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1 Einleitung

2013 erkrankten allein in Deutschland 11.783 Menschen an Karzinomen des Mund- und Ra-
chenraumes (RKI). Fir einen groRen Teil dieser Patienten endet ihre Erkrankung tédlich.
Liegen die 5-Jahres-Uberlebensraten der betroffenen Frauen noch bei 61%, sind es bei
Mannern nur 48% (Krebs in Deutschland 2011/12). Diese Uberlebensraten hangen vor allem
vom Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose ab (Kademani et al. 2005). Uber 20% der Manner
werden erst im T4-Stadium diagnostiziert (Krebs in Deutschland 2011/12). Leider hat sich die
hohe Diagnoseziffer im T4-Stadium in den letzten Jahrzehnten kaum verandert (Weijers et
al. 2011). Zudem ist die Erkrankungshaufigkeit angestiegen (Bericht zum Krebsgeschehen
2016, RKI).

Das Plattenepithelkarzinom stellt mit 90% das weitaus haufigste dieser Karzinome dar (Vig-
neswaran et al. 2014). Die gro3e Mehrzahl der Malignome bildet sich auf dem Boden lang-

fristig bestehender und klinisch erkennbarer Préakanzerosen (Forastiere et al. 2001).

Das Wachstum dieser Prakanzerosen kann vollig schmerzlos ablaufen. Haufig bieten sie
keine oder nur unspezifische Symptome, wie Prothesenlockerung, Schluckbeschwerden,
Taubheitsgefiihle, Blutungen oder Fremdkdrpergefihle (S3-Leitlinie Mundhdhlenkarzinom
2012). Daher empfiehlt die Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des
oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde®, alle Gber 2 Wo-
chen bestehenden unklaren Schleimhautveranderungen ohne Heilungstendenz abzuklaren.
Klinisch malignomsuspekte Befunde sollen demzufolge histopathologisch untersucht werden.
Ist die Lasion klinisch nicht malignomsuspekt, genigt laut o.g. Leitlinie die Verlaufskontrolle.
Der Erstuntersucher muss also auf Grundlage der Anamnese, des Tastbefundes und des
makroskopischen Erscheinungsbildes entscheiden, ob eine Lasion kontrolliert werden kann
oder ob diese invasiv bioptiert werden muss. Falls Restunsicherheiten des Diagnostikers
vorliegen, gibt die Leitlinie die Blrstenbiopsie als Mittel der Wahl an, um dem Untersucher
die Entscheidung zwischen Verlaufskontrolle und Biopsie zu erleichtern. Hierbei werden Zel-
len von mittleren und tieferen Zellschichten gewonnen und einer zytologischen Begutachtung
zugefuhrt. Allerdings schwanken die Angaben zur Sensitivitat der Burstenbiopsie zwischen
71% und 91%, die der Spezifitdt sogar zwischen 32% und 91% (Poate et al. 2004), (Rem-
merbach et al. 2004). Dem zytologischen Charakter der Blrstenbiopsie liegt inne, dass Ge-
webe nicht im Verband beurteilt werden kann. An dieser Stelle wird deutlich, dass eine diag-
nostische Licke zwischen der makroskopischen Einschatzung einer Lasion und deren Beur-

teilung mittels Histologie vorliegt.

Die Empfehlungen der Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des ora-

len Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde® sind also sowohl bei



klinisch eindeutig malignomsuspekten, als auch bei klinisch eindeutig nicht malignomsuspek-
ten Befunden klar. Problematisch ist das Vorgehen, wenn beim Kliniker die in der Leitlinie

beschriebene ,Restunsicherheit vorliegt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher, 2 Verfahren hinsichtlich ihrer Eignung zu untersuchen,
dem Kliniker die Entscheidung, ob eine klinisch schwer einzuschatzende pramaligne Lasion

der Mundhéhle zu bioptieren oder lediglich zu kontrollieren ist, zu erleichtern.

Bei den in der vorliegenden Arbeit begutachteten Verfahren handelt es sich um die Optische

Koharenztomografie (OCT) und die endoskopische konfokale Mikroskopie (CEM).

Beide Verfahren richten Laserlicht vertikal auf das zu begutachtende Gewebe. Sie generie-
ren ohne Invasivitat Bilder der Gewebs- und Zellmorphologie. Diese stehen dem Untersucher

in Echtzeit zur Verfligung.

Die Anwendungsmdglichkeiten beider Verfahren wurden bereits in Studien der Hals-Nasen-
Ohren-Klinik der Universitatsmedizin Rostock untersucht (Just und Stave et al. 2008), (Just
et al. 2010), (Farahati et al. 2010), (Just und Pau et al. 2013), (ligner et al. 2016), (Stulpnagel
et al. 2016).

Um die Frage zu klaren, ob diese Verfahren dem Kliniker die Entscheidung zwischen Ver-
laufskontrollen und invasiver Biopsie bei klinisch schwer einzuschatzenden L&sionen der
Mundhdhle erleichtern kdnnen, wurden erstmalig beide Verfahren in einer in-vivo-
Untersuchung an Patienten mit entsprechenden Lasionen der Mundhéhle vergleichend
Uberprift. Es soll im Rahmen der Dissertation geklart werden, ob die Methoden in der Frih-

diagnostik des Mundhdhlenkarzinoms eingesetzt werden kénnen.

1.1 Anatomie und Funktion der Mundhohle

Die Mundhohle bildet den Anfang des Verdauungsapparates und setzt sich aus verschiede-
nen Abschnitten zusammen (Waschke et al. 2015): Der Mundvorhof (Vestibulum oris) bildet
den Eingang in die Mundhdhle und wird vorn durch die Lippen begrenzt. Die Lippen dienen
der Nahrungsaufnahme und der Phonation, aber auch dem Ubermitteln von Emotionen und
der sexuellen Erregung. Die Wangen bilden die laterale Begrenzung der Mundhdhle. Deren
muskulare Grundlage, der Musculus buccinator, zieht die Wange wahrend des Kauens zu-
sammen, stimuliert mechanisch die Ohrspeicheldriise und ist entscheidend flir Saugbewe-
gungen. Das Dach setzt sich aus hartem und weichem Gaumen zusammen. Wahrend der
harte Gaumen wichtig fir die Lautbildung von Konsonanten ist und der Zunge als Widerlager
beim Zerquetschen der Nahrung dient, trennt der weiche Gaumen Naso- und Oropharynx

beim Schluckakt (Waschke et al. 2015). Die vorderen 2/3 der Zunge gehdren ebenfalls zur



Mundhdéhle. Die Funktionen der Zunge sind vielfaltig und betreffen nicht alleine den Ge-
schmackssinn, sondern auch den Transport und die mechanische Zerkleinerung der Nah-
rung, den Tastsinn und die Phonation. Darunter befindet sich der Mundboden, der aus my-
lohyoider, digastrischer und geniohyoider Muskulatur gebildet wird und der Zunge als Wider-
lager dient (Vogel et al. 2010). AulRerdem beinhaltet die Mundhoéhle die Gingiva sowie die
oberen und unteren Alveolar- und Zahnreihen. Diese dienen dem Zerkleinern der Nahrung.
Des Weiteren minden in die Mundhohle die Ausflihrungsgange der Speicheldriisen. Nach
dorsal 6ffnet sich die Mundhohle in den Oropharynx. Mundhdéhle und Oropharynx lassen sich
durch eine imaginare Linie trennen, die durch die Wallpapillen, die vorderen Tonsillenpfeiler

und die Grenze zwischen hartem und weichem Gaumen gezogen wird (Kirsch 2007).

Abb. 1 zeigt eine Ubersicht der Mundhéhle.

S Gaumendrisen

———— A palatina major; Aa. palatines minores:
M. palstinus major; Nn. palatini mincres

foe ———= M. buecinator

l“"‘-‘
= M. palatoghessus
T,
™ N Engualis

> v Gaumenmanded
Zungenricken <

Y M palaiopharyngous

Abb. 1: Einblick in die Mundhdhle mit teilweise er6ffneter Gaumenschleimhaut.
Sobotta, 20. Auflage, S. 103, Abb. 185

Die Schleimhaut der Mundhohle besteht aus mehrschichtigem Plattenepithel und darunter
liegender bindegewebiger Lamina propria (Lullmann-Rauch 2015). Je nach Lokalisation
weist sie Besonderheiten auf: Die Lippe tragt auf ihrer Innenseite unverhorntes Plattenepithel
und die Lamina propria enthalt die Glandulae labiales. Aul3en ist die Schleimhaut verhornt
und enthalt hohe Bindegewebspapillen (Welsch et al. 2014). In der Tiefe befindet sich die
quergestreifte Muskulatur des M. orbicularis oris (Baumhoer et al. 2003). Die Schleimhaut

der Wange tragt unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel. Die Lamina propria ist von



Drisen durchsetzt und fest mit der quergestreiften Muskulatur des M. buccinator verbunden
(Baumhoer et al. 2003). Auch der weiche Gaumen ist von dem unverhornten mehrschichti-
gen Plattenepithel Uberzogen. Dieses enthalt viele Gll. palatinae. Das Epithel des harten
Gaumens hingegen kann bei chronischer Beanspruchung verhornt sein. Es ist von dichtem
Bindegewebe unterlegt und fest mit dem Periost verwachsen (Welsch et al. 2014). Typisch
fur die Histologie der Zunge sind deren Papillen. Die Geschmackspapillen, zu denen die Pa-
pillae fungiformes, foliatae und vallatae gehdren, stellen sich als millimetergrof3e, zwiebelar-
tige Gebilde auf der Zungenoberflache dar. Die Papillae filiformis sind schlanke Epithelzap-
fen, die an der Oberflache verhornt sind und nicht den Geschmackssinn vermitteln. Des Wei-
teren enthalt die Zunge Im Inneren besteht die Zunge aus typisch transversal, longitudinal

und vertikal angeordneten quergestreiften Muskelblindeln (Welsch et al. 2014).

Funktionell lasst sich die beim Kauen mechanisch beanspruchte mastikatorische Schleim-
haut (Gingiva, harter Gaumen) von der auskleidenden Schleimhaut (Wangen, Vestibulum,
Mundboden) und der spezialisierten Schleimhaut (Zungenricken) unterscheiden (Lullmann-
Rauch 2015).

Obwohl Mundhéhle und Oropharynx einen nicht getrennten Raum mit ununterbrochenem
Plattenepithel darstellen, hat die Unterscheidung klinische Relevanz (Kirsch 2007). Dies be-
grundet sich vor allem im Vorhandensein von tonsillarem Gewebe im Oropharynx und des-
sen Fehlen in der Mundhdhle (Westra et al. 2017). Im Kapitel 1.2.1. wird diese Thematik na-

her erlautert.

1.2 Das Mundhohlenkarzinom

1.2.1 Neue Edition der WHO-Klassifikation der Kopf-Hals-Tumore
Bei Uber 90% der Karzinome der Mundhodhle und des Rachens handelt es sich um Plat-
tenepithelkarzinome, die aus der Schleimhaut hervorgehen (Vigneswaran et al. 2014). Es sei
angemerkt, dass die oben erwahnte klinische Relevanz der Trennung von Mundhohle und
Oropharynx 2017 Einzug in die neue Edition der WHO-KIassifikation der Kopf-Hals-Tumore
erhielt. Westra et al. 2017 befassten sich intensiv mit dieser Erneuerung, so dass sich der
folgende Abschnitt auf deren Arbeit bezieht. Die WHO-Klassifikation der Kopf-Hals-Tumore
von 2005 enthielt noch ein gesamtes Kapitel fir alle Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereiches, abgekirzt HNSCC (squamous cell carcinom of the head and neck). Allerdings
war ein alarmierender Anstieg der HPV (humaner Papillomavirus) positiven Karzinome zu
verzeichnen. Diese treten aber vor allem im Oropharynx auf (OPSCC - oropharyngeal
squamous cell carcinoma). Das hoch spezialisierte Lymphepithel, das die Krypten der Tonsil-

len auskleidet, bietet eine tolerantere Umgebung fir HPV Infektionen und HPV getriebene



Tumorgenese (Westra 2009). Daraus resultieren wesentlich hdhere Raten von HPV im SCC
(squamous cell carcinoma) des Oropharynx (OPSCC) als im SCC der Mundhdhle. Die WHO
hat daher die Karzinome des Oropharynx als eigene Entitdt anerkannt und die OPSCC's auf

der Basis des HPV Status von den tbrigen HNSCC's separiert.

Da die WHO diese Version erst 2017 veroffentlichte, beziehen sich viele Quellen, vor allem

aus dem epidemiologischen Bereich, noch auf HNSCC's im Allgemeinen.

Diese Dissertation konzentriert sich auf das Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle und des-

sen Vorlauferlasionen.

1.2.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Krebserkrankungen sind fur ein Viertel aller Todesfélle in Deutschland verantwortlich (Statis-
tisches Bundesamt 2017). Karzinome der Mundhohle und des Rachens stellen, die Manner
betreffend, 3-4% davon dar. Somit sind sie die siebthaufigste Krebsart. Bei Frauen liegt der
Anteil bei etwa der Halfte (Krebs in Deutschland 2011/12). 2013 erkrankten in Deutschland
11.783 Menschen an Karzinomen des Mund- und Rachenraumes, wobei die haufigsten Di-
agnosen im Alter von 60-64 Jahren gestellt wurden (RKI) (Abb. 2). Zudem ist die Inzidenz
steigend (Krebs in Deutschland 2011/12).

Inzidenz von Karzinomen der Mundhdhle und des Rachens
in Fallzahlen, Deutschland, 2013
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Abb. 2: Inzidenz der Karzinome von Mundhéhle und Rachen im Jahr 2013, Fallzahlen in

Deutschland.
Zentrum fur Krebsregisterdaten des Robert Koch Instituts, Datenbankabfrage



Im selben Jahr starben in Deutschland 5169 Patienten an ihrer Krebserkrankung. Die Morta-
litat zeigt 2 Haufigkeitsgipfel, einen zwischen dem 60.-64. Lebensjahr und einen zweiten zwi-
schen dem 70.-74. Lebensjahr (RKI) (Abb. 3). Aber Studien deuten auch darauf hin, dass 4-
6% der HNSCC's mittlerweile in einem Alter von unter 40 Jahren auftreten (Llewellyn et al.
2001).

Mortalitdt durch Karzinome der Mundhéhle und des
Rachens in Fallzahlen, Deutschland, 2013
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Abb. 3: Mortalitat verursacht durch Karzinome von Mundhohle und Rachen im Jahr 2013,
Fallzahlen in Deutschland.
Zentrum fur Krebsregisterdaten des Robert Koch Instituts, Datenbankabfrage

Die Erkrankungshaufigkeit und die Sterblichkeit an Kopf-Hals-Tumoren sind in Deutschland
bei den Frauen auch nach Altersstandardisierung langfristig angestiegen. Bei den Mannern
sind die Raten dagegen auf deutlich hdherem Niveau stabil, beziehungsweise rucklaufig (Be-
richt zum Krebsgeschehen 2016, RKI).

Frauen weisen mit 61% im Vergleich zu Mannern mit 48% die gunstigeren 5-Jahres-
Uberlebensraten auf. Im Bezug dazu wird jeder dritte Tumor bei Frauen im friihen Stadium
(T1) diagnostiziert, aber nur jede vierte Erkrankung bei Mannern. Bei Letzteren werden Gber
20% erst im Stadium T4 entdeckt (Abb. 4) (Krebs in Deutschland 2011/12).



T-Stadium bei Erstdiagnose, Deutschland, 2012
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Abb. 4: T-Stadium bei Erstdiagnose von Karzinomen der Mundhoéhle und des Rachens.
Krebs in Deutschland, Mundhdhle und Rachen, Epidemiologische Krebsregistrie-
rung des Robert-Koch-Instituts

Auch bestehen deutliche regionale Unterschiede: Bei unter 60-Jahrigen ist die Sterblichkeit
an diesen Tumoren in den neuen Bundeslandern seit Ende der 1990er Jahre erheblich ge-
stiegen, was zu einem deutlichen Ost-West-Gefalle gefiuihrt hat. Wahrscheinlich liegt dies in
der regional unterschiedlichen Entwicklung von Tabak- und Alkoholkonsum (vor allem in
Kombination) begriindet (Bericht zum Krebsgeschehen 2016, RKI). Beispielsweise liegen die
Sterberaten in Mecklenburg-Vorpommern etwa doppelt so hoch wie in Schleswig-Holstein
oder im Suden Deutschlands (Krebs in Deutschland 2011/12).

Doch Karzinome von Mundhdhle und Rachen spielen nicht nur in Deutschland, sondern
weltweit eine Rolle. Beispielsweise werden in den USA 2017 fast 50.000 Erstdiagnosen und
10.000 Todesfalle erwartet (Siegel et al. 2017).

Die Hauptrisikofaktoren des Mundhoéhlenkarzinoms sind der Alkohol- und der Tabakkonsum
(Pare et al. 2017). Hinzu kommt, dass die Einnahme beider Substanzen synergistische Ef-
fekte hat und somit das Risiko, an einem Karzinom der Mundhohle zu erkranken, deutlich
ansteigt (Yakin et al. 2017). Des Weiteren erhdht das Kauen von Betelnissen das orale
Krebsrisiko, was aber im sldostasiatischen Raum einer gré3eren Bedeutung zukommt als in
Deutschland (Kao et al. 2015). Wahrend 1997 noch kontrovers diskutiert wurde, ob dem
Humanen Papillomavirus (HPV) eine Bedeutung in der Entstehung von oralem Krebs zu-
kommt (La Vecchia et al. 1997), ist mittlerweile bekannt, dass dieser vor allem in der Entste-

hung von Oropharynxkarzinomen eine grof3e Rolle spielt (Westra 2009). Auch die Erndhrung



hat Einfluss auf die Krebsentstehung der Mundhéhle und des Rachens. So konnten Bosetti
et al. belegen, dass eine Erndhrung, die verschiedene Aspekte der mediterranen Diat bein-
haltet, das Krebsrisiko des oberen Aerodigestivirakts sinken lasst. In einer Fall-Kontroll-
Studie aus Warschau (Lissowska et al. 2003) wirkten sich besonders Zitrusfriichte positiv auf
die Reduzierung des oralen Krebsrisikos aus. Die Autoren nahmen auf3erdem eine schlechte
Mundhygiene und spezielle sexuelle Praktiken (Oralverkehr, Kontakte zu Prostituierten) als
Risikofaktor an. Dieser Zusammenhang konnte aber nicht bewiesen werden. Andere Risiko-
faktoren sind Immundefizienzen und ein geringer soziobkonomischer Status (Kebabcioglu et
al. 2017). Dem Lebensstil kommt somit eine besonders grofle Bedeutung in der Pravention
von Krebserkrankungen der Mundhohle und des Rachens zu (Reichart 2000). Pare et al.
bewerteten auch das Vorhandensein von Vorlauferlasionen als Hauptrisikofaktor. Diese wer-

den im folgenden Kapitel naher beleuchtet.

1.3 Vorlauferlasionen des Mundhohlenkarzinoms

Grundsatzlich kédnnen maligne Entartungen auch in der klinisch gesund erscheinenden
Mundschleimhaut entstehen, allerdings bildet sich die groRe Mehrzahl auf dem Boden lang-
fristig bestehender und klinisch erkennbarer Prakanzerosen (Forastiere et al. 2001). Diese
stellen eine chronische Erkrankung der Schleimhaut dar (Pare et al. 2017). Zu den Vorlaufer-
lasionen des oralen Plattenepithelkarzinoms gehéren die Leukoplakie und die Erythroplakie
(Ahn et al. 2011).

Die Leukoplakie ist eine ,weille Lasion der Mundschleimhaut, die nicht einer anderen, genau
bestimmbaren Lasion zugeordnet werden kann® (S3 Leitlinie Mundhohlenkarzinom). Sie ist
damit eine Ausschlussdiagnose. Sie kann als eine homogen weillliche Hyperkeratose mit
relativ geringem Entartungsrisiko auftreten (Kléppel et al. 2009). Doch es gibt auch inhomo-
gene Formen: die Erythroleukoplakie mit roten Anteilen, die nodulére Leukoplakie und die
verrukdse Leukoplakie. Treten simultan multiple Leukoplakien auf, spricht man von der
proliferativen verrukdsen Leukoplakie (PVL). Die inhomogenen Formen haben ein wesentlich
héheres Entartungsrisiko, die PVL das hochste unter den Leukoplakien (Warnakulasuriya et
al. 2007). Liegt ein roter, relativ scharf begrenzter Fleck der Mundschleimhaut vor, der eben-
falls keiner anderen genau bestimmbaren Lasion zugeordnet werden kann, handelt es sich
um eine Erythroplakie (Kléppel et al. 2009). Beides sind somit klinische Definitionen. Sie soll-
ten nicht als histopathologische Diagnosen verwendet werden, da es nur sehr wenige Be-
richte gibt, in denen die klinische Diagnose mit den Ergebnissen der histopathologischen
Untersuchung verglichen wurde (Reichart 2005). Aus demselben Grund finden sich in der

Literatur bezuglich des Entartungsrisikos der Vorlauferlasionen stark schwankende Angaben.



Diese liegen zwischen 5-20% (Speight et al.2007), (Mehanna et al. 2009), (Pare et al. 2017).
Die Erythroplakie entartet im Durchschnitt haufiger (Kléppel et al. 2009).

1.3.1 Diagnostik von Vorlauferlasionen des Mundhohlenkarzinoms
Das Wachstum von Vorlauferldsionen des Mundhdhlenkarzinoms kann vollig schmerzlos
ablaufen. Haufig finden sich keine oder nur unspezifische Symptome, wie Prothesenlocke-
rung, Schluckbeschwerden, Taubheitsgeflihle, Blutungen oder Fremdkérpergefiinl (S3 Leitli-
nie Mundhdéhlenkarzinom 2012). Daher empfiehlt die aktuelle Leitlinie ,Diagnostik und Ma-
nagement von Vorlauferlasionen des oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund-
und Kieferheilkunde“ alle, Uber 2 Wochen bestehenden, unklaren Schleimhautveranderun-
gen ohne Heilungstendenz abzuklaren. Bei klinisch malignomsuspekten Befunden sollte laut
0.g. Leitlinie die Inzision mittels Skalpell und eine anschlieRende histopathologische Begut-

achtung erfolgen.

Ist die Lasion nicht malignomsuspekt, besteht aber dennoch eine Restunsicherheit beim Kili-
niker, so steht als weniger invasive Methode die Blrstenbiopsie zur Verfligung. Bei Letzterer
wird Zell- und Gewebsmaterial der Schleimhaut mit Hilfe einer geeigneten Birste entnom-
men und optimalerweise alle Epithelschichten bis zur Basalzellschicht erfasst (Burkhardt
2006). Allerdings schwanken die Angaben zur Sensitivitat der Burstenbiopsie zwischen 71%
und 91%, die der Spezifitdt sogar zwischen 32% und 91% (Poate et al. 2004), (Remmerbach
et al. 2004). Sie eignet sich somit nicht zum sicheren Ausschluss einer malignen Lasion,
sondern allenfalls zum Vermeiden von Fehleinschatzungen bei klinisch benignen Lasionen
(Driemel et al. 2008).

Ist die histologische Untersuchung erfolgt, hangt das weitere Vorgehen vom Grad der gege-
benenfalls vorhandenen Dysplasie ab. Eine Dysplasie ist eine Stérung der Epithelarchitektur
mit zelluldren Atypien (Warnakulasuriya et al. 2008). Liegen lediglich eine Hyperkeratose,
eine erhdéhte Zellzahl und somit eine Verdickung des Epithels vor, handelt es sich nur um
eine Hyperplasie (Speight et al. 2007). Die WHO teilt die Dysplasien in 3 Schweregrade ein,

die von Speight et al. herausgearbeitet wurden:

Die milde Dysplasie (Dysplasie Grad 1) betrifft das untere Epitheldrittel, also die Basal- und
Parabasalschicht. Es liegen milde Kernpleomorphismen und nur minimale Veranderungen
der Gewebsarchitektur vor. Eine moderate Dysplasie (Dysplasie Grad 2) liegt vor, wenn die
Veranderungen bis ins mittlere Epitheldrittel reichen. Prominente Kernpleomorphismen und
hyperchrome Zellen sind sichtbar. Vermehrte Mitosen liegen vor, beschranken sich aber auf
die Basalzellschicht. Die untere Halfte des Epithels ist von architektonischen Veranderungen
betroffen. Dazu gehdren beispielsweise der basale Polaritatsverlust und starke Hyperplasien,

die zwiebelartige Bindegewebspapillen entstehen lassen. Haufig werden auch Hyperkerato-
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sen gesehen. Bei der starken Dysplasie (Dysplasie Grad 3) reichen die oben genannten ab-
normen Veranderungen bis ins obere Epitheldrittel. Zusatzlich existieren teils tripolare supra-
basale Mitosen und Apoptosekdrper. Die gewohnliche Zellschichtung kann komplett aufge-
hoben sein. Haufig sind tiefe Keratinisierungen und prominente zwiebelartige Bindegewebs-
papillen zu sehen. Das Epithel ist typischerweise verdickt, doch im Falle von Erythroplakien
geht die starke Dysplasie haufig mit einer Gewebsatrophie einher. Reichen die Epithelaty-
pien Uber die gesamte Epitheldicke und heben somit die normale Schichtung komplett auf,
spricht man von einem Carcinoma in situ (CIS) (Warnakulasuriya et al. 2008). Durchbricht
diese Veranderung die Basalmembran und dringt in tiefere Schichten ein, liegt eine Invasion
vor. Diese ist wiederum das Kriterium fir die Unterscheidung von CIS und mikroinvasi-

vem/invasivem Karzinom (Warnakulasuriya et al. 2008). In der Tabelle 1 sind die histologi-

schen Diagnosekriterien der einzelnen Grade der Veranderung zusammengefasst.

Tab. 1: Zytologische und architektonische Eigenschaften der oralen epithelialen Dysplasie
Speight et al. 2007
epitheliale Zytologische Veranderungen
nach WHO Veranderungen
Ebenen
verdicktes Epithel,
Hyperplasie | oberflachlich keine
Hyperkeratose, normale Reifung
Milde unteres Zell- und Kernpleomorphismen, )
. Basalzellhyperplasie
Dysplasie Drittel Kernhyperchromatosen
bis zum Zell- und Kernpleomorphismen, Polaritatsverlust, ungeordnete
Zellreifung durch alle Schichten,
. . erhohte Zelldichte, Basalzellhy-
Dysplasie Drittel rei- Anisozytosen, erhGhte und
perplasie, epitheliale Einziehun-
chend abnormale Mitosen
gen
Zell- und Kernpleomorphismen, ungeordnete Zellreifung durch
o Kernhyperchromatosen, alle Schichten, erhdhte Zelldich-
Stark bis ins obe- ] } . )
arke . Anisozytosen, erhohte und ab- | te, Basalzellhyperplasie, epithe-
rere Drittel
Dysplasie _ normale Mitosen, erhGhte An- liale Einziehungen, Dyskerato-
reichend
zahl und GroRe der Nukleoli, se, Akantholysen, sekundar
Apoptosekorper erweiterte Epitheleinziehungen
Carcinoma in komplette . L kompletter Verlust der Schich-
) ) ) alle Veranderungen moglich
situ Epitheldicke tung
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Neben der Einteilung der Dysplasiegrade durch die WHO existieren komplementar andere
Klassifikationssysteme: Die Ljubljana Klassifikation (Hellquist et al. 1999) hat sich in erster
Linie fur den Larynx klinisch bewahrt. Sie kann aber auch bei oropharyngealen Lasionen
therapeutisch wichtige Informationen fiir den Kliniker liefern (Mahayana et al. 2004). Zudem
findet die Einteilung in squamése intraepitheliale Neoplasien Grad I-lll (SIN I-IIl) statt. SIN |
und Il entsprechen in ihren Kriterien der leichten, bzw. moderaten Dysplasie. Die SIN Il um-
fasst die schwere Dysplasie und das Carcinoma in situ. Von einigen Autoren wird ein binares
System (low-grade und high-grade SIN) befirwortet, um dem Kiliniker die Therapieentschei-
dung im Falle einer moderaten Dysplasie zu erleichtern (Kujan et al. 2006). Bei einer low-
grade SIN liegen weniger als 4 architektonische und weniger als 5 zytologische Veranderun-
gen vor. Sind mehr Veranderungen zu sehen, so gilt die Probe als high-grade SIN. Eine Zu-

sammenfassung der Klassifikationssysteme ist in Tabelle 2 gegeben.

Tab. 2: Zusammenfassung der Klassifikationssysteme der oralen Dysplasien
Modifiziert nach Gale et al. 2005

Ljubljana Klassifikation Squamose intraepitheliale
WHO Kilassifikation der squamdse intraepitheliale Neoplasie (SIN)
Epitheldysplasien Lasionen (SIL)
Hyperplasie Einfache Hyperplasie /
Leichte Dysplasie | Basale und parabasale Hyperplasie SIN | Low grade SIN
Moderate Dysplasie Atypische Dysplasie SIN I
(Risikoepithel) High grade SIN

Schwere Dysplasie Il

SIN I
Carcinoma in situ Carcinoma in situ
Invasives Karzinom Invasives Karzinom Invasives

Karzinom

Entsprechend des binaren Einteilungssystems empfiehlt die Leitlinie ,Diagnostik und Ma-
nagement von Vorlauferlasionen des oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund-

und Kieferheilkunde®, eine SIN | zu beobachten und SIN Il-lll zu exzidieren.
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Die Entscheidung, ob eine Lasion kontrolliert oder bioptiert werden muss, sollte durch eine
diagnostische noninvasive Methode erleichtert werden. Zu diesem Zweck stehen verschie-

dene bildgebende Verfahren in der Prufung, welche im Folgenden kurz vorgestellt werden:

In der bildgebenden Diagnostik von Vorlauferlasionen des oralen Plattenepithelkarzinoms

werden je nach generierter Abbildung vertikale von horizontalen Verfahren unterschieden.

Die Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des oralen Plattenepithel-

karzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde“ beinhaltet 2 der horizontalen Verfahren:

Zum einen wird die Intravitalfarbung mit Toluidinblau beschrieben. Hierbei handelt es sich
um einen DNA affinen Farbstoff, welcher in Geweben mit erhohtem Zellumsatz vermehrt
bindet. Jedoch stellten Patton et al. 2008 in einem Review zu diesem Thema fest, dass die
Sensitivitat in der Ermittlung von Malignitat zwischen 38% und 98% und die Spezifitat zwi-
schen 9% und 93% schwankt. Laut Leitlinie ist nach langjahriger Existenz dieser Methode

keine Entwicklung und Verbreitung der Toluidinblaufarbung mehr zu erwarten.

Zum anderen erwahnt die o.g. Leitlinie kurz die Autofluoreszenzdiagnostik. Allerdings ist in
der aktuellen Version die Bewertung der diagnostischen Qualitat aufgrund der Datenlage
(Stand 2010) noch nicht méglich. Kriterien fur maligne Veranderungen sind hierbei vor allem
ein Verlust der Autofluoreszenz und GefalRatypien (Pogorzelski et al. 2012). So kénnen neo-
plastische Veranderungen besser erkannt und Resektionsrander beurteilt werden (Paczona
et al. 2003).

Der Grofiteil der neueren bildgebenden Diagnostik erhielt noch keinen Einzug in die Leitlinie:

Das Narrow Band Imaging (NBI) gehort zu den horizontalen Verfahren. Es nutzt schmalban-
diges Licht, um Gefalte und oberflachliche Veranderungen im Bereich des Epithels zu kon-
trastieren und somit sichtbar zu machen. Da Pathologien mit speziellen Veranderungen der
GefalRe einhergehen, unterstlitzt das NBI die Diagnose von Lasionen im oberen Aerodi-
gestivtrakt (Arens et al. 2016).

Mit Hilfe der elastischen Streuungsspektroskopie (ESS) kénnen Veranderungen in der Mor-
phologie, ein erhdhter Metabolismus der Zellorganellen, Hyperchromizitat und abnormale
Proteinpakete sichtbar gemacht werden. Somit beinhaltet sie das Potenzial, Dysplasien zu

erkennen (Sharwarni et al. 2006).

Ein sehr neues Verfahren ist das Hyperspektrale Imaging (HSI). Hier werden Bilder endo-
skopisch erstellt und die Wahrscheinlichkeit flir das Vorliegen von malignen Veranderungen
errechnet. Ein Vorteil ist, dass die Auswertung automatisch ablauft und somit nicht untersu-
cherabhangig ist (Laffers et al. 2016).

ESS und HSI lassen sich nicht eindeutig den horizontalen oder vertikalen Verfahren zuord-

nen.
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Zudem wurden bereits einige Gerate in Kombination miteinander beurteilt. Beispielsweise
verwendeten Volgger et al. 2017 die Methode des NBI und die des High Speed Imaging, um
Lasionen der Glottis zu beurteilen. Letztere misst die Vibrationsfrequenz der Stimmlippen
und ist somit in der Lage, Verwachsungen zu erkennen. Auch diese Kombination erbrachte
vielversprechende Ergebnisse, allerdings hat das High Speed Imaging fir die Mundhéhle

keine Bedeutung.

Umfassendere Uberblicke sind in der Literatur vorhanden (Jerjes et al. 2011, Green et al.
2014).

In dieser Arbeit sollen 2 weitere Verfahren, die Optische Koharenztomografie und die starre
konfokale Endomikroskopie untersucht werden. Es stellt sich die Frage, ob diese dem Klini-
ker die Entscheidung, eine Lasion zu bioptieren oder lediglich zu kontrollieren, verlasslich
erleichtern und somit in der Frihdiagnostik des Mundhdhlenkarzinoms eingesetzt werden

kdénnen.

1.4 Die Optische Koharenztomografie (OCT)

Die optische Kohdrenztomografie beruht auf dem Prinzip des Michelson Interferometers.
Dieses entwickelte der Physiker Albert Abraham Michelson bereits im 19. Jahrhundert und
nutzte dabei das Phanomen der Interferenz von Wellen. Unter Interferenz versteht man die
Uberlagerung zweier oder mehrerer Wellen (Harms 2004). Das Licht muss hierfiir koharent
sein, das heil’t es liegt Phasen- und Frequenzgleichheit vor. Laserlicht erflillt diese Eigen-
schaften (Abb. 5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Laserlichts.
Der Laser sendet frequenzgleiche und zueinander parallele Lichtwellen aus. Das
Licht ist koharent.

http://physik.wissenstexte.de/kohaerent.png
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Das einfallende Licht wird durch einen Strahlenteiler in einen Probenstrahl und einen Refe-
renzstrahl geteilt. Beide Strahlen werden durch Spiegel reflektiert und durch denselben
Strahlenteiler wieder vereint. So tritt das einfallende Licht mit sich selber in Interferenz. Tre-
ten Phasenverschiebungen des Probenstrahls auf, kbnnen diese mit Hilfe der Interferenz mit
dem Referenzstrahl gemessen werden (Kang et al. 2013). Das Prinzip der Interferometrie ist
in Abb. 6 dargestellt.

Spiegel 1

Strahlenteiler

Laser

Spiegel 2

Detektor

Abb. 6: Prinzip der Interferometrie.
Das kohéarente Laserlicht wird durch den Strahlenteiler in 2 Strahlen aufgeteilt,
welche jeweils auf einen Spiegel treffen und von diesem reflektiert werden. Im sel-
ben Strahlenteiler werden die Strahlen wieder vereint, sie treten dort in Interferenz
und der Detektor kann die Phasenverschiebungen aufzeichnen.

Durch den technischen Fortschritt konnte in den spaten 80er Jahren die niedrig koharente
Reflektometrie diskutiert werden (Gilgen 1989). Diese basierte auf demselben oben erlauter-
ten Prinzip und erstellte bereits Interferogramme mit einer Genauigkeit im Mikrometerbereich
(Gilgen 1989). Huang et al. erweiterten 1991 die niedrig koharente Reflektometrie zu einer
vertikalen Bildgebung, die noninvasiv Querschnitte von biologischen Systemen erstellt, ge-

nannt Optische Koharenztomografie.

Man unterschiedet die time domain-OCT (TD-OCT) und die frequenzy domain-OCT (FD-
OCT). Bei Ersterer wird die Eindringtiefe durch eine Veranderung der Lange des Refe-
renzarms variiert. Die FD-OCT erfasst die Interferenz der einzelnen spektralen Komponenten

(Liu et al. 2007). Hierzu gehéren die swept source OCT (SS-OCT) und die spectral domain
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OCT (SD-OCT). Die SS-OCT nimmt die einzelnen spektralen Komponenten zeitlich nachei-
nander auf. Bei der in dieser Arbeit verwendeten SD-OCT geschieht dies durch Messung
des Spektrums der interferierenden Strahlung am Interferometerausgang mit Hilfe eines
Spektrometers (Zhang et al. 2013). Je nach Refraktionsindices der einzelnen Gewebeschich-
ten — bzw. strukturen wird der Probenstrahl zuriickgeworfen und so eine eindimensionale
Tiefenprobe erstellt (A-Scan). Dieser Vorgang ist in Abb. 7 schematisch dargestellt. Durch
Bewegung des Lasers entlang einer Linie der Gewebeprobe wird ein zweidimensionaler B-
Scan und, durch Bewegung des Lasers entlang einer ganzen Region, ein dreidimensionaler
C-Scan generiert (Zhang et al. 2013).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Generierung eines A-Scans durch die SD-OCT.

Das Laserlicht (low-coherent light source) trifft auf den Strahlenteiler (Beam Split-
ter) und teilt sich in einen Probenstrahl (rot) und einen Referenzstrahl (blau) auf.
Je nach Schicht der Gewebeprobe (R1-R3) wird der Probenstrahl unterschiedlich
reflektiert. Der durch einen Spiegel (Mirrow) reflektierte Referenz- und der reflek-
tierte Probenstrahl treten in demselben Strahlenteiler (Beam Splitter) in Interferenz
und mit Hilfe des Spektrometers wird ein A-Scan Profil erzeugt.

Kang et al. 2013

Lankenau et al. gelang es, ein SD-OCT Gerat (entwickelt am Institut fir Biomedizinische
Optik der Universitat Lubeck und hergestellt durch die Thorlabs HL AG, Libeck) mit einem
kommerziell erhaltlichen Operationsmikroskop (HiRes1000, Mdller-Wedel, Wedel) zu kombi-
nieren (Lankenau et al. 2013). Hierdurch kann die OCT wahrend der Operation in Echtzeit

Gewebeprofile generieren. Diese weiterentwickelte Form der OCT nennt sich intraoperative
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OCT, kurz iOCT. Die Eindringtiefe in das Gewebe betragt bis zu 1,5 mm, variiert aber je
nach dessen Beschaffenheit. Die axiale Auflésung der OCT-Bilder betragt circa 7,5 um und

die laterale Auflésung circa 23 pm im Gewebe.

FUr diese Arbeit wurde die von Lankenau et al. entwickelte iOCT verwendet.

1.4.1 Anwendung der OCT
Die OCT hat sich vor allem in der Ophthalmologie zur Beurteilung der Retina etabliert (Wei et
al. 1999), (Garcia et al. 2017). Auch in anderen anatomischen Regionen, wie z.B. der Haut,
des Osophagus, der Vulva, der Cervix oder der Harnblase (Wessels et al. 2014) und auler-
halb der Medizin (Stifter et al. 2005) wurde ihre Nutzlichkeit Gberpruft.

Die Region des Kopf-Hals-Bereiches ist wegen ihrer anatomischen Lage besonders gut zu-
ganglich fur die OCT. Aufgrund der unterschiedlichen Lichtintensitaten lassen sich Epithel,
Lamina propria und Basalmembran gut voneinander abgrenzen (Wong et al. 2005). Letztere
zeigt sich als Grenzschicht zwischen Epithel und subepithelialer Schicht. Die Autoren unter-
suchten die Strukturen des Larynx in vivo mittels OCT. Dichtere Strukturen, wie Blutgefalle
oder Kollagenfasern, erzeugen hohere Lichtintensitdten und grenzen sich so optisch von
ihrer Umgebung ab. Auch in der Mundhohle kann die Mikrostruktur der Gewebe mit Hilfe der
OCT dargestellt werden (Chen et al. 2005). Die Autoren sahen zudem deutlich die Unter-
schiede der Epitheldicken der einzelnen Epithelarten in der Mundhéhle. Die OCT ist auler-
dem in der Lage, benigne und maligne Veranderungen der Gewebe aufzuzeigen (Ridgway et
al. 2006). So sahen die Autoren im Falle von Leukoplakien eine erhdhte Epitheldichte und —
dicke. Bei frihen Karzinomen liel® sich der Durchbruch der Basalmembran darstellen. Ein

Beispielbild einer OCT-Aufnahme ist in Abb. 8 gegeben.
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Abb. 8: Beispielbild einer OCT-Aufnahme der Wangenschleimhaut.
Die Basalmembran (rote Pfeile) ist durch die Intensitatsunterschiede zwischen
Epithel (blauer Pfeil) und der darunter liegenden Lamina propria (gelber Pfeil) als
Linie abgrenzbar.

1.5 Starre konfokale Endomikroskopie (CEM)

1955 entwickelte Marvin Minsky die konfokale Mikroskopie. Hierbei beleuchtet das Licht nicht
wie bei der Weildlichtmikroskopie das ganze Objekt, sondern wird auf einen Punkt fokussiert.
Mit Hilfe einer Lochblende (Pinhole) wird das reflektierte Licht aus dem Fokuspunkt durchge-
lassen und andere Lichtstrahlen blockiert. So werden hohe Aufldsungen erreicht (Minsky
1961). Der Begriff konfokal meint, dass 2 Strahlengange denselben Brennpunkt besitzen. Bei
der konfokalen Mikroskopie haben der Beleuchtungs- und der Beobachtungsstrahlengang
denselben Brennpunkt, sie fokussieren also denselben Punkt (Borlinghaus 2016). Das weile
Licht wurde spater durch Laserlicht ersetzt, welches aufgrund seiner Eigenschaften ideal

zum Fokussieren geeignet ist (Alford et al. 1982).

Laserlicht wird also ausgesandt und auf einen Punkt des Objektes fokussiert. Dieser Punkt
liegt auf der Fokusebene. Das von dort reflektierte Licht gelangt durch eine Lochblende zum
Detektor. Hierbei sind der Strahlengang des Lasers und der des reflektierten Lichtes konfo-
kal zueinander. Licht, welches von oberhalb oder unterhalb der Fokusebene reflektiert wird,
gelangt nicht durch die Lochblende. So wird nur Licht aus einem bestimmten fokussierten
Punkt des Objektes detektiert (Semwogerere et al. 2005).

Das Prinzip der Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie (LSCM) ist in Abb. 9 dargestellt.
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Detektor
(Photomuliplier)

Detektor Pinhole

Beleuchtungs
Pinhole

Objektiv

Fokusebene ——— Objekt

Abb. 9: Prinzip der Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie.
Das Laserlicht wird auf einen Punkt des Objektes fokussiert und von dort reflek-
tiert. Es gelangt durch eine Lochblende zum Detektor. Licht, welches von ober-
oder unterhalb der Fokusebene reflektiert wird, wird durch die Lochblende aufge-
halten und nicht detektiert.

http://www.univie.ac.at/mikroskopie/3_fluoreszenz/img_fluoreszenz/clsm_OoF _big.
png

Verschiebt man den fokussierten Punkt entlang der Horizontalen, also entlang der x- und y-
Achse, kann ein zweidimensionales Bild erzeugt werden. Der fokussierte Punkt kann auch in
axialer Richtung, entlang der z- Achse, verschoben werden. Hierbei andert sich die Fokal-
ebene. Durch Serienaufnahmen in verschiedenen Tiefen werden Bildstapel generiert, die

auch als Sequenzen betrachtet werden kénnen (Borlinghaus 2016).

Die CEM-Aufnahmen beinhalten eine Flache von 400 x 400 um und es werden Eindringtie-
fen von 100-300 um erreicht. Die laterale Auflésung betragt circa 1-2 um pro Pixel und die

axiale Auflésung 2 um.
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1.5.1 Anwendung der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie
In den 1980er-Jahren wurde die konfokale Mikroskopie erstmals zur in vivo Untersuchung
zelluldrer Strukturen im Bereich der Ophthalmologie eingesetzt (Cavanagh et al. 1990). Auch
heute noch liegen die Hauptanwendungsbereiche in der Untersuchung der einzelnen Au-
genabschnitte (Knappe et al. 2007), (Zhivov et al. 2005). Doch auch in der Friherkennungs-
diagnostik von Atrophien und Metaplasien des Gastrointestinaltrakts gewinnt die CEM an
Bedeutung (Bai et al. 2017). Des Weiteren liegen vielversprechende Ergebnisse im Bereich
der Leber- und Pankreasdiagnostik (Goetz et al 2008, Krishna et al. 2017), sowie in der Di-

agnostik pulmonaler Erkrankungen vor (Wijmans et al. 2017).

Clark et al. 2003 analysierten in einer ex vivo Studie verschiedene Biopsien der Mundhdhle
mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie und verglichen sie mit der Histologie.
Gewebearchitektur und Zellmorphologie der LSCM-Aufnahmen lielRen sich gut mit den histo-
logischen Bildern vergleichen. Die Autoren beschrieben die einzelnen Zellkerne und die Zell-
grenzen. Auch Muskelfasern und Drisen konnten von der Umgebung abgegrenzt werden.
Erstere erscheinen dunkel, da sie kaum Licht reflektieren. Driisen zeigen sich als helle Struk-

turen, die von einem dunkleren Saum umgeben sind.

In einem Plattenepithelkarzinom konnte die Hyperkeratose als eine vom Zytoplasma ausge-
hende hohere Signalintensitat gesehen werden. Auch Keratinperlen, Fibrosen, inflammatori-

sche Zellen und naturlich die veranderte Zellmorphologie waren sichtbar.

In einem ahnlichen Versuchsaufbau begutachteten Just et al. 2006 Lasionen des Larynx
mittel LSCM unter Beachtung folgender histologischer Kriterien: Kerngré3e, Kerndichte, Zahl
der Zellkerne, Kern-Plasma-Relation, Regularitdt der Zellschichten, Morphologie der Zell-
schichten sowie der einzelnen Zellen und das Vorhandensein von Zellgrenzen. Die variablen
Zellformen und die veranderte Gewebearchitektur in Dysplasien lieBen sich mittels LSCM
identifizieren. Keratosen zeigten sich in Form von kernlosen Zellen. Die erhaltenen Zellgren-
zen konnten ausfindig gemacht werden. Letzteres war im Falle eines Karzinoms nicht der
Fall. Hier zeigten sich zudem in den LSCM-Aufnahmen vergréRerte Zellen mit stark vergré-
Rerten Zellkernen und einer erhdhten Kern-Plasma-Relation. Die Zellarchitektur war irregular
und Zellklumpen waren sichtbar. Die 0.g. histologischen Kriterien konnten also mittels LSCM

gesehen werden. Abb. 10 zeigt ein Beispiel einer LSCM-Aufnahme.
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Abb. 10: Beispielbild einer LSCM-Aufnahme der gesunden Wangenschleimhaut.
Die einzelnen Zellen sind durch die sichtbaren Zellverbindungen voneinander ab-
zugrenzen und ihre Morphologie beurteilbar. Auch die Zellkerne sind deutlich zu
erkennen. Das Bild wirkt homogen, ohne Abnormitaten in der Gewebearchitektur.

1.5.2 Der Heidelberg-Retina-Tomograf und das starre konfokale Endoskop
Der Heidelberg Retina Tomograf (HRT) beruht auf dem Prinzip der Laser Scanning Tomo-
grafie und dient seit den 90er Jahren der Beurteilung von Augenabschnitten (Rohrschneider
et al. 1993). Stave et al. von der Augenklinik der Universitatsmedizin Rostock erweiterten
2002 den Heidelberg Retina Tomografen mittels mechanischer und elektronischer Adaptie-
rung zu einem digitalen konfokalen Laser Scanning Mikroskop. Seitdem finden die konfokal-
mikroskopischen Untersuchungen an der Universitadt Rostock mit dem HRT Il (Heidelberg

Engineering) statt.

Um Strukturen des Larynx mittels LSCM auch in vivo beurteilen zu kénnen, wurde von Prof.
Stave in Zusammenarbeit mit der Firma Storz, Tuttlingen, ein starres konfokales Endoskop
entwickelt (Just et al. 2011). Der Strahlengang des HRT |l wird verlangert und die Fokusebe-
ne verlagert. In einer in vivo tierexperimentellen Studie an Mausezungen wurde die Funktion
der neu entwickelten starren konfokalen Endomikroskopie (CEM) Uberpruft (Farahati et al.
2010). Es folgte eine experimentelle in vivo Studie am Patienten (Just et al. 2013). Hier
konnte der Chirurg ohne Assistenz das starre konfokale Endoskop bedienen und pramaligne

laryngeale Veranderungen mit Hilfe der CEM intraoperativ visualisieren.
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1.6 Problemstellung

1.6.1 Diagnostik von unklaren Schleimhautveranderungen der Mundhohle
Trotz der guten Erreichbarkeit der Mundhéhle wahrend der kdrperlichen Untersuchung wer-
den viele dort lokalisierte Malignome erst in spaten Stadien diagnostiziert (Steele et al.
2011). Die Uberlebensraten hangen aber deutlich vom Stadium der Erkrankung bei Erstdi-
agnose ab (Kademani et al. 2005). Die friihe Diagnose ist somit essentiell fir das Outcome
des Patienten (Neville et al. 2002).

Vor allem Mundhdhlenkarzinome im Stadium T1 und ulzerierende Lasionen erhéhen das
Risiko einer Diagnoseverzdgerung, da diese Lasionen haufig fehlinterpretiert werden
(Onizawa et al. 2003).

Laut der Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des oralen Plat-
tenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde® sollen klinisch malignomsus-
pekte Befunde einer histopathologischen Untersuchung zugéanglich gemacht werden. Be-
steht bei nicht malignomsuspekten Befunden seitens des Untersuchers eine Restunsicher-
heit wird die Blrstenbiopsie empfohlen. Diese trennt Zellen aus mittleren und tieferen Zell-
schichten heraus, so dass sie zytologisch untersucht werden kdnnen. Allerdings schwanken
die Angaben zur Sensitivitdt der Burstenbiopsie zwischen 71% und 91%, die der Spezifitat
sogar zwischen 32% und 91% (Poate et al. 2004), (Remmerbach et al. 2004). Dem zytologi-
schen Charakter der Blrstenbiopsie liegt inne, dass Gewebe nicht im Verband beurteilt wer-
den kann. An dieser Stelle wird deutlich, dass eine diagnostische Licke zwischen der mak-

roskopischen Einschatzung einer Lasion und deren Beurteilung mittels Histologie vorliegt.

In dieser Arbeit wird untersucht, inwieweit die CEM und die OCT in der Lage sind, diese di-
agnostische Licke zu schlieBen und ob diese Verfahren dem Kliniker bei der Entscheidung
zwischen der Verlaufskontrolle und der histologischen Abklarung einer Lasion unterstlitzen
kdnnen. Hierbei soll es vor allem um Lasionen gehen, deren Dignitat mittels makroskopi-
scher Beurteilung nicht klar einzuschatzen ist, die also laut Leitlinie mittels Burstenbiopsie

untersucht werden wurden.

1.6.2 Makroskopische Beurteilung von unklaren Schleimhautveranderungen der
Mundhohle

Dem initial aufgesuchten Arzt kommt eine entscheidende Rolle in der Diagnostik des Mund-
hohlenkarzinoms zu (Speight et al. 2007). Die korrekte Neoplasiediagnose hangt dabei vor
allem von der klinischen Erfahrung des Untersuchers ab (Gillenwater et al. 2006). In einer
Pilotuntersuchung wurden Fotografien von Mundhoéhlenlasionen Klinikern zur Beurteilung

vorgelegt. Dabei sollte die Gesamtlasion hinsichtlich der Dignitat eingeschatzt und angege-
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ben werden, wo eine Probe entnommen werden sollte. Zudem sollte fur jede Probeentnah-
mestelle der Mundhdhle separat eine Dignitatseinschatzung vorgenommen werden. An-
schlielend wurden die Ergebnisse der Einschatzung mit denen der histopathologischen Un-

tersuchung verglichen.

1.7 Zielsetzung

e Erheben von OCT-Normaldaten gesunder Epithelien der Mundhéhle (Lippe, vorderer

Mundboden, Wange, Zunge) mittels systematischer Tiefenscans

o Erheben von CEM-Normaldaten von Epithelien der Mundhdhle mittels systematischer

Oberflachen- und Tiefenscans

¢ Definition von Cutoffs fiir die OCT fir die Epitheldicken der verschiedenen Regionen

der Mundhdhle zur Unterscheidung von low- und high-grade Lasionen

e Ermittlung der Kriterien der diagnostischen Giite von OCT, CEM und deren Kombina-
tion im Abgleich mit der histopathologischen Untersuchung zur Unterscheidung von

low- und high-grade Lasionen der Mundhdhle

e Pilotstudie zur Beurteilung von Lasionen der Mundhohle mittels Weildlichtmikroskopie

und deren Abhangigkeit von der Erfahrung des Untersuchers

o Einschatzung der Anwendbarkeit, der Bedeutung und des Nutzens der Optischen
Koharenztomografie und der starren konfokalen Endomikroskopie in der Diagnostik
von pramalignen Lasionen der Mundhoéhle und Vergleich mit dem Standardverfahren,

der Birstenbiopsie (Daten aus der Literatur)
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2 Material und Methoden

2.1 Beurteilung von Lasionen der Mundhdhle mittels OCT und CEM

2.1.1 Studiendesign, Kontrollgruppe und Patienten
Diese prospektive Studie wurde zwischen Januar 2013 und Mai 2014 an der Hals-Nasen-
Ohren-Klinik der Universitatsmedizin Rostock durchgefiihrt. Die OCT-Untersuchungen wur-
den in Kooperation mit dem Institut fiir Biomedizinische Optik der Universitat Libeck vorge-
nommen. Die Ethikkommission des Landes Mecklenburg-Vorpommern Uberprifte das De-
sign der Studie. Jeder Patient wurde Uber Inhalt und Ablauf der Untersuchungen aufgeklart

und gab sein schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.

Patienten mit Primarlasionen der Mundhohle (vorderer Mundboden, Wangenschleimhaut,
Mundvorhof, Zungenrand, vorderer Gaumenbogen), welche verdachtig fir low- beziehungs-
weise high-grade Lasionen waren und eine Indikation fiir eine diagnostische Biopsie darstell-

ten, wurden fiir diese Studie rekrutiert.

Bestand keine Indikation flir eine Biopsie/Exzision der Lasion wahrend der Panendoskopie
oder handelte es sich klinisch wie auch histologisch um ein invasives Karzinom (T1-T4), galt
dies als Ausschlusskriterium. Auch Patienten, denen es nicht mdglich war, ihr Einverstandnis
zu geben, beziehungsweise Minderjahrige (<18 Jahre), wurden von der Studie ausgeschlos-
sen. Die Patienten hatten jederzeit die Mdglichkeit, die Teilnahme an der Studie, ohne Anga-

be von Griinden, zurtickzuziehen.

Fir OCT- und CEM-Studie wurden insgesamt 27 Patienten des Instituts fir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde der Universitatsmedizin Rostock rekrutiert. Es handelte sich um 16 Manner
und 11 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 57 Jahren (SD + 11 Jahre). Zusatzlich wur-
den 5 gesunde Teilnehmer einbezogen, um Normaldaten der optischen Koharenztomografie
und der konfokalen Endomikroskopie zu generieren. Bei letzteren betrug das durchschnittli-
che Alter 39,6 Jahre (SD % 10,3 Jahre).

2.1.2 Einteilung der Befunde nach einem binaren System
In dieser Arbeit wurden die Befunde anhand eines binaren Systems in low- und high-grade
Dysplasien eingeteilt. Es soll geklart werden, ob die OCT und die CEM dem Untersucher die
Entscheidung erleichtern kdnnen, ob eine Lasion zu kontrollieren oder zu bioptieren ist. Da
diese beiden Mdglichkeiten im Umgang mit einer Lasion bestanden, bot sich die Einteilung in
ein binares System an. Die Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des

oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde® empfiehlt, leichte
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Dysplasien zu kontrollieren und moderate, sowie schwere Dysplasien zu exzidieren. Analog
dazu gelten in dieser Arbeit leichte Dysplasien als kontrollbedirftige Lasionen und moderate,

sowie schwere Dysplasien als behandlungsbeduirftig.

2.1.3 Optische Koharenztomografie

2.1.3.1 Apparatur
Die verwendete OCT-Kamera wurde uns von der OptoMedical Technologies GmbH, Liibeck,
Deutschland zu Studienzwecken bereitgestellt. Diese wurde an den Kamera-Anschluss des
chirurgischen Mikroskops Hi-R 1000 NIR (Haag-Streit Surgical GmbH, Wedel, Deutschland),
wie von Lankenau et al. 2013 eruiert, angebracht (Abb. 11). Die Lichtquelle der OCT-Kamera
besall eine Wellenldnge von 840 nm. Daher ist das Mikroskop fur Lichttransmissionen im
Bereich des infraroten Lichts (780-1000 nm) optimiert. Zusatzlich zur Lichtquelle bestand die
OCT-Kamera aus einem SD-OCT-Detektor, einem OCT-Scanner und einer motorisierten
Referenzoptik. Letztere ermdglichte dem Chirurgen die Veranderung der Arbeitsdistanz zwi-

schen 220 mm und 500 mm.

Abb. 11: Aufbau des OCT-Gerates.
Die OCT-Kamera (B) besteht aus einem Scannerkopf (*) und einer Basiseinheit
(**) mit einer Lichtquelle und einem Detektor (A). Ein Operationsmikroskop (C)
wird an die OCT-Kamera (Hi-R 1000 NIR Haag Streit Surgical GmbH, Moeller-
Wedel, Deutschland) angeschlossen.

Lankenau et al. 2013
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Die optische Tiefe des OCT-Bildes betrug 4,2 mm in der Luft. Gewebe konnte je nach Be-
schaffenheit bis zu 1,5 mm tief dargestellt werden. In der Tiefe bot das OCT-Bild 1024 Pixel.
Der axiale Pixelabstand in der Luft betrug 4,1 ym und im Gewebe 3,1 pm mit einem Bre-
chungsindex von 1,34, welcher zu berlcksichtigen war. Die axiale OCT-Auflésung betrug
ungefahr 10 ym in der Luft und circa 7,5 um im Gewebe. Die laterale Scanbreite hing von der
Vergrolierung des Mikroskops ab und konnte zwischen 5 und 30 mm variiert werden. Die
laterale Auflosung des OCT-Systems war abhangig von der zentralen Wellenlange und der
numerischen Apertur. Der Arbeitsabstand konnte zwischen 220 mm und 500 mm variiert
werden. Wenn sich die VergroRerung und der Arbeitsabstand veranderten, veranderte sich
ebenfalls die numerische Apertur. Die beste Bildqualitat wurde bei einer lateralen Auflésung

von 23 ym in maximaler VergréRerung und einem Arbeitsabstand von 232 mm erreicht.

2.1.3.2 Intraoperative Anwendung
Die OCT-Kamera wurde mittels eines Adapters an das Operationsmikroskop gekoppelt. So
war es moglich, dass das Sichtfenster des Mikroskops dem der Kamera entsprach. Zudem
konnte die Bedienung der OCT-Kamera Uber das Operationsmikroskop und zusatzlich Gber
einen verbundenen Touchscreen Monitor erfolgen. Auf diesem Monitor konnten auf’erdem
die iOCT-Bilder in Echtzeit begutachtet werden.

Der Chirurg wahlte die zu untersuchenden Areale der Mundhéhle aus und fiihrte den OCT-
Scan durch. Zur Orientierung zeigte ein griner Pilotstrahl den Scanbereich an und ermég-
lichte dem Chirurgen die genaue Bestimmung der Lokalisation der spateren Biopsie. So
wurden mit Hilfe der OCT intraoperativ senkrechte Querschnittsbilder einzelner ausgewahiter
Mundhéhlenabschnitte erzeugt. Der Vorgang des Scannens konnte durch den Operateur
manuell gestartet werden. Die Querschnitte wurden auf dem Touchscreen abgebildet und
digital gespeichert. Beim Gebrauch des Operationsmikroskops wurde ein Arbeitsabstand zu
den betroffenen Arealen zwischen 224 nm und 280 nm verwendet. Die VergréRerung variier-

te zwischen 4.0 und 7.0.

Nach dem Scanvorgang wurden die ausgewahlten Areale fotografiert und bioptiert. Zum spa-
teren Vergleich der OCT-Bilder mit der Histopathologie wurde die Biopsie so exakt wie mog-

lich aus derselben Region entnommen, an welcher zuvor die Messung erfolgte.

2.1.3.3 Auswertung der OCT-Bilder
Die Auswertung der erworbenen OCT-Scans erfolgte flr 33 Biopsien/Exzisionen von 27 Pa-

tienten und fir 5 gesunde Personen.
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Die Messungen wurden ohne die Kenntnis Uber die jeweiligen histopathologischen Befunde
vollzogen. In die Auswertung gingen alle Bilder von Patienten ein, zu welchen auch die kor-

respondierenden histopathologischen Schnitte verfligbar waren.

Die Bilder wurden digital als .raw Dateien gesichert. Alle OCT .raw Dateien wurden mit Hilfe
des Programms Image J (Version 1.45s, NIH, USA) importiert. Die Basiseinstellung betrug
1024 Pixel in der H6he und 1000 Pixel in der Breite. Die Konvertierung erfolgte in 8-bit. Zur
leichteren Orientierung wurden die Bilder so gedreht, dass die Epitheloberflache in Richtung
oberer Bildkante zeigte. Im Anschluss konnten, falls nétig, Kontrast, Scharfe und Helligkeit
reguliert werden. Ziel dabei war es, die Grenze zwischen der epithelialen Schicht und der
Lamina propria als Korrelat der Basalmembran des Gewebes mdglichst gut abgrenzen zu

kénnen. Diese war als graue Abstufung klar sichtbar (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: OCT-Bild einer gesunden Unterlippe.

Bild A zeigt eine gesunde Unterlippe mit roter Linie in der Scanposition der iOCT.
Bild B ist ein OCT-Bild der eingezeichneten Region der gesunden Unterlippe. Die
weillen Pfeile zeigen die Grenzschicht zwischen dem Epithel und der Lamina
propria (300x300 DPI) als Korrelat zur Basalmembran.

Weitere Beispiele befinden sich im Anhang (Abb. 39-42).

Durch die klare Abgrenzung der Basalmembran war es maéglich, die Epitheldicke zu messen.
Zur Verbesserung der Genauigkeit wurden pro Bild 10 Messungen vorgenommen und aus
diesem der Querschnitt gebildet. Ausgemessen wurden die breitesten Stellen des Epithels,

da es um die Abgrenzung zwischen maligner und benigner Lasion mit Hilfe der Epitheldicke
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ging (siehe unten). Bei dem Ergebnis handelte es sich also pro Lasion um den Durch-
schnittswert der Maximalwerte der Epitheldicke. Mit Hilfe des Programms Image J (Version
1.45s, NIH, USA) konnte allerdings lediglich die Pixellange gemessen werden. Um diese in
das metrische System zu Uberfihren, wurden folgende Schritte unternommen: Zunachst

wurde diese Verhaltnisgleichung aufgestelit:

Tiefe des optischen Fensters der OCT-Kamera/ GroRRe der Pixel in der Hohe =

D/ Mittelwert der ausgemessenen Maximalwerte

Tiefe des optischen Fensters der OCT-Kamera = 4200 ym
GroRe der Pixel in der Hohe = 1024

D = Dicke des Gewebes in um

Daraus ergibt sich wiederum die Gleichung:

4,1 x Mittelwert der Maximalwerte = D

Nun musste noch der Brechungsindex von 1,34 beachtet werden:

4,1/1,34 = 3,1

Ein Pixel entsprach somit 3,1 pm im OCT-Scan.

Folglich wurde der fur jede Lasion errechnete Mittelwert der 10 maximalen gemessenen

Werte mit 3,1 multipliziert um die Epitheldicke in um zu erhalten.

Um die gemessenen Werte als low- oder high-grade Lasion einstufen zu knnen, musste fur
jede Region der Mundhdhle eine bestimmte Epitheldicke als Grenze ("Cutoff") zwischen bei-
den Mdglichkeiten fungieren. Wie diese Grenze gesetzt wurde, wird unter "2.1.3.4. Erldute-

rung der Cutoff Setzung" verdeutlicht.

Die Ergebnisse der mittels OCT durchgeflhrten Epitheldickenmessungen von definierten
Regionen der Mundhohle (vorderer Mundboden, Wangenschleimhaut, Mundvorhof, Zungen-

rand, vorderer Gaumenbogen) wurden mit den histopathologischen Resultaten verglichen.
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Was sich bei der histopathologischen Beurteilung als Hyperkeratose, Hyperplasie (mit oder
ohne Zellatypien), Entzindung oder milde/geringe Dysplasie herausstellte, wurde als low-
grade Lasion, moderate und starke Dysplasie sowie Carcinoma in situ hingegen als high-

grade Lasion eingestuft.

2.1.3.4 Erlauterung der Cutoff Setzung
Um die mittels OCT gemessenen Epitheldicken als low- beziehungsweise high-grade Lasion
definieren zu kdnnen, musste eine bestimmte Epitheldicke als Grenze zwischen beiden Mdog-
lichkeiten festgelegt werden. Es wurden von den 5 gesunden Teilnehmern die maximalen
Epitheldicken der einzelnen Regionen mittels OCT gemessen. Die so ermittelten Werte be-
finden sich im Ergebnisteil. Diese Normaldaten (Tabelle 3) und die von Prestin et al. publi-
zierten Epitheldickenwerte gesunder Mundschleimhaute wurden den Epitheldickenmessun-
gen maligner und pramaligner Mundschleimhautlasionen von Voruntersuchungen (unverof-
fentlichte Daten) gegenuber gestellt und willkirlich ein Cutoff gesetzt. Voruntersuchungen
von Mundhdhlenlasionen verschiedener Schweregrade in Korrelation mit der Histopathologie

haben zu dieser Festlegung geflhrt.

Tab. 3: Publizierte durchschnittliche Epitheldicke und von uns gesetzter Cutoff.
Durchschnittliche publizierte Verwendeter Cutoff (um) zur
Anatomische Region Epitheldicke (um) (Prestin et al.) Differenzierung zwischen
und Standardabweichung low- und high-grade Lasion
Vorderer Mundboden 99 + 22 250
Vorderer Gaumenbogen 124 + 26 220
Zungenrand 216 £ 59 260
Wangenschleimhaut 294 + 68 350
Mundvorhof nicht vorhanden 250

2.1.4 Konfokale Endomikroskopie

2.1.4.1 Apparatur
Fir die CEM-Messungen wurde ein individuell angefertigtes starres Endoskop verwendet
(Karl Storz, Tuttlingen). Dieses besitzt eine Lange von 23 cm und einen Durchmesser von 5

mm. Das starre Endoskop wurde mittels Konnektor (Karl Storz, Abb. 13) mit dem Scanner
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des Heidelberg Retina Tomografen Il (HRT Il, Heidelberg Engineering, Heidelberg) verbun-
den. Dieser Konnektor wurde zu diesem Zweck von der Firma Karl Storz GmbH & Co.KG,
Tuttlingen in Zusammenarbeit mit Prof. Stave (Universitatsmedizin Rostock, Augenheilkun-
de) entwickelt. Hiermit lieRen sich die verschiedenen Regionen der Mundhéhle untersuchen

und die Startscanebene im Gewebe manuell einstellen.

Abb. 13: Starres konfokales Endoskop.
starres konfokales Endoskop (1) und Adapter (2)

Farahati et al. 2013, KARL STORZ GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Der HRT Il ist Gber den speziell gefertigten Adapter mit dem Endoskop verbunden (Abb. 14).
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Abb. 14: Aufbau des CEM-Geréates.
1: Scanner des HRT II; 2: Konnektor; 3: starres konfokales Endoskop

Just et al. 2011,
http://www.heidelbergengineering.com/international/products/hrt/hrt-cornea

Die Kombination dieser Gerate ist bereits aus friheren Studien der Hals-Nasen-Ohren-Klinik
der Universitatsmedizin Rostock (Farahati et al. 2010, Just und Pau et al. 2013, Stulpnagel
et al. 2016) bekannt.

Die Beleuchtung wird durch einen 670 nm Diodenlaser realisiert. Das Endoskop ist autokla-
vierbar. Am Ende weist das Endoskop eine konkave Eindellung einschliel3lich eines zentra-
len Loches auf. Dies vermeidet die zu starke Kompression des zu beschauenden Gewebes.
Die Bilder hatten eine Flache von 400 x 400 um und es wurde eine Eindringtiefe von 100-300

pm erreicht. Die laterale Auflosung betrug circa 1-2 um und die axiale Auflésung circa 2 pm.

2.1.4.2 Intraoperative Anwendung
Das starre konfokale Endoskop wurde im Kontaktmodus verwendet. Das Ende des Endo-
skops wurde auf der Lasion platziert. Durch Verwendung eines Kontaktgels (Vidisic, Dr.Mann
Pharma Berlin, Germany), konnten starkere Reflexionen vermieden werden. Die abgebildete
Region wurde anschlieRend so prazise wie moglich bioptiert, um einen Vergleich zwischen

Histolopathologie und den Volumenschnitten der CEM-Aufnahmen zu erméglichen.

Zur optischen Probenentnahme wurden 3 Modi verwendet. Der Sektionsmodus wurde be-
nutzt, um einzelne Bilder zu produzieren. Im Sequenzarchivierungsmodus wurden bis zu 100
Bilder gesichert, wobei das Endoskop uber die gegebene Flache glitt. Im Volumen- bezie-

hungsweise 3D-Modus wurden pro Volumenscan 40 Bilder erzeugt. Der Abstand zwischen 2
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untereinander liegenden Bildflachen betrug 2 ym. Die Eindringtiefe betrug 80 um pro Volu-

menscan. Die bendtigte Zeit flr die Erfassung eines Volumenscans betrug 6 Sekunden.

Pro Patient und Gewebeprobe wurden mehrere Sequenzen und Volumenscans durchge-

fuhrt, abgespeichert und in eine Datenbank tberflhrt.

2.1.4.3 Auswertung der CEM-Bilder
Die wie oben beschrieben gewonnenen Sequenzen und Volumenscans wurden zunachst als
Einzelbilder im jpg. Format gespeichert und spater zu .mov Videodateien konvertiert. Die
Beurteilung der CEM-Aufnahmen der gesunden Kontrollgruppe und die der Patienten erfolg-

te ohne Kenntnis der histopathologischen Befunde.

Die Volumenscans der normalen Schleimhaute galten als Referenzen fiir die jeweilige Regi-
on. Sie zeigten den bereits aus Vorarbeiten bekannten Aufbau (Burmeister et al. 2009, Fa-
rahati et al. 2010, Just et al. 2012). Das Epithel zeigte sich von der Oberflache bis zur Ba-
salzellschicht regelrecht. Die Zellgrenzen waren sichtbar, jede Zelle enthielt einen Zellkern.
Das oberflachliche Epithel zeigte grofle Zellen mit verdichteten Zellkernen. Circa 50 um tiefer
erschienen die Zellen kleiner und in ihrer Form regelmaRiger. In der Basalzellschicht war die

Zelldichte deutlich erhéht. Zudem stellte sich eine vergrofierte Kern-Plasma-Relation dar.
Eine Auswahl an Volumenscans befindet sich im Anhang (Abb. 28-38).

Die Auswertung der CEM-Aufnahmen erfolgte wie die histologischer Praparate und berick-
sichtigte die Morphologie der Zellen und Zellverbande, die Kern-Plasma-Relation, das Vor-
handensein doppelkerniger oder atypischer Zellen, die Zellverbindungen und Hyperkerato-
sen. Auch musste in die Bewertung eingehen, in welcher Schichttiefe die Atypien zu finden

waren, um den Schweregrad der Dysplasie einschatzen zu kénnen.

Betraf die Veranderung das untere Epitheldrittel, also die Basal- und Parabasalschicht, han-
delte es sich um eine milde Dysplasie. Es lagen milde Kernpleomorphismen und nur minima-
le Veranderungen der Gewebearchitektur vor. Eine moderate Dysplasie bestand, wenn die
Veranderungen bis ins mittlere Epitheldrittel reichten. Prominente Kernpleomorphismen und
hyperchrome Zellen waren sichtbar. Haufig wurden auch Hyperkeratosen gesehen. Bei der
starken Dysplasie reichten die oben genannten abnormen Veranderungen bis ins obere

Epitheldrittel. Die gewdhnliche Zellschichtung konnte komplett aufgehoben sein.

Zur Berechnung der Kriterien der diagnostischen Glite wurden entziindliche Schleimhautver-
anderungen mit oder ohne Zellatypien, Hyperkeratosen und epitheliale Hyperplasien mit
leichten Dysplasien als low-grade Lasion und moderate sowie starke Dysplasien und CIS als

high-grade Lasion eingestuft.

Ein Beispielbild einer CEM-Aufnahme ist in Abbildung 15 dargestellit.
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Abb. 15: CEM-Bild einer gesunden Unterlippe.

CEM-Bild einer gesunden Unterlippe (A). Fotografie mit rotem Kreis fir die CEM-
Scanposition. CEM-Stapelaufnahmen der Unterlippe (0-80 um - automatischer Tie-
fenscan) (B). Tiefenscan bei 20 pm (C). Die weillen Pfeile zeigen einen Zellkern
(einfacher Pfeil), sowie eine Zellmembran (doppelter Pfeil) (300x300 DPI).
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2.1.5 Auswertung der mittels Histologie, CEM und OCT eingestuften Lasionen
Es wurden 33 Biopsien von 27 Patienten entnommen. Sind 2 Biopsien von einem Patienten
in die Bewertung eingegangen, handelte es sich stets um Proben aus unterschiedlichen Lo-

kalisationen der Mundhdhle, so zum Beispiel aus Zunge und Mundboden.

Wurde eine Lasion anhand der oben genannten Kriterien als low-grade Dysplasie eingestuft,
wurde ihr die Ziffer 1 zugeordnet. Als high-grade Dysplasie bezeichnete Lasionen wurden mit
der Ziffer 2 versehen. So konnten die Bewertungen der einzelnen L&sionen in eine Excel-
Tabelle Ubertragen und die Ergebnisse aus Histologie, CEM und OCT fir jede La&sion ge-
genlber gestellt werden. Die Histopathologie stellt den Goldstandard in der Bewertung von
Lasionen dar. Daraus folgend wurden die Ergebnisse von OCT und CEM jeweils mit denen
der Histologie verglichen und in Vierfeldertafeln (siehe Anhang, Tab. 16-18) Ubertragen.

Schlielich konnten so die diagnostischen Gutekriterien errechnet werden (siehe 2.4).

Zusatzlich wurden die beiden Methoden OCT und CEM in Kombination gesehen und ausge-
wertet. Hier wurde eine Lasion nur dann als low-grade Dysplasie eingestuft, wenn beide Un-
tersuchungen dieses Ergebnis erbracht hatten. Wurde eine Lasion durch eine oder beide

Methoden als high-grade Dysplasie eingestuft, so wurde ihr wiederum die Zahl 2 zugeordnet.

2.2 Klinische Pilotstudie zur makroskopischen Beurteilung schwer
einschatzbarer Lasionen der Mundhdhle

2.21 Ziel der klinischen Pilotstudie
Ziel der klinischen Pilotstudie war es zu eruieren, inwieweit Lasionen der Mundhdhle anhand
der Makroskopie in Abhangigkeit von der Erfahrung des Untersuchers beurteilt werden kon-
nen. Es sollte von dem Untersucher konkret eine Dignitatsbeurteilung von Aufnahmen von
Mundhéhlenlasionen vorgenommen werden, wohlwissend, dass dies von einem Kiliniker

nicht verlangt wird.

2.2.2 Methodisches Vorgehen
Via Power Point prasentierte man den Studienteilnehmern Fotografien von klinisch schwer
als pramaligne, maligne oder benigne einzustufenden Lasionen der Mundhdhle. Die zu beur-
teilenden Areale wurden im Rahmen einer klinischen Studie wahrend einer panendoskopi-
schen Untersuchung bereits fotodokumentiert und bioptiert bzw. exzidiert sowie einer histo-
pathologischen Befunderhebung unterzogen. Zusatzliche Informationen, wie Anamnese oder

Verschieblichkeit des Epithels, wurden dem Untersucher nicht zur Verfigung gestellt.
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Jedem Studienteilnehmer wurden 5 Patientenbeispiele (Abb. 16) mit schwer einzuschatzen-

den L&sionen der Mundhdhle gezeigt.

Abb. 16: Bilder von schwer einzuschatzenden Lasionen der Mundhohle.

Die Bilder zeigen klinisch schwer einzuschatzende Lasionen der Mundhdhle. Die Studienteil-
nehmer sollten eine Verdachtsdiagnose flir die gesamte Lasion mittels Multiple-Choice-
Verfahren angeben. Hierzu stand den Teilnehmern ein Fragebogen mit folgenden Antwort-

maoglichkeiten zur Verfiigung:

A: gesund

B: Entziindung, Hyperplasie

C: low-grade Dysplasie

D: high-grade Dysplasie

E: Plattenepithelkarzinom
Im Vordergrund stand die Unterscheidung zwischen kontrollbedurftiger low-grade Dysplasie
und behandlungsbedurftiger moderater oder high-grade Dysplasie. Um den Studienteilneh-

mern ein groReres Spektrum an Lasionen und somit eine exaktere Auswahl zu ermoglichen,

standen die oben genannten 5 Antwortmoglichkeiten zur Verfigung.
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In einer weiteren Aufgabe wurden auf der gleichen Fotografie genau definierte und numme-
rierte Areale vorgegeben (Abb.17), aus denen die Teilnehmer eines oder mehrere auswah-

len und pro gewahltem Areal eine Verdachtsdiagnose angeben sollten.

Abb. 17: Bilder der schwer einzuschatzenden L&sionen der Mundhohle mit definierten
Arealen.

Wiederum sollte via Multiple-Choice-Verfahren eine Verdachtsdiagnose A-E (siehe oben)

angegeben werden.

Aus insgesamt 10 Arealen ist tatsdchlich eine Probe entnommen und einer histopathologi-
schen Untersuchung zugefuhrt worden, anhand dessen ein Vergleich der Verdachtsdiagno-

sen der Teilnehmer mit den Ergebnissen der Histologie erfolgte.

Die klinische Evaluation erfolgte an insgesamt 23 Studienteilnehmern. Dabei handelte es
sich um 5 erfahrene Tumorchirurgen der Hals-Nasen-Ohren-Klinik Rostock. Als ,erfahren”
wurden Chirurgen angesehen, welche mehr als 10 Tumoroperationen pro Jahr im Bereich
des Oropharynx durchfihrten. Des Weiteren nahmen 5 Assistenzarzte, ebenfalls aus der
Hals-Nasen-Ohren-Klinik Rostock teil. Diese galten als ,unerfahren®, da sie weniger als 10
Tumoroperationen pro Jahr eigenstandig durchfiihrten. 13 Studenten galten als Laien ohne
Operationserfahrung im Bereich der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde. Vor Beginn wurden die

Teilnehmer einer kurzen Einfliihrung unterzogen und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.
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2.2.3 Auswertung der klinischen Pilotstudie
Die Verdachtsdiagnosen der Studienteilnehmer wurden mit den Ergebnissen der histopatho-
logischen Untersuchung verglichen. Ausgewertet werden konnten nur die Verdachtsdiagno-

sen der 10 Areale, aus denen vorher tatsachlich Proben entnommen worden waren.

Zur statistischen Auswertung wurden die Antwortmoglichkeiten A-C (gesund, Entzindung,
Hyperplasie, low-grade, bzw. geringe Dysplasie) als ,kontrollbedlrftig® und D-E (moderate
Dysplasie, high-grade Dysplasie, CIS, mikroinvasives Karzinom) als ,behandlungsbedurftig*

zusammengefasst und in Vierfeldertafeln Gbertragen (siehe Anhang Tab. 19-24).

2.3 Histopathologische Untersuchung der Biopsien und Resektions-
proben

Die Biopsien aus den zuvor mittels OCT und CEM untersuchten Regionen wurden in 4%iger
Formaldehydl6sung fixiert, in Paraffin eingebettet und vertikal geschnitten. Alle Proben wur-
den dem Institut fir Pathologie der Universitdt Rostock zur histopathologischen Untersu-
chung Ubergeben. Eine Hamatoxylin—Eosin Farbung wurde verwendet. Das Grading der
Dysplasien und SIN’s erfolgte anhand der WHO-Richtlinien. Eine genauere Beschreibung

zur Einteilung der Dysplasiegrade ist in der Einleitung gegeben.

2.4 Bestimmung der Kriterien der diagnostischen Giite

Wurde ein Ergebnis als low-grade Dysplasie, bzw. wie in der Kklinischen Pilotstudie als ,kon-
trollbedurftig” eingestuft, so wurde diesem die Zahl 1 zugeordnet. Als high-grade Dysplasie
oder ,behandlungsbediirftig“ angesehene Lasionen wurden mit der Zahl 2 versehen. Die
Ergebnisse der als Goldstandard gesetzten histopathologischen Untersuchung wurden
gleichsam aufgeteilt. So konnten die Einstufungen in Vierfeldertafeln eingetragen und die
Kriterien der diagnostischen Gute berechnet werden. Tabelle 4 zeigt ein Beispiel einer Vier-
feldertafel.
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Tab. 4: Beispiel einer Vierfeldertafel

Histologie

kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig

verwendete kontrollbedurftig A B A+B
Methode behandlungsbedirftig C D C+D
A+C B+D n

Anhand der vorab erlauterten Vierfeldertafel wurden nachfolgende diagnostische Gitekrite-

rien errechnet:

Sensitivitat:

Spezifitat:

Positiver Vorhersagewert:

Negativer Vorhersagewert:

Wahrscheinlichkeit, dass durch die verwendete Methode ein
laut Histologie malignes Geschehen, auch als dieses eingestuft

wird.

D/D+B

Wahrscheinlichkeit, dass durch die verwendete Methode ein
laut Histologie benignes Geschehen, auch als dieses eingestuft

wird.

A/A+C

Wahrscheinlichkeit, dass ein durch die verwendete Methode als
maligne eingestufter Befund, sich auch in der Histologie malig-

ne zeigt.

D/D+C

Wahrscheinlichkeit, dass ein durch die verwendete Methode
als benigne eingestufter Befund, sich auch in der Histologie

benigne zeigt.

A/A+B
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Vorhersagegenauigkeit: Wahrscheinlichkeit, mit der maligne und benigne Befunde
durch die verwendete Methode korrekt als maligne oder benig-

ne eingestuft werden.

A+D/A+B+C+D

Unterdiagnose: Anteil der durch die verwendete Methode als benigne einge-

stuften malignen Befunde von allen beurteilten Befunden.

B/A+B+C+D

Uberdiagnose: Anteil der durch die verwendete Methode als maligne einge-

stuften benignen Befunde von allen beurteilten Befunden.

C/A+B+C+D

Des Weiteren wurden Konfidenzintervalle fur Sensitivitat, Spezifitdt, negativen und positiven

Vorhersagewert bestimmt.

Die ausgefullten Vierfeldertafeln befinden sich im Anhang (Tab. 16-24).

2.5 Computersoftware

Fur die Text- und Bildverarbeitung wurde Microsoft Office Word verwendet. SPSS 20 wurde
fur die Berechnung der diagnostischen Gltekriterien benutzt. Die Einstufungen der Lasionen
mit Hilfe der verschiedenen Methoden wurden in einer Excel Tabelle aufgelistet. Mit Hilfe des
Clinical Calculators 1 wurden die Konfidenzintervalle ermittelt. Zur Erstellung des Literatur-

verzeichnisses diente Citavi 5.



40

3 Ergebnisse

Laut histopathologischer Untersuchung zeigten 21 Patienten low-grade Lasionen und 6 Pati-

enten high-grade Lasionen.

3.1 Ergebnisse der Beurteilung der Lasionen mittels Optischer Koha-
renztomografie

3.1.1 Messergebnisse der Epithelien der Kontroligruppe
Die Normaldaten von Wange und Mundboden wurden exemplarisch unter Angabe der Scan-
parameter in den Anhang (Abb. 39-42) gelegt. Die roten Pfeile markieren die klar erkennbare
Grenze zwischen Epithel und subepithelialer Schicht. Diese Grenzschicht wurde zur Epithel-

dickenmessung herangezogen.

Aus der Kontrollgruppe wurden folgende ,normale“ Epitheldicken gemessen: Mundboden
104 pm, Wangenschleimhaut 301 ym, Mundvorhof 197 ym, Zungenrand 212 ym, vorderer
Gaumenbogen 120 ym (Tab. 5). Unter Berlcksichtigung zahlreicher vorliegender Befunde
(Histopathologie verschiedener Epithelveranderungen und dazugehérige OCT-Aufnahmen)
wurden folgende Cutoffs zur Unterscheidung zwischen low-grade und high-grade Lasion
gesetzt: Mundboden 250 ym, Wangenschleimhaut 350 pm, Mundvorhof 250 ym, Zungen-
rand 260 ym, vorderer Gaumenbogen 220 um (Tab. 5).



Tab. 5:

Ermittelte Normalwerte der Epitheldicke der Mundhéhle
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Anatomische Region

Von uns ermittelte
durchschnittliche
Epitheldicke (um)

und Standardabwei-

Durchschnittliche
publizierte Epitheldi-
cke (um) (Prestin et

al.) und Stan-

Verwendeter
Cutoff (um) zur
Differenzierung

zwischen low- und

chung dardabweichung high-grade Lasion
Vorderer Mundboden 104 + 21 99 + 22 250
Vorderer Gaumenbogen 120 £ 13 124 + 26 220
Zungenrand 212+ 14 216 £ 59 260
Wangenschleimhaut 301 £17 294 + 68 350
Mundvorhof 197 £ 14 nicht vorhanden 250

3.1.2 Messergebnisse der Epithelien der Untersuchergruppe

Die histopathologischen Untersuchungen zeigten bei 21 Patienten low-grade Lasionen und

bei 6 Patienten high-grade Lasionen.

Die Ergebnisse der 33 mittels OCT und Histologie begutachteten Lasionen wurden in eine
Vierfeldertafel (Tab. 6) Gbertragen.

Tab. 6: Ergebnisse der mittels OCT und Histologie begutachteten Lasionen
Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbeddrftig
OCT kontrollbedurftig 19 1 20
behandlungsbediirftig 5 8 13
24 9 33

Mit Hilfe dieser Vierfeldertafel wurden die Kriterien der diagnostischen Gilite errechnet. Wur-

den die Lasionen mit Hilfe der OCT begutachtet, als low- bzw. high-grade Lasion eingestuft

und mit den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung verglichen, erreichte man
eine Sensitivitdt von 89% (KI 51-99). Die Spezifitat war mit 79% (KI 57-92) etwas geringer.
Der PPV betrug 62% (Kl 32-85), der NPV 95% (KI 73-100). Die Berechnungen erbrachten




42

eine Vorhersagegenauigkeit von 82%. Insgesamt wurden 15% der Lasionen Uberdiagnosti-
ziert, der Anteil der Unterdiagnosen war mit lediglich 3% niedrig. Die Ergebnisse wurden in

Tabelle 7 zusammengefasst.

Tab. 7: Diagnostische Gutekriterien der OCT

Diagnostisches Giitekriterium Ergebnis mittels OCT in % (KI 95%)
Sensitivitat 89 (K1 51-99)
Spezifitat 79 (K1 57-92)
PPV 62 (KI 32-85)
NPV 95 (K1 73-100)
Vorhersagegenauigkeit 82

Unterdiagnose 3

Uberdiagnose 15

3.2 Ergebnisse der Beurteilung der Lasionen mittels Konfokaler En-
domikroskopie

3.2.1 Messergebnisse der Epithelien der Kontroligruppe
Die Normaldaten der konfokalen Endomikroskopie wurden als Oberflachenscan und Tiefen-
scan in 80 ym-Stufen generiert. 80 um entsprachen hierbei einem manuell ausgelésten Tie-
fenscan. Die Aufnahmen von der Lippe, des Mundboden, der Wange und der Zunge wurden
in den Anhang gelegt (Abb. 28-38).

Zellulare Strukturen lassen sich an der Lippe bis 200 um Tiefe darstellen. Die subepithelialen
Gefalloops sind ab 160 um sichtbar. Die Aufnahmen dienten als Orientierung, ob eine
Epithelhyperplasie vorlag. Zudem wurden die Zellarchitektur, wie im Material und Methoden-

teil beschrieben, beurteilt.

3.2.2 Messergebnisse der Epithelien der Untersuchergruppe
Die histopathologischen Untersuchungen zeigten bei 21 Patienten low-grade Lasionen und

bei 6 Patienten high-grade Lasionen.

Die Ergebnisse der 33 mittels CEM und Histologie begutachteten Lasionen wurden in eine
Vierfeldertafel (Tab. 8) tbertragen.




Tab. 8: Ergebnisse der mittels CEM und Histologie begutachteten Lasionen
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Histologie

kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig

CEM kontrollbedurftig 20 2 22
behandlungsbediirftig 4 7 11
24 9 33

Mit Hilfe dieser Vierfeldertafel wurden die Kriterien der diagnostischen Glte errechnet. Wur-

den die Lasionen mit Hilfe der CEM begutachtet, als low- bzw. high-grade L&sion eingestuft

und mit den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung verglichen, erreichte man
eine Sensitivitat von 78% (KI 40-96). Die Spezifitat liegt hier nun héher mit 83% (KI 62-95).
Der PPV betrug 64% (Kl 32-88), der NPV 91% (KI 69-98). Die Berechnungen erbrachten

erneut eine Vorhersagegenauigkeit von 82%. Insgesamt wurden 12% der Lasionen Uberdi-

agnostiziert, der Anteil der Unterdiagnosen betrug 6%. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 9

zusammengefasst.

Tab. 9: Diagnostische Gutekriterien der CEM

Diagnostisches Giitekriterium

Ergebnis mittels CEM in % (Kl 95%)

Sensitivitat 78 (K1 40-96)
Spezifitat 83 (KI 62-95)
PPV 64 (KI 32-88)
NPV 91 (KI 69-98)
Vorhersagegenauigkeit 82

Unterdiagnose 6

Uberdiagnose 12
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3.3 Ergebnisse der Beurteilung der Lasionen mit Hilfe der Kombina-
tion beider Verfahren (OCT und CEM)

Die Ergebnisse der 33 mittels CEM in Kombination mit der OCT und Histologie begutachte-

ten Lasionen wurden in eine Vierfeldertafel (Tab. 10) tGbertragen.

Tab. 10: Ergebnisse der mittels CEM und OCT und Histologie begutachteten Lasionen
Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig
OCT und CEM | kontrollbedurftig 18 0 18
behandlungsbediirftig 6 9 15
24 9 33

Mit Hilfe dieser Vierfeldertafel wurden die Kriterien der diagnostischen Giite errechnet. Wur-

den die Lasionen mit Hilfe beider Untersuchungsmethoden, also mit OCT und CEM begut-

achtet, als low- bzw. high-grade Lasion eingestuft und mit den Ergebnissen der histopatholo-

gischen Untersuchung verglichen, erreichte man eine Sensitivitdt von 100% (KI 63-100). Die
Spezifitat liegt hier bei 75% (KI 53-89). Der PPV betrug 60% (KI 33-83), der NPV 100% (KI

78-100). Die Berechnungen erbrachten wiederum eine Vorhersagegenauigkeit von 82%.

Insgesamt wurden 18% der Lasionen Uberdiagnostiziert. Eine unterdiagnostizierte Lasion

gab es nach der Kombination von OCT und CEM nicht mehr. Die Ergebnisse wurden in Ta-

belle 11 zusammengefasst.
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Tab. 11: Diagnostische Gutekriterien von OCT und CEM

Diagnostisches Giitekriterium

Ergebnis mittels CEM und OCT in % (KI 95%)

Sensitivitat 100 (KI 63-100)
Spezifitat 75 (KI 53-89)
PPV 60 (KI 33-83)
NPV 100 (KI 78-100)
Vorhersagegenauigkeit 82

Unterdiagnose 0

Uberdiagnose 18

3.4 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der mittels OCT, CEM und beider Methoden betrachteten Lasionen im Ver-

gleich zum Ergebnis der histopathologischen Untersuchung wurden in Tabelle 12 zusam-

mengefasst.
Tab. 12: Zusammenfassung der diagnostischen Gutekriterien von OCT, CEM und der
Kombination beider Methoden
OCT CEM OCT + CEM
Sensitivitat 89% 78% 100%
Spezifitat 79% 83% 75%
PPV 62% 64% 60%
NPV 95% 91% 100%
Vorhersagegenauigkeit 82% 82% 82%
Unterdiagnose 3% 6% 0%
Uberdiagnose 15% 12% 18%
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3.5 Ergebnisse der klinischen Pilotstudie zur blickdiagnostischen
Beurteilung der Lasionen

Tab. 13: Ergebnisse der Verdachtsdiagnosen der Studienteilnehmer fiir die gesamte Lasion
Tumorchirurgen Assistenzarzte Studenten
Sensitivitat 80% (Kl 44-96%) 30% (KI 8-65%) 77% (K1 56-90%)
Spezifitat 53% (K1 27-78%) 80% (KI 51-95%) 82% (Kl 66-92%)
PPV 53% (KI 27-78%) 50% (KI 53-88%) 74% (K1 53-88%)
NPV 80% (KI 44-96%) 63% (KI 39-83%) 84% (Kl 68-93%)
Vorhersagegenauigkeit | 64% 60% 80%
Unterdiagnose 8% 28% 9%
Uberdiagnose 28% 12% 1%

Tab. 14: Ergebnisse der Verdachtsdiagnosen der Studienteilnehmer fir die gewahlten

Areale

Tumorchirurgen Assistenzarzte Studenten

Sensitivitat 89% (Kl 64-98%) 25% (Kl 8-53%) 61% (Kl 42-76%)
Spezifitat 63% (KI 42-80%) 88% (KI 68-97%) 85% (Kl 73-93%)
PPV 62% (K1 41-79%) 57% (KI 20-88%) 71% (K1 51-86%)
NPV 89% (KI 65-98%) 66% (KI 48-80%) 78% (K1 65-88%)
Vorhersagegenauigkeit | 73% 64% 76%
Unterdiagnose 4% 29% 15%
Uberdiagnose 22% 7% 9%

Die Tumorchirurgen erreichten Sensitivitaten von 80% bei der Verdachtsdiagnose fir die

gesamte Lasion, bzw. 89% bei der Verdachtsdiagnose fur die gewahlten Areale. Die Assis-

tenzarzte stehen diesem Ergebnis mit Sensitivitadten von 30% und 25% gegenuber.

Dieser Unterschied spiegelt sich auch in den Spezifitditen wieder. Hier erreichten die Tu-

morchirurgen 63%, die Assistenzarzte 88%, was allerdings mit einer Unterdiagnose von 29%

einherging. Lediglich 4% der gewahlten Areale wurden von den Tumorchirurgen unterdiag-

nostiziert, Uberdiagnostiziert 22%. Mit 73% erzielten die Tumorchirurgen eine etwas hohere

Vorhersagegenauigkeit als die Assistenzarzte. Generell wahlten die Tumorchirurgen wesent-

lich haufiger die Diagnose ,behandlungsbediirftig” als die Assistenzarzte. Dem gegenlber
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erreichten die Studenten eine héhere Vorhersagegenauigkeit, allerdings auch einen héheren

Prozentsatz an Unterdiagnostizierten und eine geringere Sensitivitat als die Tumorchirurgen.

3.6 OCT- und CEM-Aufnahmen verschiedener Schweregrade (Bei-
spiele)

Im Anschluss werden Beispiele verschiedener Lasionen, die im Rahmen der Promotionsar-
beit untersucht wurden, mit den entsprechenden Bilddaten aufgefuhrt. Es handelt sich um

willkurlich aus den umfangreichen Bilddaten herausgesuchte Aufnahmen.

3.6.1 Benigne Verdanderungen
Das erste Bild zeigt klinisch eine Leukoplakie der Wangenschleimhaut (Abb. 18). Die weil3en
Belage sind deutlich sichtbar. Im OCT-Bild sieht man einen durchgehenden Gewebever-
band. Die Grenze zwischen Epithel und subepithelialer Schicht wird durch die Intensitatsun-
terschiede deutlich. Die Abstufung der Intensitaten gilt als Korrelat der Basalmembran. Diese
ist in dem Bild durch rote Pfeile markiert und nicht durchbrochen. Die Epithelschicht er-
scheint in der Aufnahme verdickt. Histologisch handelt es sich um eine Hyperkeratose und

eine einfache Leukoplakie.

Abb. 18: Klinische Leukoplakien der Wangenschleimhaut mit Lichenifikation und
dazugehdorige OCT-Aufnahme.
Histopathologisch handelt es sich um eine Hyperkeratose und eine einfache Leu-
koplakie. Die OCT-Aufnahme zeigt, im Vergleich zum gesunden Epithel, eine di-
ckere Epithelschicht. Die roten Pfeile markieren die Grenze zwischen Epithel und
subepithelialer Schicht (bis maximal 250 ym).
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Bei den folgenden CEM-Aufnahmen handelt es sich um dieselbe benigne Lasion. Man sieht
Verdichtungen im Epithel, die als weil3e Strukturen hervortreten (Abb. 19). Sonst ist das Zell-
bild regelrecht. Die Zellgrenzen sind klar sichtbar und jede Zelle enthalt einen Zellkern.

Zellatypien sind nicht zu sehen (Abb. 20).

Abb. 19: CEM-Aufnahmen der klinischen Leukoplakie der Wangenschleimhaut im

Oberflachenscan.
Diese zeigen normale Epithelzellen ohne Zellatypien im Oberflachenscan.

Abb. 20: CEM-Aufnahmen der klinischen Leukoplakie der Wangenschleimhaut im

Tiefenscan.
Diese zeigen normale Epithelzellen ohne Zellatypien im Tiefenscan bis 80 ym.
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3.6.2 Dysplastisches Epithel
Das folgende Bild zeigt wiederum eine Leukoplakie des Mundbodens (Abb. 21A). Darunter
ist das dazugehorige histologische Bild dargestellt (Abb. 21B, C). Es handelt sich um eine
mittelgradige Dysplasie. Die Regularitat der Zellarchitektur ist aufgehoben. Die Veranderun-
gen reichen bis in das mittlere Epitheldrittel.

Abb. 21: Beispiel einer Leukoplakie des vorderen Mundbodens und dazugehérige
histologische Abbildung.
Beispiel einer Leukoplakie des vorderen Mundbodens (A), die histologisch einer
mittelgradigen Dysplasie entspricht (B und C).

Hierunter sind dieselbe Lasion und das dazugehoérige OCT-Bild dargestellt (Abb. 22). Die
roten Pfeile markieren den Ubergang zwischen dem keratotischen und dem nicht-
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keratotischen Bereich des dysplastischen Epithels, welcher deutlich zu sehen ist (Abb. 23).
Das Epithel im Bereich der nicht-keratotischen Dysplasie ist im Vergleich zum keratotischen
Gewebe verdiinnt. Wahrend die Epitheldicke des ersten Bereichs deutlich tGber dem Cutoff
von 250 ym liegt, sind es im keratotischen Bereich nur 150 ym. Auch zu bemerken ist, dass

die Hyperkeratose die Eindringtiefe der OCT einschrankt.

Abb. 22: Fotografie einer Leukoplakie des vorderen Mundbodens und OCT-Volumenscan
der Lasion.

Abb. 23: OCT-Aufnahme der Leukoplakie des vorderen Mundbodens.
OCT Aufnahme mit Ubergang vom keratotischen zum nicht-keratotischen dysplas-
tischen Epithel. Die deutlich Uber dem Cutoff von 250 ym liegende Epitheldicke
verringert sich im keratotischen Bereich auf 150 um.
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Konfokalmikroskopisch sind dysplastische Zellen sichtbar. Diese sind durch die weillen Pfei-
le markiert (Abb. 24). Die Zellgrenzen sind nicht klar zu erkennen. Die Zellkerne sind vergro-
Rert und die Kern-Plasma-Relation ist zu Gunsten des Zellkerns verschoben. Zudem sind die

Zellen z.T. hyperchrom, was durch den starken Intensitatsanstieg sichtbar wird.

Abb. 24: CEM-Aufnahme der Leukoplakie des vorderen Mundbodens.
Konfokalmikroskopisch lassen sich dysplastische Zellen (weil3e Pfeile) bis in etwa
110 ym Tiefe nachweisen.
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3.6.3 CIS/mikroinvasives Karzinom
An dieser Stelle ist das klinische Bild einer weiteren schwer einzuschatzenden Lasion der
Mundhohle (roter Pfeil) dargestellt (Abb. 25). Histologisch handelt es sich hierbei um ein mik-

roinvasives Karzinom.

Abb. 25: Klinisches Bild eines mikroinvasiven Karzinoms des Mundbodens.
Das klinische Bild eines mikroinvasiven Karzinoms ist hier abgebildet. Der griine
Pilotstrahl zeigt die Scanrichtung.

In Abb. 25 ist der grine Pilotstrahl zu sehen. An dieser Stelle erfolgte die OCT-Aufnahme,
welche unten dargestellt ist (Abb. 26). Darin ist die Gewebsarchitektur aufgehoben. Das
Epithel lasst sich nicht mehr vom subepithelialen Bereich abgrenzen und die Epitheldicke ist
somit nicht mehr zuverlassig bestimmbar. Demzufolge ist die Basalmembran durchbrochen,
ein Zeichen der Invasivitat dieser Lasion. Der rote Pfeil zeigt einen regelrechten Einschnitt in

das Gewebe.
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Abb. 26: OCT-Aufnahme des mikroinvasiven Karzinoms des Mundbodens.
Die Epitheldicke kann mit der OCT nicht mehr zuverlassig erfasst werden. Ledig-
lich die im vorderen Bereich der Lasion gelegene Fissur lasst sich zur Orientierung
zuordnen.

Das folgende Bild zeigt die CEM-Aufnahmen aus 10 pym, 20 ym, 40 ym und 60 ym Tiefe
(Abb. 27). Deutlich sind dysplastische Zellen in allen 4 Bildern zu sehen (rote Pfeile). Zell-
grenzen sind kaum ausfindig zu machen. Die Zellkerne sind stark vergréRert und die Zellen
hyperchrom, als Zeichen einer gesteigerten Zellaktivitat — und teilung. Die Abnormitaten rei-

chen Uber die gesamte Dicke der Lasion.
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20 g#m 40 ym 60 gm

Abb. 27: CEM-Aufnahmen des mikroinvasiven Karzinoms des Mundbodens.
In den gezeigten CEM-Aufnahmen sind die dysplastischen Zellen in ausgesuchten
Aufnahmen bis etwa 60 um nachweisbar (rote Pfeile).
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4 Diskussion

4.1 Vorgehen nach Leitlinie bei Lasionen der Mundhohle

Die friihe Diagnose des oralen Plattenepithelkarzinoms ist essentiell flir das Outcome der
Patienten (Neville et al. 2002). Da das Wachstum von Prakanzerosen symptomarm und un-
spezifisch ablaufen kann, wird in der Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferla-
sionen des oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde“ die Ab-
klarung aller Uber 2 Wochen bestehenden unklaren Schleimhautveranderungen ohne Hei-
lungstendenz empfohlen. Der Untersucher beurteilt die Lasion anhand der Anamnese, des
Tastbefundes, der Makroskopie, der Weildlichtmikroskopie und ggf. der intraoralen Sonogra-
fie. Bei klinisch eindeutig malignomsuspekten oder véllig unauffalligen Lasionen ist das Vor-
gehen laut der o.g. Leitlinie klar. Erstere werden bioptiert und einer histopathologischen Un-
tersuchung zugefihrt. Bei Letzteren gentigt die Verlaufskontrolle. Besteht aber eine Restun-
sicherheit seitens des Untersuchers bei eher unauffalligen Befunden, so sollte laut Leitlinie
die Birstenbiopsie durchgefihrt werden. Mit dieser Methode werden Zellen aus mittleren
und tieferen Epithelschichten entnommen und zytologisch ausgewertet. Finden sich dort
Hinweise auf Dysplasien, so sollte die Lasion laut Leitlinie wiederum bioptiert werden. Aller-
dings schwanken die Angaben zur Sensitivitat der Burstenbiopsie zwischen 71% und 91%,
die der Spezifitdt sogar zwischen 32% und 91% (Poate et al. 2004), (Remmerbach et al.
2004).

Sciubba fuhrte 1999 eine der ersten gro3en Multizenterstudien zu diesem Thema durch. Es
wurden fur die Burstenbiopsie zur Detektion von Dysplasien und Malignomen diagnostische
Gutekriterien zwischen 90% und 100% erreicht. Malignomsuspekte Befunde wurden mittels
Birstenbiopsie untersucht und anschlieRend erfolgte die histopathologische Untersuchung
dieser Lasionen. Allerdings wurden Patienten mit unauffalligen Befunden und bestehender
Restunsicherheit nur mit der Blrstenbiopsie untersucht. Es fand nur bei einem sehr kleinen
Teil dieser Patientengruppe der Vergleich mit der Histopathologie statt. Da es aber gerade
diese Patientengruppe ist, die die Leitlinie flr die Blrstenbiopsie vorsieht, besteht hier ein

deutliches Defizit dieser Studie.

Driemel et al. vollzogen 2008 ebenfalls eine Studie zur klinischen Wertigkeit der Blrstenbi-
opsie. 169 Patienten mit Lasionen der Mundschleimhaut wurden mittels Birstenbiopsie und
Histologie untersucht. Fanden sich in der zytologischen Aufarbeitung der Blrstenbiopsie
keine pathologischen Zellen, galten diese als tumornegativ. Fanden sich pathologische Zel-

len oder galt das Ergebnis als unklar, so galt die Zytologie als tumorpositiv. Diese Ergebnis-
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se wurden anschlielend mit denen der histopathologischen Untersuchung verglichen. So
wurde flr die Blrstenbiopsie eine Sensitivitat von 79% und eine Spezifitat von 93% erreicht.
Kritisch hierbei ist das gewahlte Patientengut. Es waren Patienten ausgewahlt worden, bei
denen eine Uberpriifung mittels Biopsie nétig war, eben um die Ergebnisse der Biirstenbiop-
sie mit der Histopathologie als Goldstandard vergleichen zu kénnen. Doch die Birstenbiop-
sie ist laut 0.g. Leitlinie nicht fiir dieses Patientengut vorgesehen, sondern fiir Patienten mit

klinisch unauffalligen Befunden mit bestehender Restunsicherheit seitens des Untersuchers.

Laut Lingen et al. ist die Beurteilung der klinischen Wertigkeit der Burstenbiopsie unklar.
Hierfir mussten Patienten mit klinisch unauffalligen Befunden bei bestehender Restunsi-
cherheit seitens des Untersuchers mittels Blrstenbiospie und mittels Histologie begutachtet
werden, so dass die passende Patientengruppe besteht und die Histologie als Goldstandard
zum Vergleich dienen kann. Zu diesem Thema fehlt eine grofte Multizenterstudie (Lingen et
al. 2008).

4.2 Kombination von OCT und CEM

In der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, welche diagnostische Wertigkeit die OCT und die
CEM bei der Einschatzung von klinisch schwer zu beurteilbaren Lasionen der Mundhdhle
erreichen. Des Weiteren wurde die OCT als vertikales Verfahren mit der CEM als horizonta-
les Verfahren in Kombination betrachtet. Beides sind non-invasive in vivo Methoden, um Bil-

der der Gewebs- und Zellmorphologie in Echtzeit zu erstellen.

Im Falle der OCT unterscheidet man die TD-OCT (time domain-OCT) von der FD-OCT (fre-
quenzy domain-OCT). Bei der TD-OCT wird die Lange des Referenzarmes verandert und die
Intensitat der Referenz kontinuierlich gemessen. Die FD-OCT erfasst die Interferenz der ein-
zelnen spektralen Komponenten (Liu et al. 2007). Wahrend die TD-OCT stets die Gesamt-
lange des Referenz- und des Probenstrahls aufnehmen muss, ist die FD-OCT in der Lage
sich auf den Interferenzanteil zu fokussieren. Daraus resultiert eine héhere Bildqualitat. Zu
der FD-OCT gehdren die SS-OCT (swept source-OCT) und die SD-OCT (spectral domain-
OCT). Erstere nimmt die einzelnen spektralen Komponenten zeitlich nacheinander auf, Letz-
tere misst das Spektrum der interferierenden Strahlung mit Hilfe eines Spektrometers (Kang
et al. 2013). In dieser Arbeit wurde die SD-OCT verwendet.

Die CEM fokussiert Laserlicht auf einen Punkt des Objektes. Das von dort reflektierte Licht
gelangt durch eine Lochblende zu einem Detektor. Licht, welches von ober- oder unterhalb
der Fokusebene reflektiert wird, wird durch die Lochblende aufgehalten und nicht detektiert

(Semwogerere et al. 2005).



57

Aufgrund der unterschiedlichen Fahigkeiten von OCT und CEM ist eine Kombination beider
Verfahren sinnvoll: Die Penetrationstiefe der OCT betragt 4,2 mm. Die axiale Auflésung be-
tragt 7,5 uym und die laterale Aufldsung 23 um. Die CEM erreicht Eindringtiefen zwischen 100

und 300 um, eine axiale Auflésung von 2 um und eine laterale Auflésung von 1-2 pym.

Die OCT bietet also die groliere Penetrationstiefe, die CEM die héhere Auflosung. Zudem
zeigt die OCT das Gewebe im Querschnitt. So kénnen vor allem die Epitheldicke und die
Integritat der Basalmembran bestimmt werden. Die CEM erzeugt horizontale Schnitte. Durch
die Volumenscans kann der Betrachter die einzelnen Zellschichten mit nur 2 ym Abstand
begutachten. Dank der hohen Auflésung kénnen histologische Kriterien, wie die Morphologie
der Zellen und Zellverbande, die Kern-Plasma-Relation, das Vorhandensein doppelkerniger
oder atypischer Zellen, die Zellverbindungen und Hyperkeratosen, zur Beurteilung herange-
zogen werden. Da die Schichttiefe des jeweiligen Bildes bekannt ist, I&sst sich auch ein-
schatzen, in welcher Schicht die Atypien liegen. Somit kann der Schweregrad der Dysplasie
eingeschatzt werden. Demnach erganzen sich die Eigenschaften beider Verfahren. Es ist

daher sinnvoll, beide Methoden in ihrer Kombination zu betrachten und anzuwenden.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Bedeutung der OCT und der CEM in der Diagnostik von pra-

malignen Lasionen der Mundhdhle zu eruieren.

Mittels OCT wurden 89% der high-grade Lasionen auch als solche erkannt. Die Sensitivitat
der CEM liegt mit 78% deutlich niedriger. Lag eine low-grade Lasion vor, wurde diese mittels
OCT in 79% und mittels CEM in 83% der Falle korrekt eingestuft. PPV und NPV liegen mit
62% und 95% (OCT) bzw. 64% und 91% (CEM) nah beieinander. Wurde also eine Lasion
durch OCT oder CEM als low-grade Lasion beurteilt, entsprach dies in ber 90% auch dem
Ergebnis der histopathologischen Untersuchung. Doch wurde die Lasion durch OCT oder
CEM als high-grade Lasion eingestuft, so entsprach dies in nur knapp Uber 60% der Lasio-
nen auch der Histologie. Unterdiagnostiziert wurden nur 3-6% der Patienten. Der Anteil der

Uberdiagnostizierten Lasionen war mit 12-15% allerdings relativ hoch.

Wurden OCT und CEM in Kombination gesehen, so wurde eine Lasion als high-grade Lasion
eingestuft, sobald eines der Verfahren diese als high-grade Lasion beurteilt hatte. Nur Lasio-
nen, die sowohl mittels OCT als auch mittels CEM fir eine low-grade Lasion gehalten wur-
den, gingen auch als solche in die Bewertung ein. Dies fuhrte dazu, dass keine Lasion mehr
als low-grade Lasion eingestuft wurde, obwohl sie laut Histologie eine high-grade Lasion
war. Somit lag die Sensitivitat bei 100% und keiner der Patienten wurde unterdiagnostiziert.
Diese Verschiebung hatte allerdings auch eine verminderte Spezifitdt von 75% und eine ho-
he Uberdiagnoserate von 18% zur Folge. Die Vorhersagegenauigkeit &nderte sich nicht und
betrug bei der OCT, bei der CEM und bei der Kombination beider Verfahren 82%. Entspre-

chend wurden von 33 Lasionen 27 korrekt beurteilt.
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In den Ergebnissen wird das hohe Potenzial der beiden Verfahren ersichtlich. Wurden OCT
und CEM kombiniert, wurde keine high-grade Lasion Ubersehen. Die Verfahren sollen nicht
die Histologie als Goldstandard ersetzen. Sie sollen dem Untersucher die Entscheidung er-
leichtern, ob eine Lasion kontrolliert werden kann oder bioptiert werden muss. Demnach hat-
ten die 18% Uberdiagnose bedeutet, dass 6 von 33 Lasionen bioptiert worden wéren und die
Histologie eine low-grade Lasion ergeben hatte. Die Folge der Uberdiagnose ware also keine
unnotige Therapie, sondern die Abklarung mittels Biopsie. Natlrlich kdnnen orale Biopsien
schmerzvoll und beziiglich der Nahrungsaufnahme und des Sprechverhaltens einschrankend
sein (Garcia-Hernandez et al. 2013). Daher wére eine Minimierung der Rate an Uberdiagno-

sen von Vorteil fur den Patienten.

Aus der intraoperativen Anwendung beider Verfahren ergaben sich keine Probleme. Beide
Gerate sind nach kurzer Einarbeitung einfach zu handhaben. Die Operationszeit verlangerte
sich um 5- 10 min. Komplikationen resultierten daraus nicht. Die Methoden sind also in vivo
anwendbar. Eine wichtige Problematik bei der CEM bestand darin, dass diese im Kontaktver-
fahren verwendet wird. Eine konkave Aussparung am Endoskopende soll das Gewebe vor
zu starker Komprimierung schitzen. Allerdings konnte eine geringe Gewebekompression
und somit Verschiebung der Basalzellschichtebene sowie eine Fehlinterpretation des Dys-

plasiegrades nicht in jedem Fall sicher ausgeschlossen werden.

4.3 Einteilung der Dysplasiegrade

Die WHO teilt die Lasionen der Mundhdhle histologisch in eine Hyperplasie, eine leichte,
moderate oder schwere Dysplasie und das Carcinoma in situ ein. Parallel findet die Eintei-
lung in squamése intraepitheliale Neoplasien statt (SIN I-lll). SIN | und Il entsprechen in ih-
ren Kriterien der leichten, bzw. moderaten Dysplasie. Die SIN Ill umfasst die schwere Dys-
plasie und das Carcinoma in situ. Von einigen Autoren wird ein binares System befiirwortet.
So evaluierten Kujan et al. 2006 die Reproduzierbarkeit eines binaren Systems, welches
orale epitheliale Dysplasien in low- und high-grade SIN’s unterteilt. Die Autoren bezeichne-
ten Lasionen mit weniger als 4 architektonischen und weniger als 5 zytologischen Verande-
rungen als low-grade SIN. Waren mehr Veranderungen zu sehen, so galt die Probe als high-
grade SIN. Laut der Autoren kdnnte dieses System zu mehr adaquaten Therapieentschei-
dungen des Klinikers fuhren. Dies gilt vor allem fur die (laut WHO) moderate Dysplasie. Doch
dieser Nutzen wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Nankivell et al. 2013). 2016 stellten
Krishna et al. eine geringere Intra- und Interobservervariabilitdt im Vergleich zu der WHO

Einteilung fest, was wiederum fur das binare System spricht.



59

In dieser Arbeit wurden die histologisch untersuchten Proben durch die Pathologie anhand
der WHO Einteilung beurteilt. Es ging hier vor allem um die Frage, ob OCT und CEM dem
Untersucher die Entscheidung zwischen einer zu beobachtenden L&sion und einer nétigen
Biopsie erleichtern. Es sollte also eine Differenzierung zwischen kontroll- und behandlungs-

bedurftigen Lasionen stattfinden.

Laut der Leitlinie ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen des oralen Plat-
tenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde® soll eine SIN | beobachtet und
eine SIN Il oder Il histologisch untersucht werden. Somit sollte mittels OCT und CEM zwi-
schen einer SIN | und SIN Il/lll unterschieden werden. In diesem Sinne wurden in dieser Ar-
beit die Lasionen in low-grade und high-grade Dysplasien unterteilt. Unsere Unterteilung
kommt also dem von Kujan et al. beflirworteten binarem System nahe. Sie entspricht diesem

aber nicht vollig, da sich nicht nach den oben genannten Kriterien gerichtet wurde.

4.4 Diskussion der klinischen Wertigkeit der OCT

Durch die vielversprechenden Eigenschaften der OCT befassten sich bereits einige Autoren
mit deren Nutzen bei der Detektion und Differenzierung von Karzinomen und deren Vorlau-

ferlasionen im Kopf-Hals-Bereich:

2009 fuhrten Jerjes et al. eine ex vivo Studie an 27 Patienten mit oralen Lasionen durch. Die
entnommenen Proben besagter Lasionen wurden mittels swept source-OCT (SS-OCT) von 2
verblindeten Untersuchern besehen und anschliefiend mit den Ergebnissen der histopatho-
logischen Untersuchung verglichen. Die Untersucher sollten auf architektonische Verande-
rungen achten und mitteilen, ob sie, aufgrund der OCT-Bilder, eine Biopsie empfohlen hat-
ten. Bei histologisch normalem Gewebe, Zysten und fibroepithelialen Polypen ware keine
Biopsie empfohlen worden. Bei allen anderen Lasionen hingegen schon, einschlieBlich Hy-
perkeratosen und Entziindungen. Die OCT konnte also erkranktes Gewebe erkennen, aber

die verschiedenen Erkrankungen nicht voneinander differenzieren.

Hamdoon et al. erweiterten 2012 das Studiendesign von Jerjes et al., um normale und patho-
logische OCT-Daten zu generieren. Es wurden 78 orale Lasionen aus 73 Patienten bioptiert
bzw. exzidiert. Diese stammten vor allem aus Bereichen der Zunge (30), der Wange (20) und
des Mundbodens (13). Die Proben wurden ex vivo mittels OCT untersucht und anschlieend
der histopathologischen Bearbeitung unterzogen. Die histologischen Praparate wurden mit
den OCT-Bildern verglichen. Es wurden 5 Strukturen beurteilt: die Keratinzellschicht, die
epitheliale Schicht, die Basalmembran, die Lamina propria und mikroanatomische Struktu-

ren. Die OCT Kkorrelierte sehr gut mit der Histologie bei der Einschatzung der Basalmembran
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(97%), des Epithels und seiner Veranderungen (93,5%), sowie der Keratinzellschicht und
ihrer Veranderungen (94%). Die Beurteilung von epithelialen Bindegewebszapfen korrelierte
zu 89% mit der Histologie, bei Blutgefallen und Drisengangen sank die Korrelation auf 77%
bzw. 60%. Die Autoren beschrieben, wie sich die einzelnen Strukturen auf den OCT-Bildern
darstellten. Die wichtigsten Merkmale der jeweiligen Gewebeschichten sind in Tab. 15 zu-
sammengefasst. Die so von den Autoren herausgearbeiteten Diagnosekriterien lauten wie
folgt: Das Vorhandensein der einzelnen Schichten und deren Homogenitat deuten auf nor-
males Gewebe hin. Pathologisches Gewebe zeigt sich durch eine erhéhte Epitheldicke und
eine unorganisierte Keratinschicht. Allerdings sind die einzelnen Epitheldicken nicht angege-
ben wurden. Die Autoren erlauterten nicht, ab wann ein Epithel als ,verdickt® galt. Somit er-
folgte die Angabe der Epitheldicke rein deskriptiv (erhdht oder nicht erhéht). Im Falle eines
invasiven Karzinoms beschrieben die Autoren die durchbrochene Basalmembran und die
Architektur der Lamina propria prasentierte sich irregular. Die Epitheldicke war durch die In-

vasion deutlich erhéht und die Keratinschicht wies eine Hyporeflexion auf.

Tab. 15: Beschreibung der Gewebsstrukturen in den OCT-Aufnahmen nach Hamdoon et al.
2012.
Die griin unterlegten Bereiche stellen laut Hamdoon et al. die wichtigsten Diagno-
sekriterien mittels OCT dar (Tabelle von den Autoren dieser Arbeit erstellt).
Normales Gewebe Benigne Lasion | Dysplastisches Gewebe | Karzinom
milde/moderate Dyspla-
sie: Hyperreflexion
Keratin- dinne helle Linie, der Hyperreflexion
epithelialen Schicht aufge- yp schwere Dysplasie und | siehe Dys-
zell- ; bei Hyper- ; )
. lagert, fehlt bei unverhorn- CIS: Hyporeflexion oder | plasie
schicht . keratose X
tem Epithel Fehlen der Keratin-
schicht durch strukturel-
len Schaden / Ulzeration
niedrigere Signalintensitat Etrélithte\:\(/j:ke
als Keratinzellschicht, ho- ansteigende erhohte Epitheldicke, engder
. mogene Struktur, Signal- Epitheldicke strukturelle Veranderun- | & :
Epithel . : . . Invasion
unterschied zwischen (v.a. bei Hy- gen bei schweren Dys- stark an
spinozellularer und Granu- | perplasien) plasien und CIS | ’
. nhomo-
losazellschicht o
genitat
Entspricht der Demarkation
Basal- zwischen den beiden ver- Basalmenm-
schiedenen Signalintensi- intakt intakt
membran | ... ; : branverlust
taten zwischen Epithel und
Lamina propria
. Demarkation vom dartber .
Lamina . . ; . Irregulare
. liegenden signalintensive- :
propria . Architektur
ren Epithel
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Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die OCT Invasivitat gut darstellen kann. Auch
kann die OCT normales von pathologischem Gewebe unterscheiden. Der Grad einer Dys-

plasie war allerdings nicht bestimmbar.

Dieser durch Hamdoon et al. beschriebenen Problematik wurde sich in der vorliegenden Ar-
beit zugewandt: Ein Cutoff zur Unterscheidung zwischen low- und high-grade Lasionen wur-
de anhand der Epitheldicke gesetzt. Die Ergebnisse von Hamdoon et al. zeigen, dass, neben
der Basalmembran, die Epitheldicke die hochste Korrelation mit der Histologie besitzt. Au-
Rerdem wird die OCT mit der CEM kombiniert, welche zytologische Veranderungen darstel-

len kann.

Ridgway et al. veroffentlichten 2006 eine der ersten in vivo OCT-Studien am Patienten. Sie
begutachteten die Mundhéhle und den Oropharynx von 41 Teilnehmern mittels OCT. Teil-
weise waren Biopsien indiziert, so dass OCT-Bilder mit der histopathologischen Untersu-
chung verglichen werden konnten. Im gesunden Gewebe waren die Autoren in der Lage, das
Epithel, die Basalmembran, die Lamina propria und mikroanatomische Strukturen klar vonei-
nander abzugrenzen. In benignen und pramalignen Veranderungen fielen die Signalanstiege
des Epithels und die erhéhte Epitheldicke auf. Die Differenzierung zwischen diesen beiden
Lasionen gelang jedoch nicht verlasslich. Invasive Karzinome konnten aber durch die ab-
normale Gewebsarchitektur und den Integritatsverlust der Basalmembran deutlich dargestellt
werden. Auch die Grenzen zwischen normalem und malignem Gewebe lieRen sich mittels

OCT aufzeigen.

Wilder-Smith et al. untersuchten 2009 50 Patienten mit Leuko- und Erythroplakien mittels
TD-OCT. 2 Untersucher begutachteten nach einem kurzen Training die OCT-Bilder verblin-
det. Sie stellten ihre Diagnose anhand der Einteilung der Dysplasiegrade nach der WHO.
Diese Diagnosen wurden mit den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung vergli-
chen. Die Ubereinstimmung zwischen Histologie und OCT ergab einen Kappawert von
0,858. Dies ist allerdings der gemittelte Kappawert der beiden Untersucher, die einzelnen
Kappawerte sind nicht angegeben. Ein Karzinom konnte mit einer Sensitivitat von 93% und
einer Spezifitdt von 97% von allen anderen Diagnosen unterschieden werden. Zu beachten
ist, dass Lasionen, die sich in der Histologie nicht als gesund, dysplastisch oder malig zeig-
ten, von der Studie ausgeschlossen wurden. Somit sind Veranderungen wie Hyperkeratosen
und Entziindungen nicht in die Bewertung eingegangen. Gerade diese stellen aber ein Prob-

lem in der Diagnostik mittels OCT dar.

2010 fahrten Just et al. eine Studie zur Wertigkeit der OCT bei der Beurteilung von Larynx|a-
sionen durch. 35 Patienten wurden an der Universitat Lubeck mittels TD-OCT (LUbeck Se-
ries) und 26 Patienten an der Universitat Rostock mittels SD-OCT (Rostock Series) unter-
sucht. Die TD-OCT besitzt die groRere Penetrationstiefe. Die SD-OCT zeigte Vorteile im



62

Handling und in der Bildqualitat. AuRerdem zeigt bei der SD-OCT ein Pilotstrahl die bewerte-
te Stelle der Lasion exakt an, wodurch das OCT-Bild und die Biopsie aus exakt derselben
Stelle gewonnen werden konnten. Dieses SD-OCT Gerat wurde auch in der vorliegenden
Arbeit verwendet. Intraoperativ wurden OCT-Bilder generiert und anschlielend eine Biopsie
entnommen. 2 Untersucher analysierten die OCT-Bilder verblindet und beurteilten diese
nach den Kriterien ,Epitheldicke® und ,Integritdt der Basalmembran®. Es wurden bestimmte
Epitheldickenwerte aus Voruntersuchungen den einzelnen Dyspalsyiegraden der WHO zu-
geteilt. Als normal galt Epithel bspw. bis zu 150 ym, als benigne verandert bis zu 270 pm. Im
Vergleich mit der Histopathologie sollten normale bzw. benigne von dysplastischen Lasionen
unterschieden werden. Die OCT erreichte hierbei eine Sensitivitdt von 88%, eine Spezifitat
von 89% und eine Vorhersagegenauigkeit von 88%. Problematisch war die Bewertung bei
Hyperkeratosen. Hier stieg die Epitheldicke z.T. auf 400 um an, so dass darunter liegendes
Gewebe nicht mehr beurteilt werden konnte. In der hier vorliegenden Arbeit lagen keine star-
ken Hyperkeratosen vor. Allerdings zeigt die Mundhdhle aufgrund ihrer verschiedenen
Epithelien ein variableres Bild an normalen Epitheldicken, wodurch die Beurteilung und die

Zuordnung der Lasion erschwert wurde.

Englhard et al. Uberpriften 2017 ebenfalls die Fahigkeiten der OCT bei der Differenzierung
von benignen, pramalignen und malignen Larynxlasionen. Die von den Autoren verwendete
intraoperative OCT (siehe 1.4.1.) ist das Nachfolgemodell der in der vorliegenden Arbeit ge-
brauchten Technik. Die mikroskopischen Bilder und die OCT Bilder konnten gleichzeitig auf
dem Monitor abgebildet werden. Die Bilder lieRen sich per FulRtaste aufnehmen und es han-
delte sich um eine erneuerte Software. 28 Larynxldsionen wurden mittels Mikroskopie und
OCT besehen und der Chirurg beurteilte die Lasion bereits intraoperativ. Diagnosekriterien
waren die Epitheldicke, die epitheliale Schichtung und die Integritat der Basalmembran. An
die Bildgenerierung schlossen sich die Biopsie und der Vergleich der Ergebnisse mit der his-
topathologischen Untersuchung an. Die OCT erreichte in der Unterscheidung von benignen,
pramalignen und malignen Lasionen eine Vorhersagegenauigkeit von 78,6%. Diese war 10%
niedriger als der von Just et al. 2010 (s.0.) ermittelte Wert. Die Autoren beschrieben die Bild-
qualitat als reduziert im Vergleich zu den OCT-Untersuchungen mittels Kontaktverfahren.
Einige Lasionen mussten aufgrund technischer Probleme und daraus resultierender niedriger
Bildqualitat von der Studie ausgeschlossen werden. Durch Anderungen der Lichtintensitat
lieRen sich die meisten Probleme beheben. Von 28 klinisch gesunden kontralateralen Gewe-
ben, waren nur 10 mittels OCT auswertbar. Was genau so problematisch war, wurde nicht
fur jeden einzelnen Fall dargestellt. Etwaige technische Schwierigkeiten ergaben sich wah-
ren der Untersuchungen fur die vorliegenden Arbeit nicht. Zu beachten ist, dass die Vorher-
sagegenauigkeit vor allem sank, weil 4 CIS als Karzinom bewertet wurden. Hatte, wie in un-

serer Studie, die Einteilung in ein bindres System stattgefunden, waren die Ergebnisse bes-
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ser interpretierbar gewesen. CIS und Karzinome hatten beide in der Gruppe der behand-
lungsbedirftigen Lasionen Platz gefunden. Hier wird deutlich, dass die OCT (noch) nicht in
der Lage ist, die einzelnen Grade der Dysplasie verlasslich voneinander zu unterscheiden.
Jedoch ist sie eine vielversprechende Technik zur Differenzierung von kontroll- und behand-

lungsbedurftigen Lasionen.

Anzumerken ist, dass die o0.g. Studien nur bedingt mit der vorliegenden Arbeit vergleichbar
sind. In den meisten o.g. Arbeiten wurde nicht dasselbe OCT-Gerat wie in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurde. Wie oben beschrieben, unterscheiden sich die einzelnen Methoden
der OCT in der Art der Bildgenerierung. Daraus resultieren nicht nur verschiedene Auflésun-
gen, sondern auch Unterschiede in der Penetrationstiefe und dem Handling. Es ist nicht be-
kannt, inwieweit die Verwendung der verschiedenen Gerate die Vergleichbarkeit der einzel-
nen Studien einschrankt. Aullerdem liegen Unterschiede in der Wahl der Epithelien der Kopf-
Hals-Region vor. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Mundhohle. Die o.g. Arbei-
ten befassten sich aber auch mit dem Larynx und dem Oropharynx. Zudem muss erwahnt
werden, dass die Patientenzahlen, sowohl in der vorliegenden Arbeit, als auch in den disku-
tierten Studien gering sind. AuRerdem fokussieren sich viele Studien auf die Detektion von
Invasivitat. Einige unterscheiden normale von dysplastischen Epithelien. In dieser Arbeit
wurden Vorlauferlasionen in ein bindres System eingeordnet. Diese Auswertung unterschei-
det zwischen low- und high-grade, bzw. kontroll- und behandlungsbedurftigen Lasionen.
Somit liegt der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Friiherkennung pramaligner Lasionen
der Mundhohle.

4.41 Problematik der physiologischen Epitheldicke und der Cutoff Setzung
In dieser Arbeit wurde die Differenzierung zwischen low- und high-grade Lasion mittels OCT
anhand der Epitheldicke getroffen. Daflr ist es entscheidend zu wissen, welche Epitheldicke
als physiologisch angesehen werden kann und wo die Grenzwerte zwischen low- und high-
grade Lasionen liegen. Daten aus dem Bereich der Histologie lassen sich hierfiir nicht ver-
wenden, da sich das Gewebe durch die Formaldehydfixierung verandert (Dapson et al. 2007,
Jonmaker et al. 2006, Quester et al. 1997). Bis 2012 fanden sich in der Literatur keinerlei
Angaben zu Normalwerten der Epitheldicke der verschiedenen Regionen der Mundschleim-
haut. 2012 generierten Prestin et al. Normaldaten der Epitheldicke aus 143 klinisch gesun-
den Probanden. Mittels TD-OCT malen die Autoren jeweils bilateral die Epitheldicken von 9
verschiedenen Regionen der Mundhohle. Daflir wurden jeweils 5 Messungen in immer den-
selben Abstanden vollzogen und diese Ergebnisse gemittelt. So generierten sie die in Tab. 3
angegebenen Normaldaten. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Normaldaten von 5
gesunden Probanden ermittelt. Es wurden die Mittelwerte aus 10 Messungen der maximalen

Epitheldicke ermittelt. Dies wurde bei der Auswertung der suspekten Lasionen ebenso ge-
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handhabt. Anhand der Epitheldicke wurde anschliefiend der Schweregrad der Epithelveran-
derung definiert; d.h. je dicker das Epithel, desto grofRer die Wahrscheinlichkeit des Vorlie-

gens einer schweren Dysplasie oder eines Karzinoms.

Die Unterschiede der Epitheldickenwerte der einzelnen Regionen der Mundhdéhle zwischen
Prestins und dieser Arbeit kdnnten an den verschiedenen Messvorgangen liegen. Nattrlich
ist festzuhalten, dass Prestin et al. mit 143 gesunden Probanden Uber eine deutlich groRere
Teilnehmerzahl als diese Autoren verfiigten. Die von Prestin et al. ermittelten physiologi-
schen Epitheldickenwerte nahmen daher Einfluss auf die Cutoff Setzung in dieser Arbeit. Zu
beachten ist allerdings, dass Prestin et al. das OCT-Verfahren im Kontaktmodus verwende-
ten. Hierbei lasst sich ein gewisser Druck auf das zu untersuchende Gewebe nicht vermei-
den. Die damit einhergehende Gewebskompression kénnte die Epitheldickenmessung be-
einflusst haben. In der vorliegenden Arbeit wurde die OCT unter Einsatz eines OP-
Mikroskops im Non-Kontaktverfahren verwendet. Eine druckinduzierte Veranderung der

Epitheldicke kann somit ausgeschlossen werden.

Prestin et al. ermittelten zudem weitere Einflussfaktoren auf die Epitheldicke. Die Epithelien
des vorderen Gaumenbogens und des Mundbodens waren bei Mannern signifikant dicker als
bei Frauen. Im Bereich des Mundbodens zeigte sich das Epithel bei Rauchern dicker als bei
Nichtrauchern. Je alter die Probanden waren, desto dicker war das Epithel der Gaumen-
mandel. Jingere Probanden besalen ein dickeres Epithel der Wangenschleimhaut. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Epitheldicke, neben ggf. vorhandenen Dysplasien, von ver-
schiedenen anderen Faktoren beeinflusst wird. Um verlassliche physiologische Epitheldi-
ckenwerte zu erhalten, missten diese Faktoren flir jede Region der Mundhdhle in gréReren

Studien herausgearbeitet und in die Bewertung einbezogen werden.

Volgger et al. untersuchten in einer 2013 veréffentlichten Studie die Fahigkeit der OCT, pra-
maligne und frihinvasive Lasionen des oberen Aerodigestiviraktes zu erkennen. Hierflir be-
notigten auch sie Normaldaten der Epitheldicken der Mundhodhle. Die Autoren verwendeten
dasselbe OCT-System wie vor ihnen Prestin et al. Es wurden 52 gesunde Probanden rekru-
tiert und die Epitheldicke von jeweils 8 verschiedenen Regionen der Mundhdéhle mittels OCT
gemessen. Die Messung erfolgte an einem Areal des Epithels, welches, rein optisch betrach-
tet, die mittlere Dicke zu reprasentieren schien. Z. T. dhneln die Ergebnisse den in dieser
Arbeit ermittelten Werten, z.T. unterscheiden sich die Ergebnisse stark. So liegt beispiels-
weise die mittlere Epitheldicke des Mundbodens bei Volgger et al. bei 126 ym, in dieser Ar-
beit bei 104 um. Das Epithel des Zungenrandes ist laut Volgger et al. 357 um dick, laut die-
ser Arbeit lediglich 212 um. Hier stellt sich die Frage, ob tatsachlich das Epithel zwischen
den Zungenpapillen erfasst wurde oder das Epithel der gustatorischen Faltenpapillen ge-

messen wurde. Zum Vergleich erarbeiteten Prestin et al. eine mittlere Epitheldicke des
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Mundbodens von 99 um und des Zungenrandes von 216 um. Volgger et al. betonten die

starken inter- und intraindividuellen Unterschiede der physiologischen Epitheldicken.

Volgger et al. verwendeten diese “Normalwerte” aber nicht um einen Cutoff zur Unterschei-
dung zwischen low- und high-grade Lasionen zu setzen, wie es in dieser Arbeit geschehen
ist. Sie betrachteten retrospektiv die OCT-Bilder der bereits histologisch als Hyperplasie oder
Dysplasie eingestuften Befunde und verglichen diese Epitheldicken mit den ermittelten Nor-
malwerten. Die hyperplastischen und dysplastischen Lasionen wiesen um das 1,4 bis 5,7
fache erhdhte Epitheldicken auf. Diese Anstiege wurden allerdings weder einzelnen Lasio-
nen noch einzelnen Regionen zugeordnet. Daraus hatten sich eventuell Aussagen dartber
treffen lassen, ob sich das Epithel an der einen Lokalisation im Falle einer Hyperplasie bzw.

Dysplasie starker verdickt als an anderen Lokalisationen innerhalb der Mundhdhle.

Die Autoren rekrutierten zudem 74 Patienten mit insgesamt 100 Vorlauferlasionen (Leu-
koplakien und Erythroplakien) des oberen Aerodigestivtraktes. Diese Lasionen wurden mit-
tels OCT besehen und anschlieRend bioptiert. Die OCT-Bilder wurden von 3 verblindeten
Untersuchern bezulglich ihrer Invasivitat (Integritdt der Basalmembran) beurteilt und mit den
Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung verglichen. Die Sensitivitaten betrugen
100%, 66.7%, und 77.8% und die Spezifitaten 75.8%, 71.4% und 70.3%. Der Vergleich zu
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fallt aus 2 Grinden schwer. Zum einen betrafen
von den 100 Vorlauferldsionen nur 63 die Mundhdhle. Zum anderen wurden die Lasionen
von Volgger et al. bezlglich ihrer Invasivitat beurteilt. In der vorliegenden Arbeit ging es
stattdessen um die Unterscheidung zwischen low- und high-grade L&sionen mittels der
Epitheldicke.

Volgger et al. bestatigten in ihrer Studie die Fahigkeit der OCT, die Integritat der Basalzell-
schicht als Grenze zwischen Epithel und subepithelialen Raum gut darstellen und damit ein
invasives Wachstum ermitteln zu kdnnen. Hyperplasien und Dysplasien konnten nicht visuell
dargestellt, jedoch damit einhergehende Epithelverdickungen nachgewiesen werden. Die
starken inter- und intraindividuellen Unterschiede der physiologischen Epitheldicken wurden

von den Autoren betont.

Die Epitheldicke stellt in der vorliegenden Arbeit den Parameter zur Unterscheidung zwi-
schen low- und high-grade Lasion mittels OCT dar. Eine bestimmte Epitheldicke muss die
Grenze zwischen low- und high-grade Lasion darstellen. Wie oben bereits erwahnt, besteht
die Mundhodhle je nach Region aus verschiedenen Epithelarten, welche verschiedene
Epitheldicken aufweisen. Die Problematik, eine ,normale“ Epitheldicke zu bestimmen, wurde
oben diskutiert. Unter diesen Voraussetzungen war es schwierig, fur jede Region eine
Epitheldicke als Grenze zwischen low- und high-grade Lasion festzulegen. Die in dieser Ar-

beit bestimmten Normaldaten und die von Prestin et al. publizierten Epitheldickenwerte ge-
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sunder Mundschleimhaute wurden den Epitheldickenmessungen maligner und pramaligner
Mundschleimhautlasionen von Voruntersuchungen (unveréffentlichte Daten) gegentber ge-
stellt und willktrlich ein Cutoff gesetzt. Dieser liegt héher als die ermittelten Normalwerte, da
bereits die low-grade Lasionen mit einem verdickten Epithel einhergehen. Aufgrund der ge-
ringen Teilnehmerzahlen in den einzelnen Studien und der Abhangigkeit der Epitheldicke
von den verschiedenen o.g. Faktoren, sollte dieser Cutoff in groferen Studien validiert bzw.
angepasst werden. Zudem ist in jeder Studie mit neuen vertikalen optischen Verfahren, wie
der OCT, die Epitheldicke fur die verschiedenen Regionen der Mundhoéhle zu definieren,

wenn diese fur die Dysplasieeinteilung herangezogen werden.

Sowohl Prestin et al. als auch Volggers et al. zeigten in ihren Studien Ansatze, die Problema-

tik der ,normalen” Epitheldicke zu umgehen:

Prestin et al. stellten fest, dass die Epitheldicke zwischen der linken und der rechten Proban-
denseite der jeweiligen Regionen keine Unterschiede aufwies. Gegebenenfalls ware es prak-
tikabler, die Epitheldicken der Lasionen mit denen der gesunden Gegenseite zu vergleichen,
anstatt Normaldaten fur die Bevolkerung zu generieren. Daftr musste in einer groRen Studie
herausgearbeitet werden, ab welcher Abweichung zur Gegenseite es sich um eine low- bzw.
eine high-grade Lasion handelt. So wirden die interindividuellen Unterschiede in ihrer Be-

deutung sinken.

Aul3erdem fuhrten Volgger et al. Intensitatsmessungen mit den OCT-Bildern durch. Die Auto-
ren wahlten nach der histopathologischen Begutachtung 28 Hyperplasien und 20 Dysplasien
fur diese Untersuchung aus. Nach welchen Kriterien diese Auswahl erfolgte, ist nicht ange-
geben. Mit Hilfe des Programms Image J (Freeware, Wayne Rasband, US National Institute
of Mental Health, Bethesda, MD) wurden Intensitatsprofile aus den OCT Bildern der Lasio-
nen erstellt. Besonders wurde auf die sinkende Intensitdt von der Epitheloberflache bis zu
den tiefen Epithelschichten und auf den Intensitatsanstieg zwischen dem unteren Epithel und
der Lamina propria geachtet. Es zeigte sich, dass die Intensitat innerhalb des Epithels bei
Dysplasien um 38,7%, bei Hyperplasien lediglich um 18,9% sank. Die Unterschiede waren
hoch signifikant (p<0,001). Der Intensitatsanstieg zwischen dem unteren Epithel und der La-
mina propria zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Hyperplasien und Dysplasien.
Die Autoren erklaren sich die vorhandenen Intensitatsunterschiede damit, dass Hyperkerato-
sen haufiger mit Dysplasien als mit Hyperplasien vergesellschaftet sind. Auch kénnte laut
den Autoren die behinderte Zellreifung in Dysplasien zu einem Intensitatsverlust fuhren. Die-
se signifikanten Unterschiede in den Intensitatsprofilen zwischen Hyperplasien und prama-
lignen Dysplasien mussten in groReren Studien bestatigt werden. Dann kdnnten auch auf

diese Weise benigne von potentiell malignen Befunden mittels OCT differenziert werden.
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4.5 Diskussion der klinischen Wertigkeit der CEM

Clark et al. fihrten 2003 eine ex vivo Studie durch, um die Eigenschaften von normaler und
neoplastischer oraler Mukosa konfokalmikroskopisch darzustellen. Sie verwendeten dabei
ein flexibles Endoskop. Die Exzidate von 15 Patienten mit SCC’s wurden mittels Konfokal-
mikroskopie untersucht und anschlieBend mit den entsprechenden histopathologischen Bil-
dern verglichen. Die Autoren beschrieben die starke Variation von ZellgroRe, Kerngréfie und
Kernmorphologie in den SCC’s. Aulierdem wird Uber eine starkere Rickstreuung durch Tu-
morzellen und eine erhdhte Kerndichte in SCC’s berichtet. Des Weiteren erlauterten die Au-
toren das Aussehen von Entziindungen, Fibrosen, Muskelfasern und Drisen in den CEM-
Aufnahmen. Die Penetrationstiefe zeigte sich als variabel und vor allem bei Hyperkeratosen
eingeschrankt. Die Autoren vermuteten die Ursache in dem hohen Refraktionsindex des Ke-
ratins. Diese beschreibende Studie zeigt deutlich das Potenzial der CEM zur Beurteilung von

Lasionen, was es noch in entsprechenden in vivo Studien zu bestatigen galt.

Just et al. verglichen in einer in vivo Studie 2008 verandertes und gesundes Gewebe mittels
CEM in vivo. Hierfur verwendeten sie den auch in der vorliegenden Arbeit benutzten Heidel-
berg Retina Tomografen (HRT Il). An diesen wurde ein speziell angefertigter Adapter ange-
baut und ein Endoskop eingesetzt. Es wurden die Epithelien der Mundhdhle von 9 Patienten
mit malignen Erkrankungen der Zunge und 12 Patienten mit Karzinomen im Kopf-Hals-
Bereich nach Radiochemotherapie begutachtet. Diese verglichen sie mit CEM-Bildern von
Gesunden. Die Autoren beschrieben die folgenden Parameter zur Beurteilung der Mukosa:
Dichte, Anzahl und GroRRe der Zellkerne, Kern-Plasma-Relation, Regularitat der Zellschich-
ten, Morphologie der Zellen und das Vorhandensein von Zellgrenzen. Diese Parameter zeig-
ten deutliche Unterschiede zwischen Karzinomen und gesundem Gewebe. Die Gewebe
nach Radiochemotherapie zeigten auf den CEM-Aufnahmen Veranderungen wie Keratosen,
erhdhte Vaskularisation, Zelldodeme und milde Dysplasien. Die Autoren konnten somit zei-
gen, dass einige der histologischen Parameter, die zur Dignitatsbestimmung erforderlich
sind, mittels CEM erfasst werden kdnnen. Diese Parameter wurden auch in der vorliegenden
Arbeit fur die Diagnosestellung mittels CEM verwendet. Das Gerat erwies sich fur die Mund-
héhle allerdings als unhandlich, da es fir jede Untersuchung vom Stativ entfernt werden
musste um es auf die zu untersuchende Region zu halten. Daher empfohlen die Autoren

eine Verlangerung des Kontaktelementes.

Die o.g. Verlangerung des Kontaktelementes erfolgte durch das, ebenfalls in der vorliegen-
den Arbeit verwendete, starre Endoskop (Karl Storz, Tuttlingen). Getestet wurde es in einer

tierexperimentellen Studie durch Farahati et al. 2010. Die Autoren induzierten die Tumorge-



68

nese an Mausezungen. Die entstandenen Lasionen wurden ex vivo mittels der starren kon-
fokalen Endoskopie untersucht und eine Differenzierung in geringe/moderate Dysplasie (low-
grade Lasion) und schwere Dysplasie/CIS (high-grade Lasion) erfolgte. Die Ergebnisse wur-
den anschlieBend mit den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung verglichen.
Die CEM erreichte in der Unterscheidung zwischen low- und high-grade Lasion eine Sensiti-
vitat von 73% und eine Spezifitdt von 88%. Farahati et al. betonen die deutliche Lernkurve
bei der Beurteilung von Lasionen mittels CEM. Die Verwendung des starren Endoskops ging
nicht mit einem Verlust an Bildinformationen einher, so dass es in der Hals-Nasen-Ohren-

Klinik der Universitatsmedizin Rostock in weiteren Studien seinen Einsatz fand.

So verwendeten Just et al. 2013 das starre konfokale Endoskop wahrend der Mikrolaryngo-
skopie, um suspekte Lasionen des Larynx zu begutachten. Das Endoskop erwies sich fur die
Untersuchung des Kehlkopfes als geeignet und die Untersuchung konnte ohne Assistenz
erfolgen. Die am Ende des Endoskops befindliche zentrale Aussparung sorgte fiir einen ge-

ringeren Druck auf das Gewebe. Beides resultierte in einer besseren Bildqualitat.

Haxel et al. veroffentlichten 2010 die erste Studie, welche den Nutzen der konfokalen Endo-
skopie in Kombination mit Fluoreszin in vivo im Bereich der Mundhdéhle und des Oropharynx
untersuchte. Ein flexibles Endoskop wurde verwendet. Die Autoren berichten Uber ein um-
standliches Handling und Bewegungsartefakte. Diese Probleme lagen in der vorliegenden
Arbeit aufgrund des starren Endoskops nicht vor. 5 Patienten mit Lasionen der Mundhéhle
wurden in vivo nach der Applikation von Fluoreszin mittels CEM begutachtet. Es wurden das
Epithel, Zellverbande und die Vaskularisierung beschrieben. Nach Exzison der Lasion wur-
den die Proben ex vivo erneut analysiert. Die zweite Untersuchung erfolgte nach Acrifla-
vinapplikation mit einem starren Endoskop. Nun waren Zellkerne und Mitosen gut sichtbar.

Allerdings sank die Penetrationstiefe nach Acriflavinapplikation von 250 auf 50 ym.

Aufgrund der o.g. problematischen Handhabung des flexiblen Endoskops verwendeten Po-
gorzelski et al. 2 Jahre spater ein starres Endoskop aus dem Bereich der Leberdiagnostik.
Dieses wurde mit der Technik der Autofluoreszenz kombiniert. Es wurden 15 Patienten mit
SCC’s des Kopf-Hals-Bereiches rekrutiert. Die Strukturen des gesunden Gewebes konnten
nach Applikation von Toluidinblau und Fluoreszin prazise gezeigt werden. Den Autoren ge-
lang es, typische morphologische Malignitats- und Dysplasiezeichen darzustellen. In der Au-
tofluoreszenz zeigte sich eine Farbabschwachung in Bereichen maligner Transformation.
Pogorzelski et al. kamen zu dem Schluss, dass die CEM intraoperativ zur frihen Diagnose
von SCC’s, bei der Wahl der Resektionsrander und der Identifizierung von multifokalen ma-

lignen Veranderungen von Nutzen sein kdnnte.

Pogorzelski et al. stellten allerdings fest, dass sich die Strukturen vor der Gabe von Fluores-

zin nicht adaquat darstellen lieRen. Diese Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit
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nicht gemacht. Hier lielen sich die Strukturen im zelluldren und subzelluldren Bereich gut
bewerten, ohne eine zuvor erfolgte Fluoreszingabe. Dennoch wird in den meisten Studien
Uber die CEM Fluoreszin verwendet (s.u.). Da nicht dieselben Gerate verwendet wurden, wie
in der vorliegenden Arbeit, ist ein Methodenvergleich schwierig. In dieser Arbeit wurde be-
wusst auf die Verwendung eines Farbemittels verzichtet, da der Gebrauch von Fluoreszin
nach der Erfahrung dieser Autoren keine nennenswerten Vorteile erbrachte. Das topische
Farbemittel Acriflavin wirde diese erbringen, da es sich intrazellular anreichert und so deut-
lich Kerngréfien und Mitosen bestimmbar sind. Aufgrund der Annahme kanzerogener Eigen-

schaften ist dessen in vivo Verwendung jedoch obsolet.

Nathan et al. untersuchten 2014, inwieweit mit Hilfe der CEM die Unterscheidung zwischen
Dysplasien, Nondysplasien und Karzinomen in vivo méglich ist. Sie verwendeten das Cellvi-
zio CEM System mit flexibler Gastroflexsonde und Fluoreszin. 21 Patienten mit Lasionen der
Mundhéhle wurden mittels CEM untersucht. 16 hochqualitative Bilder wurden ausgewahlt,
verblindet diagnostiziert und mit den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchung
verglichen. In der Unterscheidung zwischen Dysplasien und Nondysplasien wurde eine Sen-
sitivitat von 80% erreicht. Dysplasien und Karzinome wurden mit einer Sensitivitat von 86%
differenziert. Die Unterscheidung zwischen Nondysplasien und Karzinomen gelang mit einer
Sensitivitdt von 100%. Die Spezifitdten lagen bei allen 3 Fragestellungen bei 100%. In der
vorliegenden Arbeit wurde flr die Unterscheidung zwischen low- und high-grade Lasionen
eine Sensitivitat von 78% und eine Spezifitat von 83% erreicht. Hierbei muss beachtet wer-
den, dass der Vergleich schon durch die unterschiedlichen Gerate eingeschrankt ist. Auer-
dem beinhaltet die Unterscheidung zwischen low- und high-grade Lasionen die Unterschei-
dung zwischen leichter und moderater Dysplasie. Diese z.T. schwierige Entscheidung muss-
te in der Einteilung von Nathan et al. nicht getroffen werden. Des Weiteren wurden in dersel-
ben Untersuchung 16 qualitativ hochwertige Bilder fiir die Diagnostik ausgewahlt. Problema-

tische Bildverhaltnisse gingen also nicht in die Bewertung ein.

4.5.1 Problematik der Auswertung der CEM-Bilder
Da nur wenige Studien existieren, in denen die CEM mit der Histologie verglichen wird, ist es

schwierig, brauchbare Diagnosekriterien festzulegen (Lucchese et al. 2016).

Den Informationen aus dem zellularen und subzellularen Bereich werden histologische Krite-
rien entnommen. Je nachdem, in welcher Schichttiefe die Veranderungen auftreten, wird die
Diagnose erstellt. Man sieht jedoch von oben auf die einzelnen Gewebeschichten und erhalt
einen Flachenschnitt des Gewebes. Anders als bei der OCT, kann man diese Bilder nicht in

einen adaquaten Abgleich mit den histopathologischen Bildern bringen. Die Auswertung er-
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fordert einen erfahrenen Untersucher und viele Autoren betonen die Lernkurve in der Bewer-
tung der CEM-Bilder (Just et al. 2008, Farahati et al. 2010).

Um die Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Untersuchern besser einschatzen zu
koénnen, lieBen Moore et al. 2016 50 Bilder und 10 Videos von 8 Untersuchern bewerten. Es
wurde dasselbe Gerat und dieselbe Einteilung der Veranderungen wie bei Nathan et al. ver-
wendet (s.0.). Fur die Bilder ergab sich eine Ubereinstimmung von k=0,66 und fiir die Videos
k=0,71. Die Ubereinstimmung der Untersucher mit der Histologie betrug k=0,7. Diese Uber-
einstimmungen sind zwar hoch, doch um die CEM in den klinischen Alltag zu integrieren,
sind héhere Werte anzustreben. Zu beachten ist, dass die Untersucher vor der Bewertung
einem Training unterzogen wurden. Leider wurden die Untersucher nicht nach ihrer Erfah-
rung aufgeteilt. Interessant ware gewesen, wie hoch die Ubereinstimmung von nach ihrer

Erfahrung getrennten Untersuchern jeweils mit und ohne Training gewesen ware.

Oetter et al. 2016 widmeten sich dem Problem der Auswertung der CEM-Bilder und entwar-
fen einen Score fur die Diagnosestellung von Karzinomen, der auch fur Nicht-Experten an-
wendbar sein sollte. Die Autoren verwendeten fur ihre Studie das Cellvizio-System mit einer
Coloflex Sonde und Fluoreszin. 3 Experten berichteten Uber ihre wichtigsten Diagnosepara-
meter bei der Identifizierung von Karzinomen mittels CEM. Diese betrafen die Gewebsarchi-
tektur, die Zellmorphologie, die Fluoreszenzliicke und die Blutgefalie. Anhand dieser entwi-
ckelten die Autoren einen Score mit dessen Hilfe 3 unerfahrene Untersucher schlief3lich die
CEM-Bilder beurteilen sollten. Je starker die Veranderung, desto mehr Punkte wurden gege-
ben. Das Maximum lag bei 8 Punkten, ab 5 Punkten galt eine Lasion als Karzinom. Die Sen-
sitivitat in der Identifizierung von Karzinom betrug 97%, die Spezifitat 89%. Diese guten Er-
gebnisse lassen hoffen, dass die Beurteilung von CEM-Bildern auch in vivo durch Scores
vereinfacht und vereinheitlicht werden kdnnte. Der durch Oetter et al. verwendete Score hilft
allerdings nur bei der Identifizierung von Malignomen. In der vorliegenden Arbeit, in der es
um die Unterscheidung von low- und high-grade Lasionen ging, hatte dieser also nicht an-
gewendet werden konnen. Geeigneter ware ein Score, welcher auch die Unterscheidung
zwischen einzelnen Dysplasiegraden ermdglicht. Ein solcher ist nach den Kenntnissen die-

ser Autoren nicht vorhanden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellveranderungen in Bezug auf die Basalzellschicht-
ebene beschrieben. Lagen bereits an der Oberflache dysplastische Zellen vor, konnte unab-
hangig von der Integritédt der Basalmembran mindestens von einer schweren Dysplasie aus-

gegangen werden.
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4.6 Diskussion der klinischen Wertigkeit der kombinierten Anwen-
dung von OCT und CEM

Garcia-Hernandez et al. kombinierten 2013 die konfokale Mikroskopie und die HD-OCT zur
Untersuchung gesunder Lippenmukosa. Es galt zu evaluieren, ob diese Methoden im Scree-
ning von oralem Krebs Verwendung finden kénnten. Die Lippen von 10 gesunden Probanden
wurden zunachst mit dem konfokalen Mikroskop, anschlieend mit der OCT untersucht. Die
Autoren berichten Uber eine, aus der Kombination resultierende, sehr gute Auflésung und
Penetrationstiefe und bezeichnen die Bilder als ,quasihistologisch®. Allerdings sind Patholo-
gien oder andere Regionen der Mundhdhle nicht betrachtet worden. Auch nennen die Auto-
ren keine Vorschlage zu Diagnoseschritten- und kriterien. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Lasionen mit beiden Verfahren untersucht und die Bilder im Nachhinein ausgewertet. Um
als low-grade Lasion zu gelten, mussten diese Diagnose beide Verfahren angeben. Sobald
ein Verfahren eine Veranderung als high-grade Lasion einstufte, wurde diese auch so gewer-
tet. Es wurde so vorgegangen, da im Zweifel eher eine Biopsie mehr entnommen, als ein

Karzinom ubersehen werden sollte.

An der Universitatsmedizin Rostock fihrten Stulpnagel et al. eine Studie Uber die Bedeutung
der CEM und der OCT bei der Beurteilung von Lasionen des Larynx durch (Stilpnagel et al.
2017). Das Studiendesign ahnelte der vorliegenden Arbeit und es wurden dieselben opti-
schen Systeme verwendet. 67 Patienten mit suspekten Larynxlasionen oder seit 3 Wochen
bestehender ungeklarter Heiserkeit wurden mittels OCT bezlglich ihrer epithelialen Dicken
untersucht. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit erfolgte hier zunachst die Exzision und
erst im Anschluss die Diagnostik mittels CEM. Die Sensitivitat in der Unterscheidung zwi-
schen low- und high-grade L&sionen mittels OCT betrug 100%, die Spezifitdt 80%. Der
Cutoff wurde bei 180 ym gesetzt. Die CEM erreichte eine Sensitivitdt von 86% und eine
Spezifitat von 92%. In der Kombination blieben die erreichten diagnostischen Gutekriterien
der alleinigen OCT-Untersuchung bestehen. Die Kombination der Methoden glich 3 falsch
negative Befunde aus der CEM Diagnostik aus. Doch da eine Lasion nur als low-grade galt,
wenn beide Methoden diese so einstuften, blieb es bei den 5 falsch-positiven Befunden aus
der OCT-Diagnostik. In der vorliegenden Arbeit stieg die Sensitivitat durch die Kombination
der Verfahren auf 100%. Durch die héhere Spezifitat, erreichten Stulpnagel et al. aber mit
der Kombination eine um 7% hdhere Vorhersagegenauigkeit als die Autoren dieser Arbeit.
Dies konnte an der erschwerten Cutoff-Setzung fir die Epitheldicken der verschiedenen Re-
gionen der Mundhohle liegen. Ein weiterer Grund ware auch die ggf. exaktere Lokalisation
der CEM-Aufnahmen durch das ex vivo Design der Untersuchung bei Stilpnagel et al. Um
die beiden Methoden in den klinischen Alltag zur Differenzierung von Lasionen zu integrie-

ren, mussen die Aufnahmen aber in vivo erstellt werden. Zudem ist es erforderlich, die Lasi-
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onen auch in vivo bewerten zu kénnen, um den Kliniker die Entscheidung Uber das weitere
Vorgehen zu erleichtern. Das war weder bei Stiilpnagel et al. noch in der vorliegenden Arbeit
der Fall. Vor allem im Bereich des Larynx ist dies aber wichtig, da die Mikrolaryngoskopie
und die Aufnahmen von OCT und CEM unter Anasthesie durchgeflhrt werden und daher
wiederholte Untersuchungen vermieden werden sollten. Zudem ware eine Vorgehensweise
wunschenswert, die die Vorzlge der beiden Methoden schon wahrend der in vivo Diagnostik

kombiniert.

Volgger et al. wandten sich 2015 dieser Thematik zu und testeten eine zweistufige Vorge-
hensweise. Es wurde die TD-OCT und das Cellvizio CEM-System mit flexibler Gastro-
flexsonde und Fluoreszin verwendet. 30 Lasionen des Larynx (27) und der Mundhdhle (3)
wurden zunachst mittels OCT betrachtet. Diese sollte zur Diagnostik von invasiven Karzino-
men und gesundem Gewebe dienen. Zeigte sich das Epithel als verdickt, die Gewebsschich-
tung war aber erhalten, sollten diese Lasionen im Anschluss mittels CEM naher klassifiziert
werden. Dies erfolgte sowohl unverblindet durch den Chirurgen, als auch im Anschluss ver-
blindet durch 2 Untersucher. Es wurden Proben entnommen und die Ergebnisse mit denen
der histopathologischen Untersuchung verglichen. Durch die OCT wurden lediglich 2 Lasio-
nen (6,7%) falsch eingeordnet. Dies zeigt, dass die OCT zur Identifizierung von gesundem
Gewebe und Karzinomen geeignet ist. Allerdings handelte es sich bei 27 von 30 Proben um
Larynxlasionen. In der Mundhdhle ist durch die verschiedenen Regionen schwerer festzule-
gen, ab wann ein Epithel als verdickt gilt. Ob das Ergebnis im Falle der Mundhdhle ebenso
gut ware, bleibt daher zu Uberprifen. Die unverblindete Auswertung der CEM erreichte eine
Sensitivitat von 100% und eine Spezifitdt von 40%. Verblindet betrug die Sensitivitat 70%
bzw. 80% und die Spezifitat 68% bzw. 47%. In der vorliegenden Arbeit (verblindete Untersu-
chung) waren die Ergebnisse der CEM mit einer Sensitivitdt von 78% und einer Spezifitat
von 83% etwas besser. Allerdings gingen in dieser Arbeit auch Karzinome und gesundes
Gewebe in die Bewertung ein, welche meist mittels Weillichtmikroskopie einfacher zu diffe-
renzieren sind. Zudem muss naturlich beachtet werden, dass in der vorliegenden Arbeit ein
starres Endoskop ohne Fluoreszineinsatz verwendet wurde. Die Kombination aus OCT und
CEM erbrachte hier eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitdt von 75%. Diese Werte
sind aber nicht mit denen von Volgger et al. zu vergleichen, da hier die beiden Verfahren
simultan in die Bewertung einbracht wurden. Zu bedenken ist auRerdem, dass Volgger et al.
vor allem Larynxlasionen betrachteten, wohingegen sich in dieser Untersuchung auf die
Mundhéhle konzentriert wurde. Bei der Untersuchung mittels CEM wurde von Volgger et al.
vor allem die ZellgréRRe als Kriterium herangezogen. Die Autoren mussten aber feststellen,
dass andere Parameter, wie die Regularitat von Zellformen- und architektur, Vaskularisation

und die Variation von Interzellularspalten, entscheidender fur die Differenzierung zwischen
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gesunden und malignen Gewebe sind. Des Weiteren waren 2 Untersucher zur Durchflihrung

der Diagnostik notig.

Letzteres Problem kdnnte gegebenenfalls durch ein kombiniertes Operationsmikroskop ge-
I6st werden, welches beide Verfahren integriert. Ein solches wird bereits in der Schilddri-

senchirurgie getestet (De Montigny et al. 2014).

4.7 Diskussion der klinischen Pilotstudie

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Beurteilung von Lasionen der Mundhdhle allein an-
hand der Makroskopie keine zuverlassige Aussage darUber zuldsst, ob es sich um eine gut-
artige Lasion oder um die Vorstufe eines Karzinoms handelt. Um dies umzusetzen wurde die
Erfahrung des Untersuchers mit bertcksichtigt. Es wurde postuliert, dass erfahrene Untersu-
cher eher in der Lage sind, eine prazisere Einordnung der Lasionen der Mundhdhle vorzu-
nehmen als Unerfahrene. Ein entsprechender Fragebogen wurde entwickelt. Es ging vor
allem um fUr den Kliniker schwer zuzuordnende Befunde, d.h., der Kliniker konnte anhand
der gezeigten Aufnahmen nicht sofort angeben, ob es sich um einen sicher gutartigen Be-
fund (z.B. eine Entzindung) oder um einen eindeutig malignen Tumor handelt. Anzugeben
hatte der Kliniker, ob er eine low- oder high-grade Lasion vermutet, wohl wissend, dass dies

histologische Kriterien sind.

Die Einschatzung einer Lasion der Mundhohle erfolgt zunachst anhand der Makroskopie. In
der vorliegenden Arbeit wurde eruiert, ob die korrekte makroskopische Beurteilung von Lasi-
onen der Mundhoéhle abhangig von der Erfahrung des Untersuchers ist. Zu diesem Zweck
wurden 5 erfahrenen Chirurgen und 5 Assistenzarzten der Hals-Nasen-Ohren-Klinik Rostock
5 verschiedene Bilder von schwer einzuschatzenden Lasionen der Mundhohle via Power
Point prasentiert. Die Untersucher sollten den Bildern eine Diagnose nach den Kriterien der
WHO zuordnen. Die Ergebnisse wurden im Anschluss mit denen der histopathologischen
Auswertung verglichen. Die Tumorchirurgen erreichten eine Sensitivitdt von 80%, die der
Assistenzarzte lag mit 30% deutlich niedriger. Bei der Spezifitdt waren die Assistenzarzte
allerdings deutlich besser als die Tumorchirurgen. Wichtig ist, dass die Assistenzarzte 28%

der Lasionen unterdiagnostizierten. Die Tumorchirurgen uberdiagnostizierten 28%.

Stulpnagel et al. 2016 fuhrten eine &hnliche Untersuchung an der Hals-Nasen-Ohren-Klinik
Rostock durch. Hierbei ging es allerdings um schwer einzuschatzende Lasionen des Larynx.
Auch hier waren die erfahrenen Chirurgen besser in der Einschatzung, neigten aber eben-

falls zu Uberdiagnosen.
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Eine Uberdiagnose hatte die Abklarung mittels Biopsie zur Folge. Die Unterdiagnosen sind
jedoch als problematisch anzusehen. Diese hatten zu einer Verzégerung der Diagnose ge-
fuhrt und damit zu einer erhéhten Inzidenz von fortgeschrittenen Tumorstadien (Onizawa et
al. 2003). Somit sind die unerfahrenen Arzte in der Einschatzung der Lasionen weniger gut
als die Tumorchirurgen. Die Einschatzung hangt also von der Erfahrung des Untersuchers
ab. In der vorliegenden Studie ist natlirlich zu beachten, dass Zahlen von 5 Personen pro
Gruppe sehr gering sind. Das monozentrische Studiendesign hat hier Grenzen gesetzt. Zu-
dem liegen dem Untersucher in der Klinik zusatzliche Informationen, wie Anamnese und
Verschieblichkeit des Gewebes vor. Der Untersucher muss anhand der Makroskopie die
Entscheidung fallen, ob eine Lasion kontrolliert werden kann oder ob eine Probe entnommen
werden sollte. Das Training junger Arzte in der Einschatzung von Lasionen kénnte also be-
deutungsvoll sein. Generell zeigt diese Studie aber auch, dass die makroskopische Beurtei-
lung von Lasionen der Mundhoéhle sogar fir erfahrene Tumorchirurgen eine Herausforderung
darstellt. Dies bestatigt die Sinnhaftigkeit von optischen Diagnoseverfahren, wie sie in dieser

Arbeit geprift wurden.
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5 Ausblick

Viele Studien beinhalten vielversprechende Ergebnisse beziglich der Verwendung der OCT
und der CEM zur Differenzierung von Lasionen im Kopf-Hals-Bereich. Allerdings ist die ge-
ringe Probandenzahl in den Studien zu bedenken. Es mangelt in der Literatur an grofden

randomisierten Studien zu dieser Thematik.

In dieser Arbeit wurden die OCT und die CEM beziglich ihrer Fahigkeiten, schwer einzu-
schatzende Lasionen der Mundhohle zu beurteilen, getestet. Erstmalig wurden dafiir beide
Verfahren in einer in vivo Untersuchung an Patienten mit Lasionen der Mundhdhle verglei-

chend Uberpriift.

Derzeit konnen mit Hilfe von OCT und CEM Karzinome von benignen Veranderungen meist
differenziert werden. Eine Unterscheidung der einzelnen Dysplasiegrade ist allerdings
schwieriger. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit bewusst auf eine Bestimmung des ge-
nauen Dysplasiegrades verzichtet und sich auf die Unterscheidung zwischen low- und high-
grade Lasionen konzentriert. Aus dieser Sicht ist die Einteilung der Lasionen in ein binares

System sinnvoll.

Der kombinierte Einsatz von OCT und CEM erscheint fur die Frihdiagnostik des Mundhoh-
lenkarzinoms und deren Vorlaufer vielversprechend. Sie kdnnen dem Kliniker die Entschei-
dung erleichtern, ob eine Lasion kontrolliert werden kann oder bioptiert werden muss. Die
Ergebnisse sollten in groRen randomisierten Studien und mit gréRerer Fallzahl Gberprift und
einheitliche Diagnosekriterien fur die Verwendung der Verfahren erarbeitet werden. Der ra-
sante Fortschritt der Entwicklung optischer Systeme ist bei der OCT gut nachvollziehbar.
Wurden noch vor 6 Jahren OCT-Systeme verwendet, die 1000 A-Scans pro Sekunde liefern,
bieten aktuell Hersteller bereits OCT-Systeme, die deutlich schneller sind (> 32.000 A-Scans
pro Sekunde). Derartige OCT-Systeme werden angewendet zur intraoperativen Chirurgie
des Auges, zur diagnostischen Unterstitzung fur Ophthalmologen und fir Forschungszwe-
cke auch in der HNO-Heilkunde (Lankenau et al. 2013).

Allerdings bestehen diesseits Zweifel an einem Gebrauch der CEM im klinischen Alltag in
der Beurteilung von Lasionen im Kopf-Hals-Bereich. Grund dafir ist zum einen die Praktika-
bilitdt. Das Endoskop muss auf das zu untersuchende Gewebe aufgesetzt werden, wodurch
die Probenentnahme aus exakt derselben Stelle nicht sichergestellt werden kann. Die OCT
hingegen wurde in dieser Arbeit im Non-Kontaktmodus verwendet und ein Pilotstrahl mar-
kierte die jeweilige Region. Ein weiteres bisher ungeldstes Problem ist die Auswertung der

CEM-Aufnahmen, wie in 4.4.2. diskutiert. Oetter et al. geben mit ihrem Score fiir die Auswer-
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tung der CEM einen Ansatz. Allerdings gilt dieser nur fur die Identifizierung von Karzinomen.
Die Entwicklung von Softwarealgorithmen, wie von Betz et al. vorgeschlagen, wirde dieses
und auch das Problem der Untersucherabhangigkeit I6sen. Allerdings sind zum derzeitigen
Stand keine Softwarealgorithmen veroffentlicht. Volgger et al. schlagen in der Kombination
von OCT und CEM ein zweistufiges Verfahren vor. Dies erscheint zweckmafig, doch leider
gaben die Autoren an, nicht die optimalen Diagnosekriterien bei der Bewertung der CEM-
Aufnahmen verwendet zu haben. Sollte dies in einer weiteren Studie korrigiert werden, kénn-

ten daraus allerdings sehr gute diagnostische Wertigkeiten resultieren.

An dieser Stelle sei ebenfalls erwahnt, dass auch andere Indikationen als in der vorliegenden
Arbeit Uberprift werden. So kénnte die OCT auch bei der Einschatzung von Resektionsran-
dern (Hamdoon et al. 2016) und bei der Wahl des Ortes der Biopsie (Adegun et al. 2012)
Verwendung finden. Die CEM konnte ebenfalls zu einem Anstieg der vollstandigen Tumorre-
sektionen fuhren (Englhard et al. 2017).

Der Technik schreitet im Falle der OCT eher fort, als im Falle der CEM. Bei Letzterer wurde
die Fahigkeit des Cellvizio Systems erweitert, indem fluoreszenzmarkierte Antikorper ver-
wendet wurden (Englhard et al. 2017). Bei der OCT stellt beispielsweise die polarisations-

sensitive OCT eine vielversprechende Weiterentwicklung dar.

Die polarisationssensitive OCT (PS-OCT) misst nicht nur die Intensitat des reflektierten Lich-

tes, sondern auch dessen Doppelbrechung im Gewebe.

Kim et al. verwendeten 2010 ein multifunktionelles OCT-System, welches aus der SD-OCT
und der PS-OCT bestand. Sie stellten damit verschiedene Lasionen der Stimmlippe von 22
Patienten in vivo dar. Sie erstellten 3D Rekonstruktionen von Polypen, Noduli, Papillomen,
CIS und Karzinomen und beschrieben die Bilder ausfihrlich. Die PS-OCT stellte die héheren

Kontraste bereit, um die einzelnen Gewebsschichten zu differenzieren.

Ein Jahr spater arbeiteten Burns et al. mit Hilfe desselben multifunktionalen Systems heraus,
welche Informationen die PS-OCT zusatzlich zur OCT bereitstellt. Dafur wurden 23 Patienten
mit 18 benignen und 5 malignen Stimmlippenlasionen in vivo untersucht. Die PS-OCT stellte
die Grenzen zwischen gesunden und pathologischen Gewebe klarer dar als die OCT. Bei
einem Verlust der Gewebsschichtung, wie bei Polypen, Papillomen oder Karzinomen, war
keine Quantifizierung der Doppelbrechung mdéglich. Besonders nutzlich war die PS-OCT bei
der Abgrenzung von Knoten und Narben. Die Autoren sehen die PS-OCT als sinnvolle Er-

ganzung zur OCT.

Auch die PS-OCT wurde bereits mit einem horizontalen Verfahren in Kombination betrachtet.
Yoon et al. kombinierten 2010 die Autofluoreszenz mit der PS-OCT. Eigens zu diesem
Zweck kreierten die Autoren ein multimodales endoskopisches System flr die Visualisierung

der Mundhohle in vivo. Dieses wurde an einem Gewebs- und am Mausmodel getestet und
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schliel3lich fur die Untersuchung einer gesunden menschlichen Wangenschleimhaut und
einer Zunge verwendet. Die einzelnen Gewebsschichten konnten durch die PS-OCT klar
voneinander abgegrenzt werden. In Kombination mit der Autofluoreszenz wurden auch Blut-

gefalle, Lymphknoten und Nerven dargestellt.

Aulerdem erstellten Lee et al. 2012 mit Hilfe einer speziellen Bildanalysetechnik Signalin-
tensitatsprofile aus OCT-Bildern der oralen Mukosa nach dem Vorbild von friher veroffent-
lichten Studien (Tsai et al. 2009). Die Signalintensitat andert sich je nach Vorhandensein und
Verteilung dysplastischer Zellen. Ziel der Autoren war es, eine Standardabweichung der In-
tensitatsunterschiede herauszuarbeiten. Eine bestimmte Standardabweichung sollte die
Grenze zwischen milder und moderater Dysplasie darstellen. Die Ergebnisse erscheinen
vielversprechend, mussen aber in grof3en Studien bestatigt werden. AuRerdem betrachteten
die Autoren nur die Wangenschleimhaut. Ob dieselbe Standardabweichung flr alle Regionen

der Mundhdhle gilt, ist bis dato nicht ermittelt.

Zudem sind speziell entwickelte OCT Scanner in der Lage, die Gewebsperfusion in vivo dar-
zustellen. Diese kann zur Diagnose von Lasionen beitragen und ggf. bei der Auswahl der
Therapie helfen (Ozawa et al. 2009, Choi et al. 2014).

Derzeit wird ein OCT Scanner getestet, der sowohl die Gewebestrukturen, als auch die Ge-

webeperfusion deutlich abbilden kann (Lee et al. 2017).

Mittlerweile wurden auch die High-Definition OCT (HD-OCT) und die High-Speed OCT (HS-
OCT) entwickelt. Erstere zeichnet sich durch eine noch héhere Auflésung durch Synchroni-
sation von Referenzspiegel und fokussierter Ebene aus (Garcia-Hernandez et al. 2013). Die
mit Frequenzen im Megahertzbereich arbeitende HS-OCT verspricht eine hdhere Bildqualitat

und befindet sich aktuell in der Diskussion (Klein et al. 2017).

Es besteht also Grund zu der Annahme, dass sich vor allem die OCT als zukunftstrachtiges
Verfahren weiter entwickeln wird und mdglicherweise bald in der Lage ist, Strukturen der
zellularen Ebene darzustellen. Damit waren dann deutlich zuverlassigere Aussagen Uber den

Schweregrad von Lasionen im Kopf-Hals-Bereich moglich.
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6 Zusammenfassung

Die fruihe Diagnose des oralen Plattenepithelkarzinoms ist essentiell fir das Outcome der
Patienten (Neville et al. 2002). Doch dem Kiliniker stehen zur nicht invasiven Einschatzung
oraler Lasionen lediglich die WeilRlichtmikroskopie und die Biirstenbiopsie zur Verfiigung. Die
Entscheidung, ob eine Lasion kontrolliert oder bioptiert werden muss, sollte durch eine diag-
nostische noninvasive Methode erleichtert werden. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die
CEM und die OCT diese Aufgabe erflillen kdnnen. Hierbei ging es vor allem um schwer ein-
zuschatzende Lasionen der Mundhoéhle. Es wurden 27 Patienten der Hals-Nasen-Ohren-
Klinik Rostock mittels OCT und CEM untersucht und die Ergebnisse mit denen der histopa-
thologischen Untersuchung verglichen. Bei der Diagnostik mittels OCT ergaben sich eine
Sensitivitat von 89% und eine Spezifitat von 79%. Die CEM erbrachte eine Sensitivitat von
78% und eine Spezifitat von 83%. Wurden beide Gerate in Kombination betrachtet, stieg die
Sensitivitat auf 100%, die Spezifitat lag bei 75%. Diese Arbeit zeigt das Potenzial der OCT
und der CEM in der Einschatzung oraler Lasionen. Die Kombination der Methoden ist auf-
grund ihrer jeweiligen Eigenschaften sinnvoll. Diese Ergebnisse mussen in groferen rando-
misierten Studien bestatigt werden. AulRerdem sollten weitere gestufte Verfahren geprift
werden um die Kombination von OCT und CEM in ihrer Nitzlichkeit zu optimieren. Software-
algorithmen kénnten zudem die Diagnostik erleichtern und die Untersucherabhangigkeit der

Verfahren minimieren.

Vor allem die OCT wird als zukunftstrachtiges Verfahren angesehen und ist méglicherweise
bald auch in der Lage, dem Kliniker eine verlassliche Beurteilung von Lasionen des Kopf-

Hals-Bereiches zu liefern.
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8 Anhang

Vierfeldertafeln zum Errechnen der diagnostischen Giitekriterien:

89

Tab. 16: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Giitekriterien der OCT
Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedirftig
OCT kontrollbedurftig 19 1 20
behandlungsbediirftig 5 8 13
24 9 33
Tab. 17: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Giitekriterien der CEM
Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbeddrftig
CEM kontrollbedurftig 20 2 22
behandlungsbediirftig 4 7 11
24 9 33
Tab. 18: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gltekriterien der Kombination
von OCT und CEM
Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbeddrftig
OCT und CEM | kontrollbeduirftig 18 0 18
behandlungsbediirftig 6 9 15
24 9 33




Tab. 19:
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Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung
der gesamten Lasion durch die Tumorchirurgen

Tumorchirurgen Histologie
kontrollbediirftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbediirftig 8 2 10
Beurteilung behandlungsbedurftig 7 8 15
15 10 25
Tab. 20: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung

der gesamten Lasion durch die Assistenzarzte

Assistenzarzte Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbedurftig 12 7 19
Beurteilung behandlungsbeduirftig 3 3 6
15 10 25
Tab. 21: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung
der gesamten Lasion durch die Studenten
Studenten Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbedurftig 32 6 38
Beurteilung behandlungsbeduirftig 7 20 27
39 26 65
Tab. 22: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung

der gewahlten Areale durch die Tumorchirurgen

Tumorchirurgen Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbedurftig 17 2 19
Beurteilung behandlungsbeduirftig 10 16 26
27 18 45
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Tab. 23: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung

der gewahlten Areale durch die Assistenzarzte

Assistenzarzte Histologie
kontrollbediirftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbediirftig 23 12 35
Beurteilung behandlungsbedurftig 3 4 7
26 16 42
Tab. 24: Vierfeldertafel zum Errechnen der diagnostischen Gutekriterien der Einschatzung
der gewahlten Areale durch die Studenten
Studenten Histologie
kontrollbedurftig | behandlungsbedurftig
Makroskopische | kontrollbedurftig 47 13 60
Beurteilung behandlungsbeduirftig 8 20 28
55 33 88
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Tiefenscans von gesunden Regionen der Mundhohle mittels starrer konfokaler Endo-

mikroskopie:

Lippe Innenseite 0-80 um

Abb. 28: Scan der Lippe in 0-80 pm Tiefe.



93

Lippe Innenseite 81-160 pm

Abb. 29: Scan der Lippe in 81-160 um Tiefe.

Lippe Innenseite 161-240 um
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Lippe Innenseite 241-320 um

Abb. 31: Scan der Lippe in 241-320 ym Tiefe.

Mundboden Tiefenscan von 0-80 pm

Abb. 32: Scan des Mundbodens in 0-80 um Tiefe.
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Mundboden Tiefenscan von 81-160 pm

Abb. 33: Scan des Mundbodens in 81-160 ym Tiefe.

Wange Hinten Tiefenscan 0-80 um

Abb. 34: Scan der Wange in 0-80 ym Tiefe.
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Wange Hinten Tiefenscan 81-160 pm

Abb. 35: Scan der Wange in 81-160 pym Tiefe.

Wange Hinten Tiefenscan 161-240 ym

Abb. 36: Scan der Wange in 161-240 um Tiefe.



Zungenseitenrand Tiefenscan 0-80 pm

Abb. 37: Scan der Zunge in 0-80 pym Tiefe.

Zungenseitenrand Tiefenscan 81-160 pm

Abb. 38: Scan der Zunge in 81-160 um Tiefe.
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Abbildung der gesunden Mundschleimhaut mittels OCT:

Abb. 39:

OCT-Bild einer gesunden Wangenschleimhaut.
Die obere Abbildung zeigt eine gesunde Wangenschleimhaut mit roter Linie in der
Scanposition der iOCT. Das untere Bild ist das entsprechende OCT-Bild. Die wei-
Ren Pfeile zeigen die Grenzschicht zwischen dem Epithel und der Lamina propria
(300x300 DPI) als Korrelat zur Basalmembran.
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Doppler measurement=0,000000
Scan angle=n.a.

Data type=BE-8can

Actuator position=530,000000
OCT-lenze Zoom)=83,000000
Iris position=83,000000
Substate-revolve i=Comea
MNumber A-Scans X=1000,000000
MNumber B-Scans ¥=30,000000
Fange X [mm]=15, 135000
Fange ¥ [mum]=3,783230

Fange £ [mm]=n.a.

Zoom microscope=3240234
Focus microscope=204,000000

Abb. 40: Scanparameter zu Abb. 39.
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Abb. 41: OCT-Bild eines gesunden Mundbodens.
Die obere Abbildung zeigt eine gesunde Schleimhaut des Mundbodens mit roter
Linie in der Scanposition der iOCT. Das untere Bild ist das entsprechende OCT-
Bild. Die weillen Pfeile zeigen die Grenzschicht zwischen dem Epithel und der
Lamina propria (300x300 DPI) als Korrelat zur Basalmembran.



Abb. 42:
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Doppler measurement=0,000000
Scan angle=n.a.

Data type=B-Scan

Actuator position=3582,000000
OCT-lense (Zoom)=83,000000
Iris position=84,000000
Substrate-revolve r=Comea
Mumber A-Scans X=1000,000000
Number B-Scans Y=30,00000
Fange X [mm]=15,133000
Fange ¥ [mm]=3,783230

Fange Z [mm]=n.a.

Zoom microscope=3,240234
Focus microscope=206,000000

Scanparameter zu Abb. 41.
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Thesen

1.

10.

11.

12.

Karzinome der Mundhoéhle und des Rachenraumes zeigen steigende Inzidenzen und

hohe Diagnoseraten im T 4 Stadium.

Die Uberlebensraten hangen vom T Stadium bei Erstdiagnose ab, somit ist die friihe

Diagnose essentiell fur das Outcome der Patienten.

Der Kliniker muss anhand der Makroskopie, der Tastuntersuchung und der Anamne-
se entscheiden, ob eine orale Lasion bioptiert werden muss oder kontrolliert werden

kann.

Die korrekte Bewertung von schwer einzuschatzenden Lasionen der Mundhdhle ist
von der Erfahrung des Untersuchers abhangig und selbst fir erfahrene Tumorchirur-

gen schwierig.

Fir die bei bestehender Restunsicherheit von der Leitlinie empfohlene Blrstenbiopsie

werden in der Literatur stark schwankende diagnostische Gltekriterien angegeben.

Zu untersuchen ist, ob die OCT und die CEM die Unterscheidung zwischen kontroll-
und behandlungsbedirftigen Lasionen erleichtern kénnen und somit in der Frihdiag-

nostik des Mundhdhlenkarzinoms eingesetzt werden sollten.

In der vorliegenden Arbeit erreichten beide Verfahren eine Vorhersagegenauigkeit

von 82% in der Differenzierung von low- und high-grade Lasionen.

Die Kombination der beiden Verfahren ist aufgrund der sich ergdnzenden Eigenschaf-

ten sinnvoll.

Die OCT stellt das Gewebe im Querschnitt dar und hat die héhere Penetrationstiefe,
die CEM erstellt horizontale Schnitte und lasst aufgrund der hohen Auflésung die Be-

urteilung des Gewebes mittels histologischer Kriterien zu.

Normaldaten der Epitheldicken der verschiedenen Regionen der Mundhdhle zur Set-

zung von Cutoffs zwischen low- und high-grade Lasionen sollten generiert werden.

Die Bewertung der CEM-Bilder erfordert histopathologische Kenntnisse und die Er-

fahrung des Untersuchers.

Vor allem die OCT wird als zukunftstrachtiges Verfahren in der Frihdiagnostik von

oralen Lasionen angesehen.
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