajadhyaksha et al., 1999; Stave, J. et al., 2002). Die
beiden Methoden stellen durch ihre unterschiedlichen Darstellungsmoglichkeiten potentiell
komplementare Untersuchungstechniken zur Gewebeanalyse dar (Just, T. & Pau, 2013), wes-
wegen sie in dieser Studie beide auf ihre Verwendbarkeit bei der Differenzierung von IP zu NP

untersucht wurden.

Die in-vivo OCT zeigte ein erstes vielversprechendes Beispiel. Die nahezu vollstandige ex-
vivo Untersuchung durch die OCT ermdglichte eine erste Testung der aufgestellten Differen-
zierungskriterien. Die in-vivo Verwendung zur Diagnostik und zur Unterstitzung der Biopsie-

gewinnung sollte der Ansatzpunkt flr zuklnftige Studien sein.

Keine der in-vivo CLSM-Bildreihen lieferte eine prasentationswirdige Qualitat. Die in-vivo
CLSM zeigte sich in einem technisch noch nicht ausgereiften Zustand. Besonders die fehlende
Geratehalterung und damit verbundene, unmdgliche Punktfixation wahrend eines Volu-
menscans sowie die umstandliche Kontaktgelapplikation und damit fehlende Ortspersistenz

zwischen einzelnen Volumenscans, stellten Grundprobleme dar.

Die ex-vivo CLSM konnte mit Hilfe der Eigenschaft der Kryptenlumen die IP und NP identifi-
zieren. Mit weiterer technischer Optimierung kénnten zukinftig weitere Identifikations- und Dif-
ferenzierungskriterien fur die CLSM gefunden und damit ihr Anwendungsgebiet erweitert wer-
den.

Mit einer Geratehalterung kdnnten mehrere Volumenscans aneinandergereiht werden, sodass
bis zur maximalen Eindringtiefe der CLSM untersucht werden kdnnte. Je nach Gewebeart liegt
diese zwischen 100um und 250um (Farahati et al., 2010). Eine weitere technische Optimie-

rung der CLSM-Untersuchungssituation ist fur zuklnftige Studien anzuraten.

4.2 QUALITATIVE IP-NP-DIFFERENZIERUNGSKRITERIEN

4.2.1 EPITHELDICKE

Mit der OCT konnte die inhomogene Epitheldicke als qualitativer Hinweis auf ein IP bei vier
der funf IP-Patienten identifiziert werden. Mit der inhomogenen Epitheldicke kdnnte ein viel-

versprechendes Kriterium aufgestellt worden sein. In dem hier vorliegenden falsch-negativen
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Fall war zwar in der Histologie deutlich verdicktes Epithel auszumachen, aber in den Gewebe-
anteilen die mithilfe der OCT untersucht wurden, kam nur homogen-dinnes Epithel zur Abbil-
dung. Dazu passend wurde in der Literatur das IP-Epithel als vielgestaltig beschrieben: respi-
ratorisches Flimmerepithel, unverhorntes, seltener verhorntes Plattenepithel oder transitio-
nalzelliges Epithel soll zu finden sein (Hyams, 1971; Zhao et al., 2016). Beim falsch-negativen
Fall (Pat. Nr. 5) kam es lediglich zur Darstellung von flachem Epithel in der OCT. Das wird am
ehesten mit einer Untersuchung an einem IP-freien Gewebestlck erklart und schliel3t ein IP
nicht zwingend aus. Zur Verringerung der Wahrscheinlichkeit von falsch-negativen Befunden
mussten an mehreren Gewebeabschnitten Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dies muss
gegenuber einer verlangerten Untersuchungszeit abgewogen werden. Zuklnftige Studien
kénnten die Rate an falsch-negativen OCT-IP-Funden in Abhangigkeit der Untersuchungszeit

analysieren, um ein Untersuchungszeitoptimum zu ermitteln.

4.2.2 EPITHELARCHITEKTUR

Im Schnittbild der OCT zeigte das IP-Epithel auf kleiner Flache unterschiedlichste Ausrichtun-
gen, sowohl die Epitheloberflache als auch die Grenzschicht zur Submukosa nahmen einen
welligen Charakter an. Dieses wurde in der Arbeit als eine inhomogene Epithelarchitektur de-
finiert.

Fir die NP zeigte sich eine gleichbleibende Epithelausrichtung sowie eine gleichbleibende
Epitheldicke.

Die IP-typische, wellige Epithelarchitektur, war bei allen OCT-Untersuchungen passend zur
Diagnose korrekt festzustellen. Die gute Darstellbarkeit der Gewebearchitektur in der OCT
erklarte die souverane |IP-ldentifikation mit der OCT (Welzel, J. et al., 2004). Die inhomogene
Epithelarchitektur stellte ein potentiell sicheres IP-Identifikationskriterium zur Differenzierung

gegenuber NP dar.

4.2.3 KRYPTEN ODER EPITHELZAPFEN

Mithilfe der OCT-Untersuchungen konnten bei jedem der finf IP-Patienten Krypten oder
Epithelzapfen nachgewiesen werden. Die Krypten und Epithelzapfen stellten eine weitere Aus-
pragungsform der IP-definierenden Eigenschaft dar, sodass die hohe Fundrate mit den Litera-
turangaben im Einklang steht (Barnes, 2005; Stammberger, H., 1983a). Dass durch die feh-
lenden Kryptenfunde bei den NP, funf von funf richtige NP-Diagnosen gestellt werden konnten,
ist durch die homogene Epithelarchitektur der NP erklart (Fokkens, W. J. et al., 2007; Fokkens,
W. J. et al., 2012; Hellquist, H. B., 1996). Das Identifikationskriterium der Krypten/Epithelzap-
fen, zur OCT-gestutzten Diagnosefindung der IP innerhalb einer IP-NP-Gruppe, prasentierte

sich als vielversprechend.
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Die vollstandige Darstellung der Krypten ist bei der hier verwendeten Eindringtiefe der CLSM
nicht moglich. Alternativ wurde mittels CLSM nach Kryptenlumen gesucht (Siehe Kapitel
4.2.4).

Die fur die IP pathognomonische Eigenschaft der Krypten, ist nicht nur bei der Differenzierung
gegentber NP, sondern moéglicherweise auch gegenlber anderen Entitaten einsetzbar, wenn

denen diese Eigenschaften ebenfalls fehlen (Barnes, 2005).

4.2.4 KRYPTENLUMEN

Die in dieser Arbeit mittels OCT untersuchten Kryptenlumen waren nur bei zwei der finf IP-
Patienten zu finden. Bei der Bildbeurteilung gilt es auf eine Abgrenzung zu lagerungsbedingten
Schleimhautfalten zu achten. Je nach GréRe der Lumen sind diese in der OCT darstellbar oder
nicht. Da aber sowohl Krypten selbst, als auch Kryptenlumen fir das Vorhandensein von IP
sprechen, zeigt sich fur die OCT in der eingeschrankten Darstellbarkeit von Kryptenlumen kein

diagnostischer Nachteil.

Anders als bei der CLSM, bei der die Krypten oder Epithelzapfen bei der verwendeten gerin-
gen Eindringtiefe nicht darstellbar waren, war das Kryptenlumen das fihrende Kriterium zur
IP-ldentifikation mithilfe der CLSM. Diese oberflachennahen Strukturen waren in der CLSM
bei allen finf IP-Patienten identifizierbar. Es zeigten sich keine Kryptenlumen bei den NP-
Patienten. In diesen Untersuchungen waren Kryptenlumen nur bei IP identifizierbar und nie
bei NP. Diese Ergebnisse liegen im Einklang mit der Theorie (Fokkens, W. J. et al., 2007;
Hyams, 1971). Es konnte mithilfe des aufgestellten CLSM-Kriteriums des Kryptenlumens, in
jedem der zehn Falle die histologisch gesicherte Diagnose aus der Gruppe der NP- und IP-
Patienten bestatigt werden. Diese Ergebnisse liefern eine stark positive Tendenz hinsichtlich

einer korrekten, CLSM-gestltzten Diagnosefindung aus einem reinen IP-NP-Kollektiv.

Es finden sich Beschreibungen zur Drisen in NP (Hellquist, H. B., 1996). Deren Drisenaus-
fuhrungsgange konnten eine mogliche Fehlerquelle fir die CLSM-gestltzte IP-Diagnosefin-
dung durch Kryptenlumen darstellen. Denn durch ihre zirkulare Gewebeausrichtung um ein
oberflaichengewandtes Lumen, ergibt sich eine morphologische Ahnlichkeit mit dem Lumen
der Krypten. Zukiinftige Untersuchungen kénnten die morphologischen CLSM-Eigenschaften

von Drisenausfuhrungsgangen mit dem Kryptenlumen vergleichen.

4.2.5 PSEUDOZYSTISCHE RAUME

Bei dem Vergleich der Mikroskopie- und OCT-Bilder war auffallig, dass sehr viel groliere PR
bei den NP zu identifizieren waren, als bei den IP. Da keines der IP-PR im Langsachsdiameter
groler als 100um war, wurde 100um als moglicher Grenzwert zur Differenzierung zwischen

IP und NP aus einem IP-NP-Kollektiv vorgeschlagen.

50



DISKUSSION

Tabelle 10 PR-Funde

Patientennum- | PR in der Mikroskopie, Langs- | PR in der OCT, Langsachsdia-
Entitat mer achsdiameter in Mikrometern | meter in Mikrometern
1. [ Nicht identifizierbar Nicht identifizierbar
2.[<100pm <100pm
3. [<100um <100pm
4.1<100um <100pm
IP 5.[<100um <100pm
6. [>200um >100pm
7.(>200pm >200pum
8.1>100um >100um
9. [>200um >200pum
NP 10. | >200pum >200pum

Die Bildqualitat der in-vivo OCT ermdglichte keine eindeutige Identifikation von PR bei den IP.
Es konnten nicht bei allen NP-Patienten so grofle PR gefunden werden wie bei Patient Nr. 8,
aber dennoch zeigten alle NP-Patienten eine PR-GréRRe von ber 100um und alle IP zeigten
PR von unter 100pm Grole (Tabelle 10).

In unseren Bildern korreliert das Odem der NP mit groen PR (Couto et al., 2008; Czerny et
al., 2014; Diamantopoulos et al., 2000; Fokkens, W. J. et al., 2007; Hadar et al., 2009; Jiang
et al., 2013). Das nur teilweise beschriebene Odem der IP korreliert mit den fehlenden PR-
Langsachsdiametern von Gber 100um (Barnes, 2005; Hyams, 1971; Zhao et al., 2016). Die
Messergebnisse suggerieren eine Korrelation zwischen PR-Grée und Odemgrad. Die PR-
Funde in der OCT waren auch in der Mikroskopie durchgehend wiederzufinden. Das Fehlen
eines PR-Langsachsdiameters von dber 100um wurde als IP-Identifikationskriterium bei der
Differenzierung gegenuber den 6dematdsen NP aufgestellt. ZukUinftige Untersuchungen mus-

sen die Machbarkeit dieses Identifikationskriteriums weiter untersuchen.

4.2.6 VERHORNUNG

Keratin stellt sich in der OCT als signalintense Schicht dar (Sattler et al., 2013), entsprechende
Funde konnte in unserem Patientengut nicht gemacht werden.

Nur bei Patient Nr. 4 konnten Keratinozyten, im Sinne von scharf begrenzten Zellen ohne Zell-
kern als zytologisches Korrelat der Verhornung mit der CLSM identifiziert werden (Siehe Abb.
50). Diese Fundrate stimmt mit den Angaben der Literatur von 10%-20% der IP-Falle mit Ke-
ratinisierung Uberein. Die Keratinozyten sind mit der CLSM gegenuber kernhaltigen Zellen
leicht zu differenzieren, zudem sind sie durch ihre meist oberflachennahe Lage gut erreichbar
fur die CLSM.

Als hinreichendes und nicht notwendiges IP-Identifikationskriterium liefert die Verhornung eine
eingeschrankte diagnostische Aussagekraft, insbesondere da fir die Planung des therapeuti-

schen Vorgehens ein nicht sicher ausgeschlossenes IP keinen diagnostischen Vortell liefert.
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4.2.7 VAKUOLISIERTE ZELLEN

Vakuolisierte Zellen fanden sich mithilfe der CLSM bei drei IP-Patienten und bei einem NP-
Patienten. Der Fund bei dem NP-Patienten zeigt deutlich kleinere, vakuolisierte Zellen als bei
den IP-Fallen. Laut den Literaturangaben finden sich bei den NP keine solchen vakuolisierten
Zellen wie bei den IP. Die mithilfe von histologischen Spezialfarbungen darstellbare Glykogen-
Flllung ist mit der CLSM bisher nicht identifizierbar. Es wurde vielmehr der zytomorphologi-
sche Aspekt der randstandigen Kernverdrangung zur Untersuchung verwendet. Dieses weni-
ger spezifische Vorgehen erhoht die Fehlinterpretationsrate. Weitere Untersuchungen von
Glykogen und glykogenhaltigen Zellen durch die CLSM wirden die falsch-positiven Funde
dieser Untersuchung vermutlich besser erklaren und damit die Wertigkeit dieses Identifikati-

onskriteriums steigern.

4.2.8 EPITHELIALE EINSCHLUSSE

In der OCT-Untersuchung fanden sich keine epithelialen Einschlisse. Bei fehlender Groflzen-
angabe in der Literatur, ist eine — fir die OCT — zu geringe Grole der epithelialen Einschlisse

eine mogliche Ursache fur die ausbleibenden Funde.

Die CLSM-Untersuchungen lieferten den Hinweis auf epitheliale Einschlisse bei drei der funf
IP-Patienten und auch bei einem NP-Patienten. Epitheliale Einschlisse sind bei den NP nicht
beschrieben. Je groRer die epithelialen Einschlisse waren, desto leichter waren sie mit der
CLSM-identifizierbar, da sie dann umso leichter von zellularen Differentialdiagnosen abzu-
grenzen waren. Fanden sich mehrere zentrale, optisch dichte Strukturen wurde die Differen-
zierung weiter erleichtert. Eine dreidimensionale Bewertung war empfehlenswert, um die
epithelialen Einschlisse nicht mit Gefallen, Drisenausfihrungsgangen oder Epithelfalten zu
verwechseln.

Eine Differenzierung zwischen kleinen epithelialen Einschlissen zu einzelnen vakuolisierten
Zellen kann durch die potentiell ahnliche Konfiguration erschwert sein. Da beide Kriterien bei
den IP zu finden sind, wirde eine Verwechslung die daraus resultierende Verdachtsdiagnose

nicht andern.

4.3 QUALITATIVE KRITERIEN ZUR DIFFERENZIERUNG ZU KARZINOMEN

Wahrend des Untersuchungszeitraums fand sich kein untersuchbarer Patient mit einem Kar-
zinom der Nasenschleimhaut. Differenzierungen gegeniber Karzinomen missen deswegen

theoretisch bleiben.

Ein histologisches Identifikationskriterium fir maligne Erkrankungen stellt das infiltrative

Wachstum dar, gegentber der intakten BM der IP (Hyams, 1971). Die Penetration der BM als
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Zeichen des infiltrativen Wachstums ist in der OCT darstellbar (Just, T. et al., 2011), entspre-
chend ware die OCT zur Karzinomdiagnostik mithilfe dieses Kriteriums prinzipiell verwendbar.
Durch die CLSM-Gewebedarstellung in der Aufsicht, ist ein infiltrierendes Wachstum mit der
CLSM nur schwer moglich (Ulrich et al., 2008), die CLSM ware demnach fur die Karzinomdi-

agnostik mit diesem Kriterium eher ungeeignet.

Eine Keratinisierung findet sich bei 10% bis 20% der IP, ohne zwingend auf ein Karzinom
hinzudeuten. Die Verhornung sollte aber als Warnhinweis gewertet werden, besonders grind-
lich nach einer moglichen Malignisierung zu suchen (Barnes, 2005; Hyams et al., 1988). Ke-
ratin hat einen héheren Brechungsindex als Zytoplasma (Clark et al., 2003) und zeigt sich als
signalintense, mit folgendem, geringer werdendem Signal in der OCT (Sattler et al., 2013) und
CLSM (Ulrich et al., 2008; Ulrich & Lange-Asschenfeldt, 2013). Eine Keratinisierung kénnte

demnach als Hinweis auf ein mogliches Karzinom in zukunftigen Arbeiten verwendet werden.

Weitere zellulare Eigenschaften maligner Entitaten stellen vermehrte Mitoseformen, ein patho-
logisches Kern-Plasma-Verhaltnis sowie eine erhdhte Zellkern- und Zellformvarianz dar. Die
IP zeigen einheitliche Zellformen und Kernformen, abgesehen von den bereits beschriebenen
vakuolisierten, glykogenhaltigen Zellen sowie selten Mitoseformen, welche insgesamt nie eine
Anaplasie suggerieren (Hyams, 1971). Die fehlende Darstellbarkeit von zellularen Eigenschaf-
ten, der hier verwendeten OCT (Welzel, J. et al., 2004), lasst eine OCT-gestlitzte Differenzie-
rung von IP und Plattenepithelkarzinomen (Engl.: Squamous Cell Cancer — SCC) durch die
zellularen Eigenschaften nicht zu. Die hohe Auflésung der CLSM koénnte eine Differenzierung
anhand zellularer Eigenschaften (Ulrich & Lange-Asschenfeldt, 2013) von IP zu SCC mdoglich

machen.

Die Identifikation von SCC der nasalen Mukosa ware eine weitere wichtige Differentialdiag-
nose der IP, bei der die OCT und CLSM ihre Wertigkeit in zuklnftigen Studien unter Beweis

stellen konnten.

44 QUANTITATIVE IP-NP-DIFFERENZIERUNGSKRITERIEN

Die OCT ermdglichte eine vollstandige Epitheldickenanalyse des Patientenkollektivs. Der IP-
gruppenmittelwert der Epitheldickenmessungen ergab 170,1um £ 83,3um und die Angaben

aus der NP-Gruppe ergaben 61,6 um £ 14,9um (Siehe Tabelle 8 und Tabelle 9).

IP-NP-VERGLEICH

Die IP-Epitheldicken waren stets grof3er als die NP-Epitheldicken, ebenso die jeweiligen Stan-
dardabweichungen (Siehe Tabelle 8 und Tabelle 9). Bei geringer StichprobengréRe waren

statistische Aussagen nur eingeschrankt moglich. Zukinftige groRere StichprobengréRen
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kénnten auf signifikante Gruppenunterschiede hinweisen. Durch die fehlende Uberlappung der
gruppenspezifischen Epitheldickenmesswerte, ware zudem ein Epitheldickengrenzwert zur

Entscheidungshilfe — IP gegentiber NP — denkbar.

LITERATURVERGLEICH

Durch fehlende Literaturangaben Uber die IP-Epitheldecke entfiel ein entsprechender Ver-
gleich.

Die durch Hadar et al. ermittelten Dicken des respiratorischen Epithels wurden je nach Status
des Nikotinabusus aufgestellt (Hadar et al., 2009). In unserer Untersuchung war keine Veran-
derung der NP-Epitheldicke bei unterschiedlichem Nikotinabusus zu finden. Zuklnftige Unter-
suchungen Uber die Epitheldicke von NP sollten den Raucherstatus mitbericksichtigen.

Die Literaturangaben Uber das NP-bedeckende, respiratorische Epithel von Nichtrauchern lie-
ferten eine Dicke von 60,4um + 18,4um (Fokkens, W. J. et al., 2007; Hadar et al., 2009). Un-
sere NP-Gruppenepitheldicke von 61,6 um £ 14,9um liegt bezliglich ihres Mittelwertes nur
1,2um entfernt. Die Differenz der Standardabweichungen betrug lediglich 3,5um.

Als ein Ausreil3er bei unserer Erhebungsreihe zeigte sich Patient Nr. 10 mit seinem Epitheldi-
ckenmittelwert von 94,1um. Die Gruppenangaben der verbliebenen vier NP lage dann bei
53,5um £ 4,1um. Mit diesen Zahlen soll zum Ausdruck gebracht werden, dass bei dieser klei-
nen Stichprobengruppe ein einzelner Ausreiller grolie Effekte auf die Gruppenergebnisse ha-
ben kann.

Beim Vergleich mit der Literatur ist weiter zu bedenken, dass es sich um einen Vergleich zwi-
schen zwei unterschiedlichen Untersuchungsmodalitaten handelt. Fir die Literaturangaben,
als Werte aus mikroskopischen Untersuchungen nach histopathologischer Aufarbeitung, ist zu
beachten, dass die gewebs- und verfahrensspezifischen Volumenveranderungen der NP nicht
bekannt sind. Andere Gewebearten im Kopf-Hals-Bereich liefern stark schwankende Werte.
So soll die Mundschleimhaut durch die histopathologische Aufbereitung zwischen 30,7% und
47,3% schrumpfen (Kimura et al., 2003). Die Gaumenmandeln wiederum sollen keiner Gewe-
beschrumpfung unterliegen (Vent et al., 2014). Und wiederum auf Seiten der eigenen OCT-
Messwerte wirde ein spezifischer Gewebebrechungsindex vermutlich noch prazisere Ergeb-

nisse liefern (Daniltchenko et al., 2006).

STANDARDABWEICHUNG

Die Standardabweichung der OCT-gestutzten Epitheldickenmessungen fiel bei keinem IP-Pa-
tienten unter 25um und Uberstieg bei keinem NP-Patienten 25um (Siehe Tabelle 8, Tabelle 9).
Eine gesteigerte Variabilitat der IP-Epitheldicke gegenlber der verringerten Variabilitat der NP-
Epitheldicke findet sich in den Literaturangaben wieder (Barnes, 2005; Fokkens, W. J. et al.,
2007; Hadar et al., 2009; Kramer & Som, 1935; Michaels, 1987; Oltmanns et al., 2016; Vrabec,
1975, 1994).
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Die Standardabweichung der Epitheldicke, stellt ein vielversprechendes Kriterium zur Diffe-
renzierung von IP gegenuber NP dar. Ein Grenzwert gilt es in zuklnftigen Untersuchungen zu

erarbeiten.

4.5 VERGLEICH MIT DER LITERATUR

Es wurde bislang kein Versuch unternommen IP und NP mithilfe der OCT oder CLSM zu dif-
ferenzieren. Eine PubMed-Suche mit den Suchwdrtern ,confocal laser scanning microscopy
inverted papilloma“ und ,optical coherence tomography inverted papilloma“ ergab am
11.10.2016 keine Treffer, sodass ein Vergleich mit Arbeiten im gleichen Themenschwerpunkt
ausbleiben mussen. Vergleiche mit anderen Entitaten und Untersuchungsmethoden werden

im Folgenden besprochen.

4.5.1 KONTAKTENDOSKOPIE

Die Kontaktendoskopie (engl.: contact endoscopy - CE) ist, durch den geringen technischen
Aufwand und die Mdglichkeit einer in-vivo Anwendung bei ambulanten Patienten, die mit un-
serer Methode am ehesten vergleichbare Untersuchungsmodalitat. Ein 0°-Rhinoendoskop,
gekoppelt an eine Mikrokamera, untersuchte am nicht narkotisierten Patienten in einem ersten,
nativen Untersuchungsablauf die vaskularen Gewebseigenschaften, in einem zweiten Schritt
werden nach Methylenblaufarbung zellulare Gewebestrukturen untersucht.

Es wurden in der Studie von Romano et al. insgesamt 19 Falle von einseitiger Polyposis un-
tersucht. Ziel der Studie war die in-vivo Differenzierung von IP gegentber NP. Zunachst wur-
den aus den aufgenommenen Bildern beobachtete Charakteristika beschrieben und deren
Haufigkeit in Abhangigkeit der Diagnose bestimmt.

GefaRassoziierte Eigenschaften waren groRRkalibrige Gefalie (engl.: Large caliber vessels, IP:
90,9%, NP: 12,5%), ausgepragte Windungen der Gefale (engl.: Capillary tortuosity, IP:
54,5%, NP: 0%) und dinn verzweigte Gefalde (engl.: Thin branched vessels, IP: 9,1%, NP:
100%). Epitheliale Eigenschaften waren eine zelluldre Heterogenitat (engl.: Celullar hetero-
geneity, IP: 81,8%, NP: 25,0%), irregulare Kerne (engl.: Irregular nuclei, IP: 9,1%, NP: 12,5%),
vakuolisierte Zellen (engl.: Vakuolized cells, IP: 90,9%, NP: 0%), Zellnester (engl.: Cell clus-
ters, IP: 45,5%, NP: 0%), Verhornung (engl.: Keratosis, IP: 18,2%, NP: 50,0%), respiratori-
sches Flimmerepithel (engl.: Ciliated respiratory epithelium, IP: 0%, NP: 62,5%), Plat-
tenepithelmetaplasie (engl.: Squamous metaplasia, IP: 36,4%, NP: 37,5%) und eine epitheliale
Hyperzellularitat (engl.: Epithelial hypercellularity, IP: 62,5%, NP 62,5%). Stromale Eigen-
schaften wurden durch das ddematdse Stroma reprasentiert (engl.: Edematous stroma, IP:
18,2%, NP: 37,5%). Drei HNO-Arzten (Untersucher A, B und C) wurden zu Lernzwecken die
diagnosespezifischen Eigenschaften prasentiert. Dann erfolgte die eigenstandige und verblin-

dete Bildanalyse der 19 Falle (bestehend aus elf IP- und acht NP-Fallen). Untersucher A und
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Untersucher B erreichten mit je 84,2% (je 16 von 19) signifikant korrekte Diagnosen (Exakter
Test nach Fisher mit p<0,05). Untersucher C lieferte mit 73,7% (14 von 19) keine signifikant
richtigen Diagnosen (Exakter Test nach Fisher mit p<0,05) (Romano, Voegels, Goto, Prado,

Flavio Augusto Passarelli & Butugan, 2007).

Die CE-Bilder ergeben sich, ahnlich wie bei der ,klassischen® Lichtmikroskopie, aus den sum-
mierten Bildinformationen der reflektierenden Bildebenen. Im Gegensatz zur Lichtmikroskopie,
wo die Menge an reflektierenden Bildebenen durch Dinnschnittpraparate gering gehalten
wird, Uberlagern sich bei der CE alle reflektierenden Bildebenen des untersuchten Gewebes.
Durch die summierten Bildinformationen lassen sich oberflachennahe Gefalle umfassender
Darstellen (Mishra et al., 2012; Warnecke et al., 2010) als mit der CLSM oder OCT, bei welcher
die Gefalkdarstellung nur in der einzelnen untersuchten Ebenen mdglich ist. Die Gefallanalyse

scheint mit der CE einfacher mdglich zu sein als mit den beiden hier vorgestellten Methoden.

Als zweiter Schritt erfolgt die zellulare Untersuchung mittels Methylenfarbung, welche die
Transparenz des Gewebes senkt und die GefalRe somit nicht mehr sichtbar sind (Mishra et al.,
2012). Als Einschrankung der CE werden eine geringe Eindringtiefe von 80um (Szeto et al.,
2011), sowie die unzureichende Darstellung von basalen Zellschichten und der BM beschrie-
ben (Just, T. & Pau, 2013).

Von den epithelialen Kriterien lassen sich einer Diagnose signifikant zuordnen: die zellulare
Heterogenitat (IP, p=0,016), die vakuolisierten Zellen (IP, p<0.001), die Zellnester (IP,
p=0,031) und das respiratorische Flimmerepithel (NP, p=0,003).

Den histologischen Beschreibungen nach, zeigt das IP-Epithel unterschiedliche, respektive
heterogene Epithelarten, die dennoch eine Einheitlichkeit und Gewebepolaritat innerhalb der
umliegenden Zellen aufweisen (Hyams, 1971). Des Weiteren ist der Eindruck der Heterogeni-
tat ein subjektiverer Befund, der zudem auch bei den unterschiedlichen, beschriebenen
Epithelien der NP (Fokkens, W. J. et al., 2007) aufkommen kann, wie die zellulare Heteroge-
nitatsrate von 25% der bei den NP-Fallen bestatigt (Romano et al., 2007). Differenzierungskri-
terien die, der Theorie nach, eine klare Zuordnung zu den jeweiligen Diagnosen ermdglicht,
wurde die diagnostische Trennscharfe des Verfahrens erhéhen.

In der Histologie der IP werden vakuolisierte Zellen, meist mit Glykogen gefillt, beschrieben
(Barnes, 2005; Hyams, 1971; Hyams et al., 1988). Wie hoch der Anteil der glykogenhaltigen
Zellen bei den NP ist, ist bisher nicht bekannt. Fehlende Beschreibungen lassen eine Abwe-
senheit bei den NP vermuten. Die klare, diagnosespezifische Zuordnung und die hohe Fund-
rate bei den IP (vakuolisierte Zellen bei den IP von 90,9% und 0% bei den NP) lassen ein fur
die CE vielversprechendes Differenzierungskriterium vermuten. Auch mittels CLSM konnte

das Kriterium der vakuolisierten Zellen untersucht und bei drei der funf IP-Patienten identifiziert
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werden. Grofder angelegte und verblindete Studien mussten die Sensitivitat der CLSM unter-
suchen, um einen besseren Vergleich zwischen den beiden Untersuchungsmethoden zu er-
mdglichen. Bis dato kdnnten die beiden Verfahren im Hinblick auf das Kriterium der vakuoli-
sierten Zellen ebenbirtig sein.

Bei 45,5% der IP-Falle und bei keinem der NP-Falle konnten mithilfe der CE Zellnester (cell
clusters) identifiziert werden (Romano et al., 2007). Romano et al. interpretieren diese als die
Nester von schleimproduzierenden Zellen (Snyder & Perzin, 1972), sie werden in dieser Arbeit
durch die unterschiedlichen Fullbestandteile als epitheliale Einschlisse bezeichnet (Vgl. Kapi-
tel 4.2.8). Diese IP-Eigenschaft konnte mittels CLSM bei drei von funf IP-Fallen identifiziert
werden. Den histologischen Abbildungen nach zu urteilen, musste bei einer noch groReren
Menge an IP-Fallen diese Eigenschaft darstellbar sein. Da die epithelialen Einschlisse unter
anderem mit Mukus gefillt sind, entsteht ein zystischer Eindruck (Hyams et al., 1988), der in
der CLSM leicht gegenuber einzelnen zellularen Strukturen differenziert werden kann (Guthoff,
R. et al., 2006). Auch bei diesem Kriterium muss durch verblindete und gré3er angelegte Stu-
dien die Wertigkeit der CLSM untersucht werden, um einen Vergleich mit der CE mdglich zu
machen.

Eine Verhornung soll bei 10% bis 20% der IP-Patienten vorzufinden sein (Barnes, 2005; Niel-
sen, P. L., Buchwald, Nielsen & Tos, 1991), bei den NP wird eine plattenepitheliale Metaplasie
beschrieben, aber ohne Verhornung. Diese Angaben scheinen den Funden von Romano et al.
entgegen zu stehen (IP-Keratosis: 50,0%; NP-Keratosis: 18,2%, (Romano et al., 2007)). Die
Verhornung wurde in dieser Untersuchungen als nicht notwendiges, aber hinreichendes Krite-
rium bei einem von funf IP-Patienten zur IP-ldentifikation mittels CLSM verwendet.

Entgegen der Funde von Romano et al. wird das respiratorische Flimmerepithel bei den IP
beschrieben, manche Falle sollen sogar fast vollstandig damit bedeckt sein (Barnes, 2005).
Die Literaturangaben scheinen den Funden von Romano et al. zu widersprechen. Die CLSM
kann respiratorisches Epithel und deren Zilien auch noch Stunden nach der Entnahme dar-
stellen (Guthoff, R. et al., 2006). Durch die Beschreibungen von respiratorischem Epithel bei
IP (Barnes, 2005) und bei NP (Fokkens, W. J. et al., 2007) wurde diese Eigenschaft bei unserer
Untersuchung nicht zu Differenzierung herangezogen.

Die gewebemorphologischen und epithelarchitektonischen Eigenschaften der IP (Epitheldicke,
Epithelarchitektur, Krypten oder Epithelzapfen) konnten durch ihre geringe Eindringtiefe mit
der CE nicht untersucht werden - im Gegensatz zur OCT.

Die stromale Eigenschaft des Odems erbrachte bei der CE nicht-signifikante Werte zur Diffe-
renzierung zwischen den Gewebearten. Durch die Darstellungsmdglichkeit der PR mithilfe der

OCT, scheint ein weiteres Differenzierungskriterium aufgestellt worden zu sein.
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Die von Romano et al. prasentierten CE-Funde fur die Differenzierung von IP gegenuber NP
wirken zum Teil vielversprechend. Die Differenzierung anhand von Gefalien scheint ein Vortell
der CE gegenlber unseren Methoden zu sein. Dieser Vorteil kdnnte moglicherweise durch
zukUnftige 3D-Rekonstruktionen der Bildinformationen aus OCT bzw. CLSM ausgeglichen
werden. Die vakuolisierten Zellen und die epithelialen Einschlisse sind sowohl mit der CE als
auch mit der CLSM darstellbar. Die Keratinozyten sind mit der CLSM bei den IP in einem von
funf Patienten identifiziert worden, diese Funde scheinen mit den Literaturangaben zu korre-
lieren. Die Darstellung von PR mittels OCT als Odem-Korrelat kénnte ein (iberzeugendes,
stromales |P-NP-Differenzierungskriterium fur die OCT-Untersuchungen darstellen.

Das verblindete Studiendesign und die vollstandige in-vivo Diagnostik sind Vorteile der Studie
von Romano et al. Die fehlende Darstellungsmaéglichkeit von gewebearchitektonischen Eigen-
schaften mit der CE, die bei den IP gegeniber den NP eine der herausragende Eigenschaften
darzustellen scheint, ist ein Vorteil der OCT. Die CLSM scheint im Bezug zu den zellularen

Differenzierungsmaoglichkeiten teilweise ebenburtig gegentiber der CE zu sein.

4.5.2 COMPUTERTOMOGRAPHIE

Die CT stellt die initiale Schnittbildgebung bei suspekten nasalen Schwellungen dar. Es gibt
keine pathognomonischen Eigenschaften der IP in der CT (Chawla et al., 2016). Die Kombi-
nation der klassischen Lokalisation einer einseitigen, weichen Gewebsvermehrung am mittle-
ren Meatus mit typisch zentrifugaler Ausdehnung und nichtdestruierender, knécherner Veran-
derungen (Ausdiinnung, Verformung und Resorption), unterstitzt die korrekte IP-Diagnose
mittels CT (Chawla et al., 2016). Die mithilfe der CT gewonnene anatomische Ubersicht kann
fur ein bildunterstitztes, intraoperatives Navigationssystem verwendet werden (Lund et al.,
2010).

Die CT kann einen Verdacht auf ein IP stellen und damit die Indikation flr weitere Untersu-
chungen bereiten. Einen Mehrwert liefert die CT besonders durch die intraoperative Orientie-
rungshilfe. Sie erbringt Informationen Uber knécherne Destruktionen sowie eine grobe Aus-
sage uber die Tumorausdehnung innerhalb der NNH-Anatomie.

Nachteilig ist, dass die CT keine eigenstandige und zweifelsfreie IP-Diagnose erbringen kann
(Chawla et al., 2016). Die Differenzierung zwischen Tumor und postobstruktiven Flissigkeits-
ansammlungen ist unzureichend, sodass der Tumor meist als zu grof3 eingestuft wird. Zudem
stellt die Differenzierung von IP-Rezidiven gegenuber Granulationsgewebe ein ungeléstes

Problem flr die CT in der Nachsorgesituation dar (Chawla et al., 2016).

4.5.3 POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE /COMPUTERTOMOGRAPHIE

Mithilfe der PET/CT wurden in einer Studie der Arbeitsgruppe um Yilmaz suspekte, einseitige,

nasale Schwellungen verblindet untersucht und mit der gewonnenen Histologie verglichen. Es
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wurden drei Gruppen gebildet: die der NP (acht Patienten), die der IP (zehn Patienten) und
die der SCC (neun Patienten). Bei der PET/CT-gestitzten Differenzierung von IP und SCC
gegenuber NP ergab sich eine Sensitivitdt von 40%, eine Spezifitdt von 100%, ein positiver
pradiktiver Wert von 0% und ein negativer pradiktiver Wert von 43%. Die Erkenntnisse in der
Studie waren unter anderem, dass eine Entziindung oder eine plattenepitheliale Metaplasie
zu héheren Aufnahmewerten der Fluorodesoxyglucose bei den NP fuhrte (Yiimaz et al., 2015).
Die fehlende Differenzierung von IP-Rezidiven gegeniber Granulationsgewebe stellt eine wei-
tere Einschrankung der PET/CT dar (Chawla et al., 2016). Aufgrund der vergleichsweise
schlechten Differenzierung, der Strahlenbelastung und den hohen Kosten erscheint die

PET/CT als wenig geeignet zur Differenzierung von IP und NP.

4.5.4 MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Ein cerebriformes Muster gilt als eine IP-Eigenschaft in der MRT (Jeon, T. Y. et al., 2008). Sie
ist aber nicht spezifisch fur die IP, sondern kann auch ein Zeichen flir ein malignes Geschehen
sein (Jeon, T. Y. et al., 2008; Maroldi et al., 2004). Paart man aber die cerebriformen Muster
in der MRT mit den IP-typischen, ossaren Veranderungen in der CT, liefern diese beiden Ver-
fahren kombiniert einen hohen Verdacht auf ein IP gegenuber einem malignen Geschehen
(Chawla et al., 2016). Die MRT stellt des Weiteren eine Methode zur Differenzierung des IP
gegenuber umliegenden Entzindungen sowie postobstruktiver Flissigkeitsansammlungen
dar. Die MRT kann auch zur Diagnostik bei intraorbitalen und intrakranialen Geschehen ver-
wendet werden (Chawla et al., 2016).

Die gewonnene Orientierungshilfe, die Informationen Uber die Tumorausbreitung, die Differen-
zierung gegenuber postobstruktiven Flissigkeitsverhalten sowie die Diagnostik in endosko-
pisch unerreichbaren Regionen, sind Vorteile der MRT. Erste Belege fir eine korrekte Diffe-
renzierung von IP-Rezidiven gegentber Granulationsgewebe mithilfe dynamischer und kon-
trastmittelunterstitzter MRT-Untersuchungen wurden 1999 von Lai et al. erbracht (Lai et al.,
1999).

Keine der beiden Schnittbildverfahren fihrt isoliert zu einer klaren Diagnose. Erst kombiniert
ergibt sich ein maoglicher, starker Verdacht auf ein IP. Die Untersuchungskombination aus CT
und kontrastmittelunterstutzter MRT stellt aber einen hohen technischen und finanziellen Auf-
wand dar, der in der praoperativen Situation gerechtfertigt sein kdnnte, aber nicht in der regel-

mafigen Nachsorgesituation zu Anwendung kommt.

4.6 ERWEITERUNGEN FUR EINE NICHT-INVASIVE GEWEBEANALYSE

Ein Vorschlag fur ein Orientierungskonzept innerhalb des — mittels OCT untersuchten — Ge-

webes zur praziseren Korrelation mit den histologischen Funden, lieferten Bechara et al. in
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Form von spezieller Farbe welche vor der Entnahme in das Gewebe geimpft wird (Bechara et
al., 2004).

Die Entwicklung einer OCT, die eine zellulare Analyse in Echtzeit ermdglicht, kbnnte mit der
HD-OCT entstanden sein (Boone et al., 2015; Cao & Tey, 2015; Garcia-Hernandez, Roldan-
Marin, Iglesias-Garcia & Malvehy, 2013; Kieval et al., 2012; Naniji et al., 2015). Damit ware die
komplementare Verwendung von OCT und CLSM nicht mehr nétig und nur noch ein einzelnes
Gerat zu erwerben, was die Investitionskosten wahrscheinlich reduzieren wirde.

Eine ldentifikation der Wellenlange mit der gewebespezifisch groten Eindringtiefe kdnnte eine
weitere technische Optimierung der OCT ergeben (Sattler et al., 2013).

Eine progrediente Anwendung und Entwicklung besonders von endoskopischen Varianten von
OCT und CLSM wirde die Akzeptanz und Anwendungsmaoglichkeiten weiter steigern (Just, T.
et al., 2010; Just, T. & Pau, 2013; Montigny, Strupler, Goulamhoussen & et al., 2014; Robles-
Medranda, 2016; Tsai, Fujimoto & Mashimo, 2014; Villard, Cheruku et al., 2009; Villard,
Paranjape et al., 2009; Volgger, V., Girschick et al., 2016).
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Die entziindlichen nasalen Polypen (NP) sind haufig und kdnnen konservativ oder zurtickhal-
tend operativ therapiert werden. Eine seltenere Differentialdiagnose mit makroskopischer Ver-
wechslungsgefahr stellen die Invertierten Papillome (IP) dar, die aufgrund ihres Rezidivrisikos
und ihres Entartungsrisikos radikal operiert werden mussen. Eine moglichst sichere in-vivo
Unterscheidung ware fur die Wahl des Operationsverfahrens und in der Nachsorge wichtig.
Die optische Koharenztomographie (Engl.: optical coherence tomography — OCT) und die kon-
fokale Mikroskopie (Engl.: confocal laser-scanning microscopy — CLSM) sind optische Unter-
suchungsverfahren, die komplementare Informationen Uber feingewebliche Strukturen nicht-

invasiv liefern konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden aus den Literaturangaben bezlglich der histologischen Ei-
genschaften der IP und NP und unter Berlcksichtigung der Limitationen der OCT und CLSM
Kriterien fUr die Identifikation und Differenzierung von IP und NP ermittelt.

Fir die OCT-Untersuchung wurden folgende IP-Identifikations- und Differenzierungskriterien
aufgestellt: Inhomogene Epitheldicke, wellige Epithelarchitektur, Krypten oder Epithelzapfen,
Kryptenlumen, keine pseudozystischen Raume (PR) tber 100um Langsachsdiameter. Mittels
OCT wurde zudem die Epitheldicke der IP und NP in Mikrometern vermessen.

Fir die CLSM-Analyse wurden folgende |IP-Identifikationskriterien ermittelt: Kryptenlumen, Ke-

ratinozyten, vakuolisierte Zellen und epitheliale Einschlisse.

Diese Kriterien wurde anschlieliend im Sinne einer Machbarkeitsstudie bei jeweils funf IP- und
funf NP-Patienten praoperativ in-vivo und postoperativ ex-vivo mit der OCT und der CLSM
untersucht.

Die fir die OCT aufgestellten IP- Identifikationskriterien konnten 21 von 25-Mal in der Gruppe
der IP-Patienten verzeichnet werden. Bei jedem IP-Patienten waren mindestens vier der funf
aufgestellten Kriterien nachweisbar. Die OCT prasentierte keine IP- Identifikationskriterien in
der Gruppe der NP-Patienten.

Die fur die CLSM aufgestellten IP- Identifikationskriterien zeigten sich 12 von 20-mal bei der
Gruppe der IP-Patienten. Kryptenlumen waren bei allen IP-Patienten und bei keinem NP-Pa-
tienten mittels CLSM zu finden. Die CLSM erbrachte auch den Nachweis von zwei IP-Identifi-
kationskriterien aus der Gruppe der NP-Patienten.

Die aufgestellten OCT-Kriterien lieferten in dieser ersten Machbarkeitsstudie sehr gute Ergeb-
nisse bei der IP-ldentifikation. Bei der CLSM war das Kryptenlumen das eindeutigste Differen-
zierungskriterium.

Die mit der OCT gemessene Epitheldicke der Gruppe der IP betrug 170,1um £ 83,3um und
die Epitheldicke der Gruppe der NP betrug 61,6um = 14,9um.
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Aufgrund der geringen Verfugbarkeit der Gerateausleihe und der geringen Inzidenz der IP war
nur eine geringe Untersuchungsanzahl mit der in-vivo OCT maéglich. Die in-vivo Untersuchung

der OCT lieferte eine gute Bildqualitat bei schwieriger Bildakquise.

Die in-vivo CLSM lieferte mit dem zur Verflgung stehenden Gerat keine ausreichende Bild-
qualitat. Eine weitere technische Entwicklung, insbesondere mit einer Haltefunktion und einer
lokalen Kontaktgel-Applikation, ware fir die in-vivo CLSM von Vorteil. Dann ware auch eine

praktikablere klinisch-experimentelle Anwendung maglich.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass eine Unterscheidung von IP und NP mit der OCT
und CLSM maglich sein kénnte. Bei entsprechender technischer Weiterentwicklung kénnten
sich damit Methoden etablieren, die eine korrekte Biopsieentnahme in-vivo unterstitzen. Mit
der moglichen Weiterentwicklung hin zu einer ,virtuellen Biopsie* wirde eine nichtinvasive und
strahlenfreie in-vivo Untersuchungsmethode fur die IP-Diagnostik praoperativ und in der Nach-
sorge entstehen. Das wurde fur Patienten mit Invertierten Papillomen die Diagnostik vereinfa-
chen (kein Gewebekontakt bei der OCT, schnelle Diagnose, strahlenfrei) und durch die feh-
lende Invasivitat die Lebensqualitat steigern. Zuklnftige Arbeiten mussten daftr die hier auf-
gestellten ldentifikations- und Differenzierungskriterien mit grof3eren Fallzahlen und verblindet

untersuchen, um ihre Validitat zu ermitteln.
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6.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A-Scan
BI

BM
B-Scan
CE
CLSM
CRS
CT

HE

MRT

NP

NNH
OCT
PET

PR

SCC
SD-OCT
TD-OCT
FD-OCT
HRTII
RCM
Z-Scan

Axialer Scan

Brechungsindex

Basalmembran

brightness-Scan

englisch: Contact Endoscopy, deutsch: Kontaktendoskopie
konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

chronische Rhinosinusitis

Computertomographie
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Invertiertes Papillom

Magnetresonanztomographie

nasale Polypen

Nasennebenhdhlen

optische Koharenztomographie
Positronen-Emissions-Tomographie
pseudozystische Raume

englisch: Squamous Cell Cancer; deutsch: Plattenepithelkarzinom
spectral domain — optical coherence tomography
time domain — optical coherence tomography
frequency domain — optical coherence tomography
Heidelberg Retina Tomograph I

Rostocker Cornea Modul

Untersuchungsebenenraster des HRT
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VIIl. THESEN

10.

11.

12.

13.

14.

Die haufigen Nasalen Polypen (NP) werden konservativ oder restriktiv operativ therapiert
Ihre haufigste Differentialdiagnose — die Invertierten Papillome (IP) — sind makroskopisch
verwechselbar

Die IP missen zur Pravention eines Rezidivs und méglicher Malignisierung radikal operiert
werden

Die Differenzierung von IP-Rezidiven gegentber dem umliegenden Granulationsgewebe
im ehemaligen Operationsgebiet stellt eine Schwierigkeit in der Nachsorge dar

Der native Situs stellte die Grundlage fir die besten operativen Ergebnisse dar, entspre-
chend ist eine sichere, praoperative Diagnose von Bedeutung

Den Goldstandard zur Diagnostik der IP stellt die Biopsiegewinnung bei makroskopischen
Auffalligkeiten mit anschlieRender histopathologischer Aufbereitung dar, die Computerto-
mographie und Magnetresonanztomographie kénnen den ersten klinischen Verdacht er-
harten, die definitive Diagnose erfolgt dennoch durch die Histologie

Fur die definitive IP-Diagnose muss demnach erst eine Verletzung durch die Biopsiege-
winnung und eine Verunsicherung des Patienten durch die erklarende Verdachtsdiagnose
verursacht werden

Die Optische Koharenztomographie (OCT) ist ein nichtinvasives, optisches Bildgebungs-
verfahren, welches die Gewebearchitektur bis zu einer Eindringtiefe von 2mm darzustellen
vermag

Die Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) ist ein weiteres nichtinvasives, opti-
sches Bildgebungsverfahren, welches zellulare Bildinformationen bis zu einer verwende-
ten Eindringtiefe von 80um komplementar zur OCT liefern kann

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe der Literaturangaben Uber die histologischen Eigenschaf-
ten der IP und NP und unter Berticksichtigung der Limitationen der OCT und CLSM, Diffe-
renzierungskriterien fur IP und NP aufzustellen und diese Kriterien bei in-vivo und ex-vivo
Untersuchungen anzuwenden

Die Epitheldicke als quantitatives Differenzierungskriterium zwischen IP und NP lieferte
diagnosenspezifische Unterschiede. Zuklnftige Untersuchungen mit groReren Gruppen
konnten statistisch auswertbare Epitheldicken flr die beiden Entitaten ermitteln und damit
objektivierbare Diagnosekriterien erstellen

Die in-vivo OCT konnte bei einem IP-Patienten erste vielversprechende Bilder prasentie-
ren, die in-vivo CLSM lieferte keine ausreichende Bildqualitat

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die OCT und CLSM zur nichtinvasiven Differen-
zierung zwischen IP und NP vielversprechend sind

Mit einer progredienten Entwicklung, besonders von in-vivo Techniken, ware damit zukinf-

tig eine OCT/CLSM-unterstitze Biopsieentnahme moglich. Das wirde den diagnostischen
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Wert des Goldstandards weiter erhéhen und parallel die weitere Evaluation der beiden
neuen Methoden ermdéglichen

15. Sollte in ferner Zukunft eine ,virtuelle Biopsie“ mittels OCT/CLSM zur Differenzierung von
IP zu NP und zu anderem mdglich sein, kénnte damit die Diagnostik beschleunigt und
erleichtert werden und durch die fehlende Invasivitat der Diagnostik die Lebensqualitat ge-

steigert werden
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