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1 Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland stellen maligne Erkrankungen nach Herz-
Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache dar S"aur et al. 1991 " Bej gjner
leicht rlcklaufigen Tendenz der altersbereinigten Krebssterblichkeit stirbt jedoch noch
immer jeder vierte in Deutschland an Krebs und jeder dritte an den Folgen einer Herz-
Kreislauferkrankung Becker & Wahrendorf, 1997 pattenepithelkarzinome der Schleimhaute des
oberen Aerodigestivtraktes stehen mit einer weltweiten Inzidenz von Gber 500.000 Fal-
len pro Jahr an sechster Stelle aller malignen Neubildungen bei Menschen Pain etal. 1999
Damit machen die Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes 3,6 % aller
malignen Tumorerkrankungen und 2,2 % aller Krebstodesfalle aus.

Atiologisch wird — wie bei nahezu allen Neubildungen — ein multifaktorielles Gesche-
hen angenommen. Im Gegensatz zu zahlreichen anderen Tumorarten spielen bei der
Entstehung eines Kopf-Hals-Karzinoms exogene Faktoren eine wichtige Rolle. Als
Hauptrisikofaktoren konnten in mehreren epidemiologischen Studien der Zigaretten-
und Alkoholkonsum identifiziert werden Besat et al. 1997; Burch et al., 1981; Dietz, 2004; Laniado et al.
1981; Macfarlane et al., 1995; Maier et al., 1994b; Merletti et al., 1989’ die auch durch das Internationale
Krebsforschungszentrum als Kausalzusammenhang benannt werden. Weiterhin wird
dort eine epidemiologische Evidenz zu beruflicher Asbestexposition beschreiben. Danii-
lidis erkannte 1983 einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Umweltbelastung
und der Ausbildung schwerer Epithelveranderungen Danilidis. 1983

Daneben sind eine mangelnde Mundhygiene Merene-topez et al. 2000 \yaitere berufliche Ex-

Maier etal, 19942 ‘oy\njje - besonders auf dem asiatischen Kontinent — der Genuss

Zain et al., 1999

positionen
von Kautabak und Betelnuss ebenfalls von Bedeutung
Plattenepithelkarzinome des Kehlkopfs stellen mit einem Anteil von knapp 30 % das
haufigste Malignom im Kopf-Hals-Bereich dar. In Europa ist das Larynxkarzinom das
haufigste Karzinom des oberen Aerodigestivtraktes Mater 1997,

Kehlkopfkrebs gehért zu denjenigen Tumorarten, die erfolgreich therapiert werden
konnen. Die relativen Finfjahresiberlebensraten werden fur Méanner vom Saarlén-
dischen Krebsregister mit 65,4 % und vom Register der ehemaligen DDR mit 55,5 %
angegeben, sowie fur Frauen mit 75,8 % (West) und 66,4 % (Ost). Es sind signifikant
mehr Manner als Frauen betroffen Kresatlas: 2003; Laniadoetal, 1981 51307 et al. berichten iber

63,3 % frihdiagnostizierte Stimmlippenkarzinome in den Stadien Tis und T1, die nach



primar chirurgischer Therapie eine Fiinfjahresiiberlebensrate von 100 % aufwiesen ¢

etal., 1989

Die Suche nach einer Methode zur Friherkennung von prakanzerdsen und kanzerésen
Schleimhautl&sionen ist schon seit langem ein entschiedenes Ziel in der Tumordia-
gnostik. In diesem Zusammenhang wird der Autofluorezenzendoskopie bereits in vielen
Fachbereichen ein zukunftsweisendes Potential zugesprochen A" et &l 1999; Arens et al., 2003;

Arens et al., 2004; Baletic et al., 2004; Malzahn et al., 2002; Dhingra et al., 1996; Fryen et al., 1997; Gillenwater et al., 1998 a, b;

Mostafa et al., 2007; Ramanujam et al., 1994; Rydell et al., 2008; Sadri et al., 2006; Zargi et al., 1997 Unterstiitzend zur

klinischen Untersuchung konnte mit der Autofluoreszenzendoskopie in der Unterschei-
dung einfacher Hyperplasien und prékanzerdser Lasionen eine Spezifitat von 97,3 % bei
einer Sensitivitat von 83,3 % erreicht werden Mz etal. 2002 740 et al. verwendeten
1997 das Lung Imaging Fluorescence Endoscope (LIFE) zur Autofluoreszenzerzeugung
und stellten fest, dass die Kombination von Weilllicht-Laryngoskopie und dem LIFE-
System zur Detektion finfmal mehr Karzinome fiihrt, als die Diagnostik mit reinem
WeiBlicht, bzw. viermal mehr Karzinome, als durch die alleinige Verwendung LIFE
entdeckt wurden 229" etal- 1997,

Der besondere Vorteil dieser Methode ist die gut tolerable Anwendbarkeit fur den Pa-
tienten verbunden mit dem geringen Zeitaufwand und den geringen Kosten.

Das Gewebe kann allein durch die Bestrahlung mit einer geeigneten Lichtquelle zur Ei-
genfluoreszenz angeregt werden. Es werden keine exogenen Fluorophore bendtigt. Das
Verfahren, fluoreszente Tumormarker wie Tetracycline oder Hematoporphyrinderivate
zu applizieren, konnte sich auf Grund des hohen Kostenaufwandes und der erhthten

Photosensibilitat der Patienten bei Tageslichtexposition nicht durchsetzten -éonard & Becker,

1971; Zargi et al., 1997.

In der vorliegenden Arbeit soll die Autofluoreszenzdiagnostik bezlglich ihrer Phéno-
mene bei der klinischen Anwendung bei pTla Larynxkarzinomen und deren dysplas-
tischen Vorstufen, bzw. die Verbindung zwischen Autofluoreszenzverlust und Epithel-
dicke untersucht werden.

Ziel dieser Studie ist es, verschiedene Epithellasionen in ihrer vertikalen Ausdehnung
zu vermessen, Orientierungsbereiche dieser Epitheldicken zu finden und zu vergleichen,
ob sich diese Veranderungen in charakteristischer Art und Weise dem zugehdrigen Au-

tofluoreszenzbild zuordnen lassen.



1.1 Grundlagen der Kehlkopfanatomie und -histologie

Der Kehlkopf stellt ein doppeltes Sphinktersystem dar. Er umgibt den Abgang der unte-
ren Atemwege vom Oro-Hypopharynx und bildet mit der Glottis (terminologische Zu-
sammenfassung der beiden Stimmlippen) und den unteren Taschenfalten den funktio-
nell wichtigen Verschluss des Eingangs in die Luftrohre. Die Bewegungen des Kehl-
kopfes nehmen Einfluss auf die Phonation und die Atmung.

Friedrich unterteilt die Glottis in einen anterioren, bei der Phonation freischwingenden,
und einen posterioren Abschnitt, der aus dem elastischen Anteil des Processus vocalis
und dem hyalinen Aryknorpel besteht. Dabei nimmt der posteriore Anteil bei Mannern
37%, bei Frauen 42% der Gesamtglottislange ein Triedrich 1993,

Die Sphinktersysteme werden physiologisch bei allen Kérperaktivitaten genutzt, die ei-
nen Ausatmungsstop bendtigen, wie z.B. die Erhohung des intraabdominellen Drucks.
Auf Grund der unterschiedlichen anatomischen Ausrichtung und der funktionellen
Kopplung von Atmungs- und Korpermuskulatur bilden die Stimmlippen hierbei ein
Einatmungsventil, die Taschenfalten in funktioneller Kopplung mit der ary-
epiglottischen Region ein Ausatmungsventil Kmse etk 1997,

Der Kehlkopf ist etwa 4-7 cm lang. Das Gerlst besteht aus Knorpeln, wobei die Stell-
knorpel in Funktion durch die Kehlkopfmuskeln gegeneinander bewegt werden kdnnen.
Der Knorpel in der Larynxhinterwand verhindert das Kollabieren des Atemwegs in die-
sem Abschnitt.

Die paarig angelegten Stellknorpel bestehen groRtenteils aus hyalinem Knorpel, ihr Pro-
cessus vocalis hat eine elastische Struktur. Die Knorpelteile sind gelenkig verbunden
und Bewegungen werden durch einen intercartilagindren Muskelkomplex gewahrleistet,
der bei Atmung, Phonation, und dem Verschlul der Luftréhre aktiviert wird. Die Inner-

vation erfolgt Uiber Aste des Nervus vagus.



(Abb.1.1), Rauber Kopsch Bd..2



1.1.1 Die Schleimhaut

Die das Kehlkopfinnere auskleidende Schleimhaut ist mit Ausnahme des von Platten-
epithel bedeckten Anteils der Plica vocalis blassrosa. An den Stellen, wo die Schleim-
haut mit den Kehlkopfknorpeln fest verbunden ist, erscheint ihre Oberflache glatt. In
den Ubrigen Anteilen ist sie unterschiedlich stark in Falten gelegt. Da eine Tunica mus-
cularis mucosae fehlt, ist eine scharfe Trennung zwischen Tunica mucosa und submu-
cosa nur schwer durchzufuhren. Unter der Mucosa des Kehlkopfeingangs liegt eine
dunne Schicht elastischer Fasern, die bis in die Taschenfalten hineinreicht. Eine andere,
kraftiger entwickelte Lage elastischer Fasern beginnt in dem Ligamentum vocale und
zieht unter der Schleimhaut bis zur Innenseite des Ringknorpels und bildet als Conus
elasticus eine Grenzschicht zwischen Mucosa und Submucosa.

Der groRte Teil des Kehlkopfinneren wird von einem respiratorischem Epithel, einem
mehrreihigen Flimmerepithel mit eingelagerten Becherzellen, ausgekleidet. Daneben
kommen an einigen Stellen mit grofler Regelmé&Rigkeit, an anderen jedoch individuell
unterschiedlich groRe Inseln von mehrschichtigem unverhorntem Plattenepithel vor. Die
Verteilung dieser Epithelarten kann individuell stark variieren und hangt von heredi-
taren, konstitutionellen und exogenen Faktoren ab Panilidis etal. 1983; Kambi¢ & Gale, 1995

Das Vorkommen von Plattenepithel im Respirationstrakt wird vielfach mit einer er-
hohten mechanischen Beanspruchung in Zusammenhang gebracht und als funktionelle
Metaplasie bezeichnet STPa-Martindie, 1997 4t finden sich keine Becherzellen einsasser. 1959
Genau dies gilt fur das Epithel im Bereich der Stimmlippen. Das Epithel der lingualen
Flache, der Epiglottis, sowie des Kehlkopfeingangs bis in die Kehlkopfhinterwand
stammt aus der Schlundanlage und ist dhnlich wie die Schleimhaut des Oropharynx
aufgebaut. Je nach Reiz und Alter kénnen an der Plica ventricularis ebenfalls Platten-
epithelmetaplasien auftreten. Die Verteilung der Epithelarten kann auf den Taschenfal-

ten sowie im gesamten ubrigen Bereich des Cavum laryngis individuell stark variieren.



Das mehrschichtige unverhornte Plattenepithel zeigt die typische Schichtung mit einem

Stratum basale (1), Stratum spinosum (2) und Stratum superficiale (3) (siehe Abb.1.2).

—

I 1)

 (Abb.12)

Die Anzahl der Epithelschichten ist individuell verschieden. Einflussfaktoren der Epi-
theldicke sind das Alter, Geschlecht und die Lebensgewohnheiten. Beim Neugeborenen

findet man ca. 5 — 7 Epithellagen Kleinsasser. 1959

, wéhrend beim &lteren Menschen in Ab-
hangigkeit von Geschlecht und Lebensgewohnheiten das normale Epithel bis auf ca.
10 - 20 Epithellagen verdickt sein kann. Nach Jelinek schwankt die Dicke des normalen
Stimmlippenepithels zwischen 120 und 200 pm J!inek: 1966

Stell beschrieb Epitheldicken von Leichenkdpfen zwischen 400 =500 pm bei Mé&nnern
und 300 — 400 um bei Frauen 5" 8 Dagegen berichten Ximenes Filho et al. in einer
histomorphometrischen Studie an gesunden Leichenkehlkdpfen davon, dass kein signi-

fikanter Zusammenhang zwischen der Epitheldicke und dem Alter festzustellen sei "™

nes Filho et al., 2003.

Entlang des Stimmlippenverlaufs zeigt sich eine fusiforme Veranderung der Epitheldi-
cke: Die Epitheldicke im Zentrum der Stimmlippe ist groRer, als im Vergleich zur vor-
deren Kommissur und der Aryregion S* 1978,

Die Zellen des mehrreihigen Flimmerepithels haben in der obersten Schicht einen gut
ausgebildeten Zilienbesatz. Der Ubergang von mehrschichtigem Plattenepithel in das
mehrreihige Flimmerepithel kann sich durch ein allméhliches Hoherwerden der ober-
flachlichen Zellen vollziehen, wodurch das Bild eines mehrschichtigen Zylinderepithels

(sog. Ubergangsepithel) entsteht. An anderen Stellen, so vor allem an den inselférmigen



Plattenepithelnestern, gehen beide Epithelarten direkt ineinander Gber. Bei chronischen
Noxen (z.B. Alkohol- und Nikotinkonsum) kann es zum Ersatz von Flimmerepithel
durch Plattenepithel kommen. An den Zellen derartiger Ubergangszonen lasst sich als
Zeichen metaplastischer und regenerativer VVorgange eine morphologische Vielgestal-
tigkeit beobachten. Sowohl an derartig umgewandelten Zellen als auch am dbrigen Plat-
tenepithel kann es durch chronisch schadigende Einwirkungen von auf’en und durch
Entzindungen zu einer Epithelverdickung sowie zu Veranderungen der oberflachlichen
Schichten mit einer echten Verhornung kommen. Man findet an solchen Stellen eine
Verbreiterung des Stratum spinosum, an das sich ein Stratum corneum anschlief3t. Die
Tonofilamente lagern sich hierbei zu gréberen Biindeln zusammen und treten zu Kera-
tohyalingranula in Beziehung Behendes. 1962

Unter der Schleimhaut verlduft die Membrana fibroelastica laryngis, die aus einem
dichten elastischen Fasernetz besteht und um die Cavitas infraglottica einen kraftigen
Conus elasticus bildet. Dieser entspringt von der Innenseite des Ringknorpels und setzt
sich kranialwaérts in die beiden Stimmbénder (Ligamenta vocalia) fort. Ventral inserie-
ren sie an der Innenseite des Schildknorpels, nach dorsal sind sie mit dem jeweiligen
Processus vocalis des zugehdrigen Stellknorpels verwachsen.

Die Lamina propria ist im Eingangsbereich des Kehlkopfes sehr locker, es sind viele se-
romukése Driisen eingelagert S12-Martindié, 1997 ' Baraich der Stimmlippe kann man sie
in drei Schichten unterteilen, man findet dort keine Drlsen. Tiefe Anteile der Lamina

propria sind mit dem Perimysium des Musculus vocalis Uber Retikulinfasern verbunden
Tillmann & Schiinke, 1989
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1.2 Prakanzerosen

1.2.1 Terminologie der Prakanzerosen und Klassifikation

Die Frage nach einer morphologisch definierbaren Form einer Prékanzerose des Larynx
wurde schon 1923 von Jackson diskutiert. Die ersten detaillierten Beschreibungen von
Prékanzerosen des Larynx stammen von Benjamins und Klestadt sowie von dem Urhe-
ber der Bezeichnung ,,Carcinoma in situ® Broders Bemamins. 1928 Broders, 1932; Klestadt, 1628

Am Kehlkopf wurden systematische Untersuchungen von Prékanzerosen mit Einfih-
rung der Mikrolaryngoskopie moglich. Somit kénnen Schleimhautveranderungen frih-
zeitig und sehr gewebeschonend resiziert werden Kleinsasser. 1963

Die Unterteilung des verdnderten Epithels erfolgt anhand verschiedener histologischer
Kriterien und Klassifiziert die verschiedenen Risikostufen vom hyperplastischen Epithel
bis hin zum Karzinom.

Unter einer Prakanzerose versteht man morphologisch verandertes Gewebe, in dem sich
haufiger, als in normalem Vergleichsgewebe Krebs entwickelt, wenn eine solche Ver-
anderung nicht entfernt, sondern nur beobachtet wird Shanmugaratnam & Sobin, WHO, 1991

Laut einer weiteren WHO-Definition ist die Leukoplakie ein weiBer, nicht abwischbarer
Fleck der Schleimhaut, der keiner anderen Krankheit zugeordnet werden kann. Der
Begriff Leukoplakie ist eine rein klinische Bezeichnung. Die Abwesenheit jeglicher his-
tologisch spezifischer Bedeutung ist wichtig, weil diese Schleimhautverédnderung histo-
pathologisch von einer einfachen epithelialen Hyperplasie bis hin zum invasiven Plat-

tenepithelkarzinom reichen kann G2 & @l 2008

Isenberg et al., 2008; Kambi¢ & Gale, 1995

, erst durch eine Biopsie erfolgt die definiti-
ve Diagnose
Auch die Erythroplakie ist ein streng klinischer Begriff, der eine Rotung der Schleim-
haut beschreibt, welche im Rahmen der Diagnostik zundchst nicht weiter differenziert
werden kann. Erythroplakische Veranderungen stellen sich histologisch haufig als obli-
gate Prakanzerosen dar.

Hingegen ist die Keratose ein histologischer Begriff und beschreibt die pathologische
Produktion und Akkumulation von Keratin an der Oberflache des laryngealen Epithels,
welches normalerweise aus einem nicht verhornten mehrschichtigen Plattenepithel be-
steht Shanmugaratnam & Sobin, WHO, 1991; Kambic & Gale, 1995 ‘\1an (nterscheidet weitere Subformen:

Ist das Zytoplasma der aufliegenden Epithelzellen vollstdndig durch Keratinfilamente
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ersetzt und der Zellkern als Strukturbaustein nicht mehr zu erkennen, bezeichnet man
dies als Orthokeratose. Wenn die Zellkerne in der Keratinschicht vorliegen, spricht man
von einer Parakeratose Ferlito, 1993; Kambic et al., 1989.

Durch eine derartige Schicht kdnnen die verschiedensten pathologischen Verénde-
rungen maskiert werden. Eine Studie von Frangez et al., 1997 konnte zeigen, dass eine
Keratinschicht in 62,6 % der untersuchten hyperplastischen Verédnderungen vorlag. In
nur 0,2 % wurden Keratosen ohne epitheliale VVeranderungen beobachtet 7a"9ez etal. 1997,
Nach Hellquist, 1982 gibt es keine morphologischen, oder photometrischen Griinde eine
isoliert vorliegende Hyperplasie oder Hyperkeratose als pramaligne anzusehen.

Ebenso ist die Dysplasie ein rein histopathologischer Begriff, der sich an dem Grad der
zelluldren Proliferation und den epithelialen Alterationen, die zelluldre und die nukleére
Veranderungen einschlief3en, orientiert. Weiterhin spielt die Dicke der Schleimhaut eine
wichtige Rolle, die mehr oder weniger Abweichungen von der normalen Schichtung
zeigen kann.

Eine erhohte Zellanzahl ohne zellulére Atypien, die zu einer Verdickung des Gewebes

Hellquist, 1982

flhrt, bezeichnet man als Hyperplasie , sie ist eine unspezifische Reaktion des

Gewebes auf verschiedene Reize und geht oft mit Entziindung und Regeneration einher
Burkhardt, 1997.

Der Begriff der Dysplasie beschreibt dagegen verschieden schwere préneoplastische
Zellatypien in Verbindung mit einer Stérung im Epithelaufbau, die zu einer mehr oder
weniger starken Verdickung im Epithel fiihren kann. Uber den Begriff ,,Praneoplas-
tisches Epithel* herrscht unter den Autoren eine &hnliche Unstimmigkeit, wie in der
graduellen Einteilung der Dysplasien. Hellquist beschreibt in einer photometrischen
Studie von 1981 Untersuchungen, nach denen es keine Griinde gibt, mittelgradige
Dysplasien als praneoplastisch anzusehen Heflauistetal. 1981

In unserer Studie orientieren wir uns an der Klassifikation nach Kleinsasser (siehe Kapi-
tel 1.2.3). Er hat ein Gradingsystem entwickelt, das im Gegensatz zu dem der WHO
Shanmugaratnam & Sobin, WHO, 1991 1y, drej statt vier Schweregrade (Dysplasie Grad I, 11, 111
und Karzinoma in situ) unterscheidet.

Eine weitere Erhéhung der atypischen Prozesse und eine vollige Aufldsung der physio-
logischen Epithelschichtung bezeichnet man als Karzinoma in situ. Das zellulare Bild
entspricht dem eines Karzinoms, wobei keine Invasivitat vorliegt, d.h. die Basal-

membran bildet eine Grenze, die nicht tiberschritten wird Ecke! etal- 2008
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Karzinome werden in der TNM-Klassifikation an Hand ihrer Ausdehnung in verschie-
dene Stadien eingeteilt. Wir werden uns in der vorliegenden Arbeit auf die Betrachtung
der pTla-Karzinome beschranken. Dabei bedeutet das p, dass eine histologische Dia-
gnosesicherung erfolgte. Im anatomischen Bezirk ,,Glottis* beschreibt Tla, dass der
Tumor auf ein Stimmband begrenzt ist, es liegt eine normale Stimmbandbeweglichkeit

Vor.

1.2.2 Kilassifikation nach Kleinsasser

In der Literatur kdnnen heute Uber 20 verschiedene Klassifikationen beziglich der epi-
thelialen Veranderungen gefunden werden, wobei manche bereits eine Hyperplasie als
Prakanzerose einstufen, wahrend andere fortgeschrittene Dysplasien noch als préma-
ligne Lasion bezeichnen ¥™“ 178 "vjele sind ahnlich, doch meist werden drei Stufen
epithelialer Veranderungen unterschieden, denn eine gréRere Anzahl der Untergruppen
fiihrt nach Kleinsasser, 1987 meist zu einer subjektiveren Beurteilung - und kann in ei-
ner falschen Interpretation der L&sion enden.
Allen Publikationen gemeinsam ist ein Staging nach morphologischen Gesichtspunkten,
wobei besonders haufig die drei folgenden Kriterien als Basis der Einteilung benannt
werden:

- die Dicke der Keratinschicht S2riel & Jones, 1962; Putney & O'Keefe, 1953

- Grad der zellularen Atypie, sowie das Vorhandensein und die Dicke der Kera-

tinschicht Crissman, 1979; Goodman, 1984; Norris & Peale, 1963

Grad der zellularen Atyple und HyperpIaSIe Hellquist et al., 1982; Kambi¢ & Lenart, 1971; Klein-

sasser, 1963; Leroux-Robert & Poncet, 1974; Lubsen & Olde Kalter, 1992; Sugar 1976

Der Grad der Keratinisierung wird von diversen Autoren als Allgemeinreaktion auf die
verschiedensten schadigenden Einfliisse beschrieben, und stellt lediglich ein Stadium
der zellularen Reife, bzw. des Verfalls dar. Ihr wird keine wichtige prognostische In-
formation zugeschrieben Crissman et al., 1993; Kambi¢ & Gale, 1986

Bereits 1959 erstellte Kleinsasser eine 3-stufige Einteilung zur histologischen Klassifi-
kation. 1963 modifizierte er selbige in 1. Einfach hyperplastisches Epithel, 2. Hyper-
plastisches Epithel mit vereinzelten ortlichen Atypien, 3. Prékanzerdses Epithel oder

Karzinoma in situ MM 1977 |n 1987 Uberarbeitete er das System erneut und fand so
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seine aktuelle Form. Die Klassifikation beinhaltet prognostische Signifikanz, denn das
Risiko einer spateren Entartung in ein Karzinom erhéht sich von Grad 1 zu Grad 3 ©'%
Kalter, 1986; Kleinsasser 1959, 1963, 1987.

Grad 1 bezeichnet die einfache Epithelhyperplasie, Grad 2 die mittelschwere und Grad
3 beinhaltet schwere Hyperplasie und Karzinoma in situ. Kleinsasser verwendet den
Begriff der Hyperplasie, der heute allgemein als Bezeichnung fur eine nichtneoplas-
tische Veranderung gilt. In Anlehnung an eine Studie von Dreyer et al., 2004 werden
wir uns in unserer Studie zwar auf die Einteilung nach Kleinsasser beziehen, aber den
Begriff der Hyperplasie durch ,,Dysplasie* modifizieren Preveretal. 2004,

Die einfache Epitheldysplasie wird Uberwiegend als gutartige Epithelverdnderung ge-
wertet, die im Rahmen von Entzlindungen oder reaktiven Veranderungen beobachtete
wird.

Bei erhaltener Schichtung und Polaritét der Epithelzellen liegt eine verzdgerte Zellrei-
fung vor, die Grenze zum Stratum spinosum ist unscharf. Leichte Dysplasien sind riick-
bildungsfahig.

Die schwere Epitheldysplasie sowie das Karzinoma in situ werden zu einer Gruppe zu-
sammengefasst, eine Unterscheidung zwischen schwerer Dysplasie und Karzinoma in

0 Shanmugaratnam & Sobin, WHO, 1991

situ, wie sie im 4-stufigen Gradingsystem der WH , oder

der Kambi¢ - Lenart — Klassifikation kambic-Lenart, 1971

vorliegt, findet bei Kleinsasser
nicht statt. Es tritt ein Verlust der normalen Schichtung und zellul&ren Differenzierung
auf. Parabasal sind vermehrt Mitosen, sowie atypische Mitosen nachweisbar. Nur in den
oberen Zellschichten befinden sich ausdifferenzierte, sonst atypische Zellen mit deut-
licher Kernpolymorphie. Franz, 1978; Kambi¢, 1997; Laniado et al., 1981; Shanmugaratnam &Sobin, WHO, 1991.
Diese Befunde kennzeichnen das Bild einer obligaten Prédkanzerose. Es konnte gezeigt
werden, dass sich schwere Dysplasien klinisch dhnlich verhalten, wie Karzinomata in
sity Hellauist et al. 1982 - Apalog dazu konnten auch in Untersuchungen des DNA-Gehaltes
der beiden Gruppen keine Differenzen gefunden werden, die eine Unterscheidung recht-
fertigen WUrden Crissman & Zarbo, 1989; Dreyer et al., 1995.

Als mittelgradige Dysplasien werden Veranderungen zusammengefasst, deren Erschei-
nungsbild zwischen der einfachen Epitheldysplasie und dem Karzinoma in situ einge-
ordnet werden kann. Im basalen Epitheldrittel finden sich vermehrt Mitosen, man kann
polymorphe und hyperchromatische Zellkerne erkennen, die bis in das Stratum spino-
sum reichen. Eine Schichtung ist noch zu erkennen. Mittelgradige Dysplasien stufte

Kleinsasser als fakultative Prakanzerosen ein.
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Da gezeigt werden konnte, dass sich schwere Epitheldysplasien klinisch ahnlich verhal-

Crissmann et al., 1989; Hellquist et al., 1982

ten wie Karzinomata in situ , wurden ahnliche dreistufige

Klassifikationssysteme auch von anderen Untersuchern verwendet AMonelli et al. 1991; Resta et

aL,1992'

Auch wenn das von Kleinsasser eingefuihrte Gradingsystem gute Kriterien fiir die wei-
tere klinische VVorgehensweise liefert, l&sst sich das biologische Verhalten der Epithel-
dysplasien hieraus nicht immer ableiten.

Die histologische Zuordnung der Dysplasiegrade hangt sowohl vom jeweiligen Unter-
sucher und dessen Erfahrung, als auch von dem verwendeten Klassifikationssystem ab
und ist somit partiell subjektiv. Aufgrund dieser Problematik gibt es derzeit vielfaltige

Bemiihungen objektive Zuordnungskriterien zu entwickeln Preyer & Glanz 2004

1.2.3 Problematik des Prakanzerosebegriffs

Seiferth und Glanz publizierten 1971 die Daten der Beobachtung von Spontanverldufen
prékanzertser Lasionen. Hierbei trat in 53 % eine maligne Entartung auf. VVon diesen
starben 32 % am Tumor Seiferth & Glanz. 1971 "1y yerdachtige Epithelveranderungen heute in
der Regel im Rahmen einer Mikrolaryngoskopie durch eine Exzisionsbiopsie fir den
Patienten wenig belastend entfernt werden kdnnen, kommt die Mdglichkeit einer Be-
obachtung nicht mehr in Betracht. Nur selten ergibt sich noch die Beobachtung des bio-
logischen Endpunktes (z.B. maligne Transformation, spontane Riickbildung) Pr®® &
Glanz, 2004 - GrgRere prospektiv angelegte Verlaufsstudien, die fir die Evaluation neuer
Klinischer und histopathologischer Diagnoseparameter wichtig wéren, sind somit aus
ethischen Griinden nicht mehr durchfiihrbar K1€nsae" 1987 - Bag erschwert Entwicklung,
Test und Anwendung von Gradingsystemen fir dysplastische Epithelverdnderungen in
diesem Bereich, vor allem fiir Falle mit nur leichten Zellatypien und minimalen struktu-
rellen Veranderungen. Sie kdnnen gutartig sein, oder auch Vorlauferlasionen hochdiffe-
renzierter Karzinome entsprechen. Das bedeutet, dass man den Begriff Prakanzerose
nur auf Gewebe- bzw. Zelleigenschaften beziehen kann, die sich in &lteren Beobach-
tungsstudien als prognostisch relevant erwiesen haben, d.h. deren Nachweisbarkeit

uberzuféllig mit einem gunstigen oder weniger giinstigen Krankheitsverlauf in Verbin-
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dung gebraCht wurde Derout et al., 1971; Friedberg et al., 1971; Hellquist et al., 1982; Kleinsasser, 1959; Kleinsasser,

1963; Maguire, 1974; Quante et al., 1976; Robbett, 1972; Seiferth & Glanz, 1971 Eine solche Beobachtung —

Hinweise auf ein prakanzeroses Potential liefern, wenn der Ubergang in eine hohergra-
dige Dysplasie vorliegt Prever 2001,

(Abb.1.3a)

(Abb.1.3b)
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(Abb.1.3¢)

Man unterscheidet fakultative (niedrige Entartungsfrequenz) von obligaten (hohes Ent-

Pschyrembel, 258.Auflage Eine fakultative

artungsrisiko in relativ kurzer Zeit) Prékanzerosen
Prakanzerose liegt demnach immer bei Dysplasien Grad 2 (Abb.1.3b) vor, aber nicht
unbedingt bei Dysplasien Grad 1 (Abb.1.3a). Obligate Prakanzerosen beinhaltet die
Gruppe der Dysplasien Grad 3 (Abb.1.3c), beziehungsweise die, der Karzinomata in

situ.

1.2.4 Laryngoskopie und Mdglichkeiten

1.2.4.1 Indirekte Laryngoskopie

»Eine Vorrichtung, welche die Strahlen des Lichtes in innere Hohlen des lebenden ani-
malischen Korper fuhrt und aus diesem wieder in das Auge zuruckleitet, heifl3e ich einen
Lichtleiter.« B?2": 18% Mt diesen Worten hatte Philipp Bozzini bereits 1806 die grund-
legende Idee fiir die erst viel spater entwickelten Endoskope. Er benutzte eine Kerze als
Lichtquelle, die sich fur eine ausreichende Sicht als zu schwach herausstellte. In 1829
fuhrte Babington die erste indirekte Laryngoskopie mit dem von ihm entwickelten
,Glottiscope* durch. Hierbei diente ihm die Sonne als adéquate Lichtquelle, die durch

einen Spiegel fokussiert wurde BaPington. 1829,
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Der Spanier Garcia war 1855 der erste, der seinen eigenen Kehlkopf zu Gesicht bekam.
Unter Verwendung des Sonnenlichts stellte er einen Spiegel vor sich, den anderen legte
er an den weichen Gaumen @ 1855 Ejne weite Verbreitung fand die Laryngologie
durch den Wiener Mediziner Ludwig Tirck und den in Budapest tatigen Johannes Ne-
pomuk Czermak, die sich in einem heftigen Streit um die Prioritat der Laryngoskopie
befanden Feldmann. 2008; Luckhaupt, 1997; Zeitels, 1995 - o7armak fiihrte 1861 die Photographie in
die Laryngoskopie ein S2¢" 193¢,

Gert Sauer entwickelte ein starres Photo-Laryngokop, das er 1936 in die Diagnostik und
zur Dokumentation des Krankheitsverlaufs bei Kehlkopftuberkulose einfiihrte S 193¢
1975 berichteten Stuckrad und Lakatos Uber ihre neu entwickelte ,, ...Hochleistungs-
optik, mit deren Hilfe die diagnostische Liicke zwischen der indirekten Spiegeluntersu-
chung und den direkten Endoskopieverfahren ausgefiillt werden kann,« Stuckrad & Lakatos,
1975 Seit dieser Zeit werden starre Endoskope mit 70° oder 90° Optik routinemaRig
verwendet. Das Endoskop kann bei vorgezogener Zunge durch die Mundhohle in den
Pharynx eingefiihrt werden, wobei die Oropharynxhinterwand mit Oberflachenandsthe-
tikum (z.B. Xylocainspray) betdubt werden kann. Das Blickfeld wird allseitig gut aus-
geleuchtet und durch die Apparatur leicht vergrofRert, so dass man die laryngealen
Strukturen gut einsehen kann.

Ein flexibles Endoskop kann bei eingeschrankter Mundoffnung oder mangelnder Pati-
entencompliance eingesetzt werden und fihrt bei schwierig zu spiegelnden Patienten zu

ahnlich guten Untersuchungsergebnissen.

1.2.4.2 Direkte Laryngoskopie

1895 veroffentlichte Alfred Kirstein sein ,,Autoskop®, das erste Gerat zur direkten La-
ryngoskopie.

Briinings untersuchte 20 Jahre spater die Patienten im Sitzen und verwendete eine
monokulare VergroRerung "% 1915 Kilian lagerte seine Probanden auf dem Riicken
und stellte die anatomische Situation mit Larynxspateln dar. Er sah sich der Schwierig-
keit gegenuber, dass kein stabiles System fur eine gezielte Chirurgie herzustellen war,
da die Patienten nicht relaxiert wurden. Man bezeichnet dieses Verfahren als Schwebe-

laryngoskopie Kian 1920
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Albrecht empfahl 1954 die Untersuchung mit einem Kolposkop (hier Epithelioskopie
genannt), da es sich zur Detektion Kleiner prakanzerdser Epithelveranderungen gut be-
wahrt hatte AlPreeht. 1954,

Im Verlauf der Weiterentwicklungen publizierte Kleinsasser 1962 ein Stitzlaryngoskop
mit einem angeschlossenen Mikroskop und in den folgenden Jahren verfeinerte er die
mikrolaryngoskopische Technik Kensasser 19621965 g0 heytzutage als Standardverfahren

fiir die Diagnostik und Therapie im laryngealen System verwendet wird.

Die Abb.1.4 zeigt eine Untersuchung mit dieser Technik im Jahre 1964, der Patient be-

findet sich in Intubationsnarkose, am Stitzautoskop ist ein Operationsmikroskop mon-
Feldmann, 2003

tiert

(Abb.1.4)

Rosemarie Albrecht und Oskar Kleinsasser stehen fur den Beginn der Mikrolaryn-
goskopie in Deutschland und Europa Neweka etal. 1997 " jainsasser begriindete dariiber hi-
naus zusatzlich die laryngeale Mikrochirurgie -ckhaupt, 1997

Bei der Mikrolaryngoskopie wird der Patient in Narkose mit endotrachealer Intubation
auf dem Rucken gelagert. Die anatomischen Gegebenheiten kdnnen bei der Auswahl
der geeigneten Endoskope berticksichtigt werden, die in vielen, in Grélke und Form va-
riablen Ausfilhrungen, angeboten werden Keinsesser. 1974a, 19740 1y Gryndaufbau besteht
ein Laryngoskop aus einem rohrenférmigen Arbeits- bzw. Sichtkanal, an dem im rech-
ten Winkel ein Handgriff angebracht ist, tber den Position und Lage im Operationsge-
biet verandert werden kénnen. Eine Stabilisierung und Fixation des Geréates erfolgt

durch eine Haltevorrichtung, die auf dem Brustkorb des Patienten angebracht ist. In

19



Kombination mit einem Mikroskop und Endoskop koénnen so alle Strukturen genau-
estens inspiziert, palpiert, und bei Bedarf, noch in der gleichen Sitzung, operiert werden.
Die Operation erfolgte bei den von uns untersuchten Lé&sionen als Excisionsbiopsie und
Chordektomie Typ 1 und 2.

Die Fruhdiagnostik von laryngealen Tumorerkrankungen erfolgt heutzutage mittels di-
rekter und indirekter Laryngoskopie, wobei Erkennung und Einschdtzung tumorver-
dachtiger Lasionen wesentlich von der Erfahrung des Untersuchers abhangig sind <"
sasser, 1962 Dije von Kleinsasser entwickelte Mikrolaryngoskopie erméglicht unter Zuhil-
fenahme der Palpation eine verbesserte Einschatzung pathologischer Stimmlippenver-
anderungen. Trotzdem fallt es auch dem erfahrenen Laryngologen hierbei gelegentlich
schwer, die genaue Ausdehnung und Tiefeninfiltration gewisser Tumoren zu beurteilen
Kleinsasser, 1965 | diesem Zusammenhang sind in den letzten Jahren mehrere Methoden
entwickelt worden, um einen besseren Aufschluss tiber den Charakter einer laryngealen
L&sion zu erhalten. Hierzu gehéren die Stroboskopie, die Hochgeschwindigkeitsglot-
tographie, die Kontaktendoskopie, die Fluoreszenzendoskopie mit oder ohne fluores-

zenzverstarkende Hilfsmittel, der Hochfrequenzultraschall und die optische Koharenz-
tomographie (OCT) Andrea et al., 1995a, 1995b; Arens & Glanz, 1999; Betz et al., 2003; Fleischer et al., 2006; Kraft et

al., 2007; LierRen et al., 2006; Schade et al., 2005

). Waéhrend indirekte und direkte Laryngoskopie, Au-
tofluoreszenzendoskopie und Kontaktendoskopie eine bessere Einschatzung der hori-
zontalen Ausbreitung von tumorverdachtigen Lasionen zulassen, ermoglichen die OCT
und der Hochfrequenzultraschall grundsatzlich eine vertikale Ausdehnungsbestimmung
von Tumoren. Da sich hierdurch moéglicherweise auch Rickschliisse auf die Dignitat
einer laryngealen Lé&sion ziehen lassen, waren verlassliche Angaben zur Epitheldicke

von Dysplasien und Karzinomen von Interesse.
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1.3 Das System der Fluoreszenz

Die Fluoreszenzdiagnostik basiert auf der Detektion endogener und exogener Fluo-
rophore, die durch Licht des sichtbaren Spektrums angeregt werden, wobei das remit-
tierte Licht analysiert wird.

Wenn ein Gewebe mit Licht einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt wird, wird ein Teil
der Photonen reflektiert, ein anderer kann in das Gewebe eindringen und unterliegt dort

Absorptions- und Streuungsprozessen.

Licht
Reflexion (typisch 2%a)
Remission (typisch 50%)
Brechung
Streuung G ewe b e
Absorption

\Q Transmission

(Abb. 1.5)

Abb.1.5 Skizzierung der so genannten ,,gewebeoptischen Grundlagen®. Dabei unterliegt
auf Gewebe treffendes Licht unterschiedlichen Einflussen, die in ihrer Gesamtheit die

Lichtausbreitung definieren.

Zu welchen Anteilen das Licht in das Gewebe eindringen kann, oder reflektiert wird, ist
abhéngig von dem lokalen Brechzahlunterschied zwischen Luft und Stratum super-
ficiale, bzw. Stratum corneum des Gewebes. Die Brechzahl ist gewebespezifisch und

wellenldngenabhangig.

21



Licht
Licht ist eine elektromagnetische Wellenstrahlung, die sich im Vakuum mit einer Ge-
schwindigkeit von

c=3+10°m/s

ausbreitet.
Die Ausbreitungsgeschwindigkeit c ist abhangig von der Wellenldnge A und der Fre-
quenz v
c=Av
Die Energie E des Lichtes ist nach der Wellenvorstellung kontinuierlich tiber den Raum

verteilt, betrachtet man allerdings nur ein einzelnes Photon im Lichtstrom, so l&sst sich

seine Energie mit der Formel

ausdriicken.
h bezeichnet den Proportionalitatsfaktor Planck’sches Wirkungsquantum = 6,62 - 107

Ws 2.

Wenn ein Atom durch den Einfang eines Lichtquants angeregt werden soll, kann dies
nur geschehen, wenn die Quantenenergie E gerade so groR ist, wie die Energiedifferenz

zwischen zwei Energieniveaus des absorbierenden Materials.
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Das Lambert-Beersche-Gesetz beschreibt das Absorptionsverhalten von Licht durch ei-
ne Losung, bei der die gelosten Molekile nicht miteinander in Wechselwirkungen tre-

ten:

I=1lg- 10

| = Intensitat nach

lo =Intensitat vor dem Durchgang durch die Lésung
€ = Molarer Extinktionskoeffizient [M'lcm'l]

¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz [M]

d = Dicke der absorbierenden Schicht [cm]

Der Empfindlichkeitsbereich des menschlichen Auges liegt im Bereich von etwa 400nm
(violett) bis 750 nm (rot).

Streuung
Bei der Streuung &ndern die Photonen ihre Richtung im Raum. Dabei steigt die Intensi-

tat des gestreuten Lichts proportional mit der 4. Potenz der Frequenz. Je hoher die Fre-
quenz, desto geringer ist der Anteil an Absorptionsprozessen, und desto héher ist die
Streuung. Blaues Licht streut demnach starker als rotes, kann aber nicht so tief in das

Gewebe eindringen.

Absorption
Ein gewebespezifischer Parameter, der das Absorptionsverhalten beschreibt, ist der Ab-

sorptionskoeffizient y,. Er hat die reziproke L&ngeneinheit 1/cm und gibt die mittlere
Anzahl der Absorptionsereignisse pro cm Wegstrecke an. Die Wellenlangenabhéngig-
keit beschreibt das Absorptionsspektrum.

Wasser gilt im sichtbaren Bereich des Lichtes als transparent, es hat einen p>100 cm™
und absorbiert somit nur im ultravioletten (UV)-Bereich <230 nm und im infraroten Be-
reich gut. Da biologische Gewebe je nach Zusammensetzung aus bis zu 80% Wasser
bestehen, wird eine Absorption tiberwiegend durch endogene Fluorophore generiert.
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Eindringtiefe des Lichtes

Die Eindringtiefe wird durch die physikalischen Parameter Streuung und Absorption
begrenzt. Das Gewebe besteht aus vielen, unterschiedlich groRen Strukturelementen
(H&moglobin, Melanin, ...) die das Licht bei verschiedenen Wellenldangen absorbieren
und so die Eindringtiefe verringern. AufRerdem erfolgt eine mehrfache Streuung, wenn
das Licht auf die Zellen und ihre Organellen trifft, die es von der urspriinglichen, gera-
den Bahn ablenkt. Dies bewirkt eine Verlangerung der zuriickgelegten Wegstrecke, und
erhoht die Wahrscheinlichkeit einer Absorption deutlich ¥2" ®®™" 1989 Das monochro-

matische Licht kann etwa 300um-500mm in biologische Gewebe eindringen A" ¢ @

2007; Gillenwater, 1998a, 1998b; Gottschalk, 1993; Wang, 1996

Fluoreszenz

Wenn ein Molekil durch Lichtstrahlen angeregt wurde, sich also in einem energetisch
hoheren Zustand S1 befindet, aus dem es im Folgenden wieder in den Grundzustand re-
laxiert, wird Energie frei. Dies kann in Form einer Lichtemission geschehen und wird
dann als Fluoreszenz bezeichnet. Ahnlich wie bei der Absorption liegt auch hier ein
gewebsspezifisches Fluoreszenzspektrum vor.

Ein groRer Teil der Fluoreszenzfarbstoffe lasst sich mit UV-Strahlung, oder durch
kurzwellige, sichtbare Strahlung anregen. Geeignete Lichtquellen dafur sind die Wood-
Lampe, die Quecksilberhochdrucklampe, oder die Xenon-Hochdrucklampe sowie eine

breite Anzahl von Laserquellen A" 209

1.3.1 Die Autofluoreszenz

Die Eigenfluoreszenz (Autofluoreszenz) von Geweben beruht auf der Anregung endo-
gener Fluorophore durch Licht. In der Literatur wird eine Vielzahl verschiedener

Fluorophore als Autofluoreszenzquelle benannt. Zu Ihnen zéahlen: Kollagen, Elastin,
NADH. oxidierte Elavine Alfano et al., 1984; Benson et al., 1979; Dhingra et al., 1998; Richards-Kortum & Se-

vick, 1996; Schomacker et al., 1992; Vo-Dinh et al., 1995

In einem Gewebeverband liegen diese Flurophore in den unterschiedlichsten Verhélt-
nissen nebeneinander vor, sodass das remittierte Licht nie ein spezifisches Fluoreszenz-

spektrum beschreibt, sondern durch eine Uberlagerung der verschiedenen Spektren ent-
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steht Arensetal 199 vsjele Co-Faktoren wie z.B. Absorption durch Hamoglobin und Blut-
fluss sind in der Lage, auf den Prozess der Autofluoreszenz (AF) zu wirken Fen étal. 1997:
Malzahn, 2002; Schomacker et al., 1992; Vo-Dinh et al., 1995 AuRerdem kénnen die oben genannten
Fluorophore als sensitive Bioindikatoren fur den Zellmetabolismus genutzt werden, da
sie nur in der reduzierten Form fluoreszieren, die fur den intrazelluldren Redoxzustand,

Sauerstoffmangel, bzw. Stérungen in der Atmungskette stehen A" 205,

(Abb.1.6)

Abb.1.6: Darstellung der Abhéngigkeit der Gewebe-Autofluoreszenz vom Energie-
stoffwechsel der einzelnen Zellen. Eine Steigerung der aeroben Glykolyse (rechts im
Bild skizziert) bewirkt eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten von fluoreszie-

rendem NADH und FAD. Die Fluoreszenzintensitat nimmt also ab.

1.3.2 Autofluoreszenzendoskopie

Auf der Suche nach einer Untersuchungsmethode zur Detektion praneoplastischer Ver-
anderungen wurde in einer Reihe von Studien gezeigt, daR solche Ldsionen im Ver-

gleich zum umliegenden, gesunden Gewebe, eine geringere Autofluoreszenz zeigen
Arens, 1999; Betz et al., 1999; Dhingra, 1998; Fryen, 1997; Gillenwater et al., 1998a, 1998b; Hung, 1991; Kolli et al., 1995b;

Malzahn et al., 2002; Schomacker et al., 1992; Vo-Dinh et al., 1995; Zargi, 1997; Zonios, 1996; Man spricht vom Au-

tofluoreszenzverlust.

Eine gesunde Larynxschleimhaut stellt sich bei Bestrahlung mit Licht des Frequenzbe-
reichs von 375-440 nm als glatte, leuchtend griine Oberflache dar. Fryen et al. stellten
1997 fest, dass diese Fluoreszenz stérker durch die elastischen als die kollagenen Fasern

bedingt wird FYe" €2 1997 Arens identifizierte 2005 das subepitheliale Bindegewebe als
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Hauptflurophor des normalen bis leicht dysplastischen Gewebes, das Epithel selbst be-

sitzt nur eine sehr geringe Eigenfluoreszenz, die sich im apikalen Bereich befindet "

2005.

Keratinisierte Areale fluoreszieren stérker in einem hellgriinen bis weil3lichen Licht.

Der Autofluoreszenzverlust bei kanzerdsen Prozessen ist ein multifaktorielles Gesche-
hen. Das subepitheliale Gewebe fluoresziert densiometrisch gemessen zwar in gleicher
Intensitat, wie bei gesundem Gewebe, allerdings beglinstigen pathologisch vermehrte
und vergroRerte Zellkerne FYe" €18 1997 haw erweiterte submukdse GefaRe die oben be-
schriebenen Absorptionsprozesse.

Malzahn et al. konnten einen deutlichen Autofluoreszenzverlust bei mittelgradigen
Dysplasien feststellen, der im Bereich hohergradiger Prakanzerosen, bzw. Karzinomen
noch intensiver im dunkelrot-violetten Bereich zu finden war Ma'zahn etal. 2002 A gerdem
wurde in dieser Studie deutlich, dass auch gutartige Verédnderungen wie z.B. teleangiek-
tische Polypen oder Granulationsgewebe Verluste in der normalen Griinfluoreszenz zei-
gen konnen. Leichte Dysplasien zeigten das physiologische Bild der Grunfluoreszenz,
wéhrend solche in Verbindung mit einer chronischen Laryngitis eine Abnahme in 23 %
der Falle aufwiesen. Reinke-Odeme fluoreszierten in gleicher Art und Weise, wie nor-
males Gewebe, wahrend narbige Verénderungen, die durch den Heilungsprozess einem
Umbau der elastischen zu kollagenen Fasern unterliegen, einen gleichméaRigen Auto-
fluoreszenzverlust nach sich ziehen.

Arens et al. stellten 2007 fest, dass ein Autofluoreszenzverlust in erster Linie durch epi-
theliale Verdickung verursacht wird. Weiterhin werden dort die ZellkernvergréRerung

und der veranderte Metabolismus einer Tumorzelle als weitere Kofaktoren benannt A"

et al., 2007
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(Abb.1.7)

Abb.1.7: Schematische Darstellung der Autofluoreszenzdiagnostik durch Anregung en-
dogener Fluorophore in unterschiedlichen Gewebeschichten. Im Tumorgewebe (rechts)
sind im Vergleich zum Normalgewebe

1. weniger grin fluoreszierende Fluorophore vorhanden

2. die Fluoreszenzintensitat durch die verdickte epitheliale Schicht abgeschwacht

und

3. teilweise rot fluoreszierende, porphyrinhaltige Bakterienbeldge vorhanden.
Die Fluoreszenz ist demnach vergleichsweise schwécher und weist teilweise eine rot-
liche Farbung auf.
Auf Grund der subjektiven Einschatzung der oben genannten Veranderungen, ist der
diagnostische Erfolg einer Untersuchung mit dem Autofluoreszenzlicht von der Erfah-

rung des Untersuchers mit dem System abhéngig Ae" 2003 Gillenwater etal., 1998a, 1998b

Aus diesen Beobachtungen entwickelt sich die Fragestellung, ob es mdglich ist,
dysplastische oder kanzerdse Lasionen der Stimmlippen mittels der Autofluoreszenzen-
doskopie genauer zu detektieren und zu klassifizieren. Weiterhin soll untersucht wer-
den, ob eine Korrelation zwischen endoskopischem Autofluoreszenzbefund und der

Epitheldicke unterschiedlicher Stimmlippenveranderungen hergestellt werden kann.
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2 Material und Methoden

Aus dem Archiv der Abteilung fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Justus-
Liebig-Universitat (JLU) Giessen wurden 194 Patienten ausgewahlt, die in den Jahren
1999-2004 per Autofluoreszenzendoskopie an den Stimmlippen untersucht und befun-
det worden waren. Davon waren 165 ( 85,5 %) Manner und 28 ( 14,5 %) Frauen im Al-
tersbereich von 32-92 Jahren. Vorhandene Lé&sionen wurden im jeweiligen Behand-
lungszeitraum im Rahmen von Mikrolaryngoskopien als Stimmlippenbiopsien oder
Chordektomiepréparate exzidiert. Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach Ent-
nahme auf Kork ausgebreitet, ihrer topografischen Orientierung entsprechend markiert
und in 4 %-igem Formaldehyd fixiert. Die weitere routinemaRige Einbettung in Paraf-
finblocke und deren Aufarbeitung in Serienschnitten von 4um erfolgte durch das Institut
fur Pathologie der Universitatsklinik Giel3en. Die histopathologische Beurteilung erfolg-
te in erster Linie durch unabhangige Pathologen dieses Institutes. Zusatzlich wurden die
Préaparate durch eine histopathologisch erfahrene Hals-Nasen-Ohrenérztin (H.G.) sowie
durch den in dieser Studie involvierten laryngologisch erfahrenen Pathologen (T.D.)
uberpriift, jeweils ohne vorherige Kenntnis des klinischen Befundes.

Die Einteilung der histologischen Befunde erfolgte nach der Klassifikation von Prof.
Kleinsasser. Folgende Befunde wurden untersucht (Tabelle 2.1):

Die Biopsiepraparate der Gruppe 1. ) wurden aus Randbereichen von pathologisch ver-
andertem Gewebe gewonnen, das durch die Pathologen eindeutig als ,,physiologisch*
Klassifiziert worden war. In den Gruppen 6. ) und 7. ) wurden Befunde mit - und ohne
Laryngitis zusammengefasst. Gruppe 8. ) enthélt Befunde der histologischen Klassifi-

zierungen: schwere Dysplasie mit — und ohne Laryngitis sowie Karzinoma in situ.

Diagnose Patienten (m/w)
1.) Normales Epithel 16 (14/2)

2.) Reinke-Odem 9 (7/2)

3.) Papillome 4 (2/2)

4.) Polypen 10 (8/2)

5.) Laryngitis ohne Dysplasie 16 (11/5)

6.) Leichte Dysplasie 42 (37/5)

7.) Mittelschwere Dysplasie 31 (27/4)

8.) Karzinoma in situ 42 (38/4)

9.) Karzinom (pT1la) 24 (22/2)

Q)
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2.1 Bearbeitung der histologischen Praparate

Die einzelnen Schnittstufen wurden in einem Lichtmikroskop (DMLB, Leica, Deutsch-
land) mit plan2,5-, plan5- bzw. plan10-facher VergrolRerung dargestellt, und mit einer
Kamera (Eos 300D, Canon, Japan) fotografiert. Zusatzlich wurde ein Objektmikrometer
(Zeiss, Deutschland) in derselben Apparatur und den identischen VergroRerungen digi-
talisiert.

Die Vermessung des epithelialen Anteils erfolgte mit dem kommerziellen Bildbearbei-
tungsprogramm Adobe Photoshop Version 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) an
jeweils 10 Stellen senkrecht zur Basalmembran, wobei die maximale Epithelbreite zu
erfassen war. Durch die Paraffinfixierung unterlagen die Préparate einer Schrumpfung
von ca. 20 Vol. %, dies wurde durch Addition von 20 % des jeweiligen Messwertes
kompensiert. Aus diesen Daten wurde der jeweilige Minimal-, Maximal- und Mittelwert
gebildet, daran schloss sich eine graphische Auswertung an.

Das Versuchsprotokoll entsprach dabei den ethischen Standards der Deklaration von

Helsinki 1964 in seiner glltigen Fassung.

(Abb.2.1)

Die Abbildung 2.1 zeigt den Ausschnitt einer Schnittstufe eines Hadmatoxylin & Eosin
fixierten Préparatanteils der Diagnose leichte Dysplasie, der in 10 facher plan-

VergroRerung mit dem Objektmikrometer Gberlagert wurde.
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2.2 Beurteilung der endoskopischen Autofluoreszenzbilder

Im Rahmen der pra- bzw. intraoperativen Mikrolaryngoskopie wurde ein 70° Endos-
kop (8700 CP, Karl Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) verwendet. Zur
Autofluoreszenzanregung erfolgte der Einsatz des D-light-AF-Systems (Karl Storz,
Tuttlingen). Bei diesem System wird das fluoreszenzanregende Blaulicht mit einer Wel-
lenlange von 375 bis 440 nm aus einer Xenon-Lichtquelle gefiltert. Eine hochaufldsen-
de CCD-Kamera (Telecam SLPAL, 20212020/37, Karl Storz, Tuttlingen) verstarkt und
prozessiert hierbei das remittierte Autofluoreszenzlicht. Die Untersuchung verlauft wie
folgt: Zur Orientierung beginnt man die Untersuchung im WeiRlichtmodus und schaltet
bei Bedarf nur durch Knopfdruck in den Autofluoreszenzmodus um. Hierbei wird die
Schleimhaut mit Blaulicht im Spektralbereich von 375 — 440 nm ausgeleuchtet, und so
zu einer physiologischen Gewebsfluoreszenz angeregt. Der Anteil des remittierten Lich-
tes ist abhangig von der Epitheldicke, und reicht vom charakteristischen Griin bei nor-
malem Stimmlippengewebe bis zu Blau- und Violettonen bei dysplastischen Verande-
rungen. Dies bezeichnet man als Autofluoreszenzverlust. AuBerdem kann es bei karzi-
nomatdsen Prozessen durch eine bakterielle Besiedlung zu einer orangefarbenen
Fluoreszenz kommen.

Die Untersuchungsvideos wurden mit dem Programm ,,RP — Szene* abfotografiert, es
erfolgte eine patientenspezifische Zuordnung der WeiBlicht- zu den Autofluoreszenz-
bildern. Selbige wurden an Hand ihres Autofluoreszenzverlustes in eine 3-stufige Skala
eingeordnet (AF-VO0 bis AF-V2) (Tabelle 2.2):

Grad Autofluoreszenz

0 Kein Autofluoreszenzverlust, Griinfluoreszenz
1 Leichter Autofluoreszenzverlust, blauliche Fluoreszenz
2 Schwerer Autofluoreszenzverlust, rotlich bis violette Fluoreszenz

TTab. 2.20)
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Grad O:

(Abb.2.2) (Abb.2.3)

Die Abb.2.2 zeigt das Weislichtbild einer vollstdndig gesunden Stimmlippenregion,
beim Umschalten in den Blaulicht-Modus (Abb.2.3) stellt sich das Gewebe durch eine

gleichméRig helle Grinfluoreszenz dar.

Grad 1:

(Abb.2.4) (Abb.2.5)

In Abb.2.4 und 2.5 ist eine rechtsseitige Stimmlippenleukoplakie (Epitheldysplasie
Grad 1) zu erkennen. Im Autofluoreszenzbild zeigt sich zusatzlich ein leichter Verlust

an Grinfluoreszenz.
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Grad 2:

(Abb.2.6) (Abb.2.7)

In Abb.2.6 l&sst sich bereits bei der Untersuchung mit Weislicht ein prominenter Tumor
mit atypischer GefélRzeichnung der linken Stimmlippe erkennen. Im Blaulicht-Modus
(Abb.2.7) erkennt man in dieser Region einen starken Verlust der Grinfluoreszenz, das

Signal dieses Gewebes lasst sich im Rot-Violetten-Bereich einordnen.

Die ermittelten Werte aus der Vermessung der histologischen Schnitte wurden an-
schlieBend dem jeweiligen AF-Untersuchungsbild des gleichen Patienten zugeordnet,
und geprift, ob sich Regelméaligkeiten in Dickenzunahme und Autofluoreszenzverlust

feststellen liel3en.

3 Ergebnisse

3.1 Die histologische Vermessung

Untersucht wurden die histologischen Praparate von 194 Patienten, die man morpholo-
gisch in 9 verschiedene Gruppen einteilte ( siehe Tabelle 3.1).

Die Ergebnisse der photometrischen Epithelvermessung werden tibersichtlich in Tabelle
3.1 und graphisch in Abbildung 3.1 dargestellt, die ausfuhrliche Erlauterung erfolgt in
der anschlie’enden Darstellung der einzelnen Gruppen und dem zugehdrigen Text.
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In der Gruppe 1.) (Abb.3.1.1) wurden Normalbefunde zusammengefasst. Es wurden 16

Patienten untersucht, 49 Schnittbilder waren auswertbar. Es handelte sich um 14 Mén-
ner und 2 Frauen, deren Epitheldicke von minimal 109,59 mm bis maximal 186,37 mm
betrug, mittelwertig wurden 146,93 mm erreicht. Die Standardabweichung betrug 43,97
pm.

normales Epithel

600
500
400

300 !
200 " . T T T . A

100 I'-I'-HY)-F—I—-I\;”M NONATN gt WA M

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

Epitheldicke [um]

Praparat

Min s Max —s— Mittelw ert

(Abb.3.1.1)

In Gruppe 2. ) befanden sich 9 Falle des Reinke Odems, davon waren 7 Manner und 2
Frauen. Das Epithel war mindestens 175,24 mm und maximal 265,59 mm dick, der Mit-
telwert betrug 217,84 mm, die Standardabweichung erreichte 50,05 um. Die Auswer-
tung erfolgte an 34 Schnittpréparaten.
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(Abb.3.1.2)
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Papillome wurden in Gruppe 3.) zusammengefasst, dabei waren von 4 Patienten 2 Mén-
ner und 2 Frauen. Es wurden 26 Schnittpraparate ausgewertet, dabei bewegte sich die
Epitheldicke von mindestens 193,38 mm bis maximal 373,38 mm, mittelwertig konnten

272,63 mm gemessen werden. Die Standardabweichung betrug 48,11 um.

Papillom

600
‘e 500
3
4 —
N N TN
2 200 =[] 1 e !
S 100
L

0

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Préaparat

= Min =« Max == Mittelw ert

(Abb.3.1.3)

Ein Minimalwert von 180 mm zeigte sich in Gruppe 4. ), die Standardabweichung be-
trug 60,15um, maximal wurden 311,73 mm erreicht, mittelwertig 244,23 mm. Von 10

Polypen waren 8 Méanner und 2 Frauen, es konnten 22 Schnittbilder ausgewertet wer-

den.
Polyp
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Gruppe 5.) beinhaltete 16 Félle mit der Diagnose Laryngitis ohne Dysplasie, davon wa-
ren 49 Schnittstufen auszuwerten. Es handelte sich um 11 Méanner und 5 Frauen, die ei-
ne minimale Epitheldicke von 193 mm, bei einem Maximalwert von 311,38 mm und ei-

nem Mittelwert von 247,78 mm aufwiesen. Die Standardabweichung entsprach 62,87

fm.

Laryngitis ohne Dysplasie
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(Abb.3.1.5)

In Gruppe 6.) befanden sich insgesamt 42 Patienten, die 178 auswertbare Schnittstufen
aufwiesen. Die Gruppe setzte sich aus 37 Manner und 5 Frauen zusammen. Der hierbei
insgesamt erreichte Minimalwert betrug 207,51 mm, maximal wurden 317,43 mm und
mittelwertig 257,67 mm gemessen, dabei lag eine Standardabweichung von 62,87 um
vor. Es muss beriicksichtigt werden, dass bei 14 dieser Patienten (13 Manner, 1 Frau)
zusatzlich eine Laryngitis vorlag (vgl. Gruppe 6.b)). Der Messbereich erstreckte sich
hierbei von minimal 207,51 mm bis maximal 336,43 mm, wéhrend er bei nicht entziind-
lich alteriertem Gewebe (vgl. Gruppe 6.a)) im Bereich von 207,5 mm bis 305,11 mm lag.
Im Mittel erreichte das leicht dysplastische Gewebe ohne Laryngitis einen Wert von
251,08 mm, der sich bei Vorliegen einer Laryngitis auf 267,61 mm erhohte. Die Stan-
dardabweichung erreichte in Gruppe 6.a) bei einer Vermessung von 108 Schnittprépara-
ten einen Wert von 63,77 um, wahrend in Gruppe 6.b) 60,43 pum bei der Vermessung

von 70 histologischen Schnittbildern zu verzeichnen waren.
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Die Gruppe der mittelschweren Dysplasien 7.) erfasste insgesamt 31 Patienten in 88
Schnittstufen, davon waren 27 Manner und 4 Frauen. Im Vergleich mit den leichten
Dysplasien konnte eine leichte Epithelverdickung festgestellt werden, die minimal
261,14 mm, maximal 353,18 mm und mittelwertig 300,87 mm betrug (Standardabwei-
chung 51,43 pm). Bei dieser Art von dysplastischen Verénderungen betrugen die
Messwerte des entzundlichen Gewebes (vgl. Gruppe 7.b)) minimal 213 mm, maximal
321,33 mm und mittelwertig 267,8 mm (Standardabweichung 47,92 pum bei Auswertung
von 70 Schnittprdparaten), die an 8 Patienten (5 Ménner und 3 Frauen) ermittelt wur-
den. Der restliche Teil der Patienten (vgl. Gruppe 7.a)), bei denen keine Laryngitis vor-
lag, wies Werte von minimal 273,51 mm, maximal 361,37 mm und mittelwertig 309,38
mm. Hier erreichte die Standardabweichung einen Wert von 48,80 um bei 18 ausgewer-

teten histologischen Schnittpraparaten.
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Laryngitis D2
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Eine deutliche Erhéhung der Epitheldicke konnte bei der Betrachtung von Gruppe 8.)
festgestellt werden. Es wurden insgesamt 42 Patienten (38 Manner und 4 Frauen) un-
tersucht, die Auswertung betraf 148 Schnittbilder.

18 von ihnen (53 auswertbare Schnittbilder von 14 Ménnern und 4 Frauen) hatten eine
diagnostizierte schwere Dysplasie ohne Laryngitis (vgl. Gruppe 8.a.)), bei 6 Patienten
(28 Schnittpraparate von 6 Mannern und 0 Frauen) lag eine schwere Dysplasie mit La-
ryngitis vor (vgl. Gruppe 8.b)), und 18 Patienten (67 Schnittprdparate von 18 Ménnern
und 0 Frauen) wiesen ein Karzinoma in situ (vgl. Gruppe 8.c)) auf. Bei der Gesamtbe-
trachtung dieser Gruppe wurden Messwerte von minimal 349,99 mm, maximal 515,96
mm und mittelwertig 444,81 mm bei einer Standardabweichung von 122,34 um erreicht.
Untersuchte man die einzelnen Untergruppen, so lieBen sich die niedrigsten Werte bei
der Diagnose schwere Dysplasie ohne Laryngitis finden: Minimal 329,32 mm, maximal
427,36 mm und mittelwertig 380,76 mm, Standardabweichung 70,78 um. Lag eine zu-
sétzliche Laryngitisdiagnose vor, so erhohten sich alle Werte auf: Minimal 361,93 mm,
maximal 532,71 mm und mittelwertig 444,73 mm, Standardabweichung 152,06 um. Man
kann eine weitere Erhdhung der Messwerte bei Betrachtung der Karzinomata in situ
feststellen: Minimal wurden 361,34 mm, maximal 579, 04 mm und mittelwertig 495,51

mm erreicht, die Standardabweichung betrug 91,84 um.
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Gruppe D3+Kais
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Karzinoma in situ
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Die Gruppe 9.) beinhaltet 24 Patienten (88 Schnittpraparate von 22 Mannern und 2
Frauen) mit pT1la-Karzinomen. Im Vergleich zu den vorhergehenden Gruppen war hier
der deutlichste Epithelanstieg zu verzeichnen. Die Epitheldicke betrug minimal 804,95
mm, maximal 1125,41 mm und mittelwertig 974,22 mm. Die Standardabweichung betrug
284,95 um.
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AbschlieRend sollen noch einmal alle untersuchten Gruppen Ubersichtlich tabellarisch

(Tabelle 3.1) und graphisch (Abb.3.1) zusammengefasst dargestellt werden:

Gruppe Diagnhose Minimal Maximal Mittel Standard
[um] [um] [um] Abweichung
[Um]
1) Normales Epithel 109,59 186,37 146,93 43,97
2.) Reinke Odem 175,24 265,59 217,84 50,05
3.) Papillom 193,38 373,38 272,63 48,11
4) Polyp 180 311,73 244,23 60,15
5) Laryngitis ohne Dysplasie 193 311,38 247,78 86,77
6.) Gruppe leichte Dysplasie 207,51 317,43 257,67 62,87
(D1)
6.a) Leichte Dysplasie 207,5 305,11 251,08 63,77
6.b) Leichte Dysplasie mit La- 207,51 336,43 267,61 60,43
ryngitis
7) Gruppe mittelschwere 261,14 353,18 300,87 51,43
Dysplasie (D2)
7.a) Mittelschwere Dysplasie 273,51 361,37 309,38 48,80
7.b) Mittelschwere Dysplasie mit 213 321,33 267,80 47,92
Laryngitis
8.) Gruppe schwere Dysplasie 349,99 515,96 444,81 122,34
(D3) und Carzinoma in situ
8.a) Schwere Dysplasie 329,32 427,36 380,76 70,78
8.b) Schwere Dysplasie mit La- 361,93 532,71 444,73 152,06
ryngitis
8.c) Karzinoma in situ (Kais) 361,34 579,04 495,51 91,84
9) pTla-Karzinom 804,95 1125,41 974,22 284,95
( Tabelle 3.1)
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3.2 Laryngoskopische Ergebnisse

Gesunde Larynxschleimhaut (n = 16) stellt sich, im Autofluoreszenzlicht betrachtet, mit
einer typisch hellgrinen Fluoreszenz dar. Durch das Gewebe verlaufende BlutgeféaRe
werden, in diesem Licht betrachtet, deutlicher kontrastiert. Das Hdm-Molekil im Blut-
farbstoff fiihrt zu einer sehr starken Blaulicht-Absorption, die in Fallen von ulzerieren-
den Tumoren, oder einer Einblutung z.B. in Folge einer Gewebsverletzung durch den
Intubationstubus, eine eingeschrénkte Beurteilbarkeit des Autofluoreszenzsignals nach
sich ziehen kann. Daher schrumpfte der photometrisch vermessene Patientenpool von
194 auf 186 Patienten, die ein verwertbares Autofluoreszenzsignal aufwiesen.

Analog zu dem normalen Epithel wiesen die Reinke Odeme keinen Autofluoreszenzver-
lust auf, sofern sie nicht eingeblutet waren (s. Abb.3.2.36). Polypen fluoreszierten in ei-
nem leicht abgeschwéchten Griinton mit der Tendenz eines leichten Fluoreszenzverlus-
tes.

Leichte Fluoreszenzverluste zeigten sich bei leicht-mittelgradigen Dysplasien durch ei-
ne blauliche Farbung des Gewebes. Eine ebensolche Farbgebung wiesen auch vernarbte
Areale auf, wie sie z.B. nach wiederholten Eingriffen entstehen. Die Unterscheidung
zwischen Narbe und dysplastischer VVerédnderung konnte meist durch die Oberflachen-
beschaffenheit der Schleimhaut getroffen werden. Narbiges Gewebe zeigt im Autofluo-
reszenzlicht eine glatte Struktur, die scharf begrenzt ist und in einigen Fallen durch eine
Sulcushildung begleitet wird. Aufierdem verlaufen so genannte NarbengefaRe nicht pa-
rallel zur Stimmlippenoberflache, sondern strahlen horizontal gerichtet in den narbigen
Komplex ein. Plattenepitheliale Dysplasien erscheinen schon bei der Weislichtbetrach-
tung als unscharf weililiche, oder fleckig milchige Triibung, der sonst zart rosa schim-
mernden Schleimhaut. Dieser ungleichmaRige Grenzverlauf wird auch bei der Betrach-
tung im Blaulichtmodus deutlich.

Prékanzerdse hohergradige Dysplasien, bzw. kanzerdse Prozesse charakterisierten sich
durch ein tiefblau/violett bis rotliches Fluoreszenzsignal. Ein starker Autofluoreszenz-
verlust zeigte sich auflerdem auch bei den betrachteten Papillomen. Eine sichtbare Ab-
stufung der Fluoreszenzsignale von schwerer Dysplasie, Karzinoma in situ und
mikroinvasivem Karzinom war in unserer Untersuchung nicht erkennbar (Alles oder
nichts - Prinzip). Einzelne Félle der pTla-Karzinome wiesen Regionen von deutlich
orangefarbener Fluoreszenz auf, die typischerweise auf eine bakterielle Besiedelung zu-

rickzufihren ist.
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Keratotische Prozesse in den oberen Epithellagen fluoreszierten sehr stark im hellgri-

nen bis weildlichen Bereich und konnten somit oft prakanzerdse Prozesse maskieren.

Gruppe 1.) normales Epithel

(Abb.3.2.1) (Abb. 3.2.2)

Die Abbildung 3.2.1 zeigt das mikrolaryngoskopische WeiRlichtbild physiologisch aus-
gebildeter Stimmlippen. Es liegen keinerlei histologische Verédnderungen vor. Dement-
sprechend sind im autofluoreszenzendoskopischen Bild (Abb.3.2.2) keine Signalver-

luste zu erkennen, die Stimmlippen fluoreszieren in einem hellen Griinton.

(Abb.3.2.3) (Abb.3.2.4)

Darstellung einer hyperkeratotischen Verdickung der linken Stimmlippe in WeiBlicht-
(Abb.3.2.3) und Autofluoreszenzendoskopie (Abb.3.2.4). Es liegt kein Autofluores-

zenzverlust vor.
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Gruppe 2.) Reinke Odem

(Abb.3.2.5) (Abb.3.2.6)

In der WeiRlichtendoskopie (Abb.3.2.5) erkennt man 6dematds verdickte Stimmlippen
mit glatt glanzender Oberflache und scharfer Randbegrenzung. Es liegt eindeutig ein

Reinke-Odem vor. Die Untersuchung im Autofluoreszenzmodus (Abb.3.2.6) lasst keine

AF-Verluste erkennen.

Gruppe 3.) Papillom

(Abb.3.2.7) (Abb.3.2.8)

Bereits im mikrolaryngoskopischen WeiBlichtbild (Abb.3.2.7) ist ein prominentes Papil-
lom der rechten Stimmlippe erkennbar, das beim Umschalten auf den Blaulicht-Modus
(Abb.3.2.8) einen gleichmaRigen, starken AF-Verlust (Grad 2) aufweist. Die linke
Stimmlippe fluoresziert in einem helleren Griinton, der auf eine Keratose hindeutet.
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Gruppe 4.) Polyp

(Abb.3.2.9) (Abb.3.2.10)

Die Abbildung 3.2.9 zeigt das mikrolaryngoskopische Weislichtbild eines myxoiden
Stimmlippenpolyps. Dieser weist beim Umschalten in den Blaulicht-Modus
(Abb.3.2.10) keinerlei AF-Verlust auf.

Gruppe 5.) Laryngitis ohne Dysplasie

(Abb.3.2.11) (Abb.3.2.12)

Das Weislichtbild in Abb. 3.2.11 zeigt scheinbar physiologische Stimmlippen, doch im
AF-Modus (Abb.3.2.12) zeigt sich ein leichter AF-Verlust auf beiden Seiten, wobei die
atypisch verlaufenden Gefal3e der linken Stimmlippe auf eine narbige Verénderung hin-

deuten. Die unscharfe Begrenzung spricht fir eine laryngitische Verénderung.
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Gruppe 6.) leichte Dysplasie

(Abb.3.2.13) (Abb.3.2.14)

Das endoskopische WeiBlichtbild (Abb.3.2.13) des hier untersuchten Reflux - Patienten
lasst auf der rechten Seite einen Sulcus erkennen. Im Bereich der vorderen Kommissur
ist die Randbegrenzung beider Stimmlippen etwas unruhig. In der autofluoreszenz-
endoskopischen Untersuchung (Abb.3.2.14) lasst sich ein leichter AF-Verlust der vor-
deren Kommissur feststellen. Dieser beruht auf einer postoperativen Narbenbildung. Ein
weiteres Charakteristikum ist die netzférmige Streifung der ausgeleuchteten Areale, die

typischerweise bei Refluxpatienten auftritt.

Gruppe 7.) mittelschwere Dysplasie

(Abb.3.2.15) (Abb.3.2.16)
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Die Abb.3.2.15 zeigt das Weislicht-Untersuchungsbild bei Zustand nach Chordektomie
Typ 1 rechts. Linksseitig beobachtet man eine langliche leukoplakische Verénderung.
Im Blaulicht-Modus (Abb.3.2.16) ist beidseitig ein deutlicher AF-Verlust zu erkennen,
der rechttseitig auf die Narbe und linksseitig auf die dysplastische Lasion zuriickzufih-

ren ist.

Gruppe 8.) schwere Dysplasie

(Abb.3.2.17) (Abb.3.2.18)

Bereits bei Betrachtung im Weislicht-Modus l&sst sich in Abb.3.2.17 eine pathologische
Veranderung der linken Stimmlippe feststellen. Man erkennt eine hockrige, fleckformi-
ge Veranderung der linken Stimmlippe, die beim Umschalten in den Blaulicht-Modus
(Abb.3.2.18) einen starken AF-Verlust aufweist.
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Gruppe 8.c) Karzinoma in situ

(Abb.3.2.19) (Abb.3.2.20)

Die unruhige Oberflachenbeschaffenheit mit leukoplakischen Veranderungen und aty-
pischen Gefallzeichnungen l&sst bereits bei Betrachtung der endoskopischen Weislicht-
Untersuchung (Abb.3.2.19) mindestens die Diagnose eines Karzinoma in situ zu. Im
Blaulicht-Modus (Abb.3.2.20) zeigt sich auf beiden Stimmlippen und den angrenzenden
Bereichen ein starker, unscharf begrenzter AF-Verlust im Rot-Violetten Bereich. Wei-

terhin sind die GefaRatypien deutlicher kontrastiert.

Gruppe 9.) pTla-Karzinome

(Abb.3.2.2, (Abb.3.2.22)

Schon in der Weislichtendoskopie (Abb.3.2.21) erkennt man deutlich einen unizentri-
schen wenig verhornenden, prominenten Tumor der linken Stimmlippe mit einer kontra-

lateralen Hyperdmie durch die mechanische Belastung. In der Autofluoreszenzendosko-
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pie (Abb.3.2.22) zeigt der Tumor einen deutlichen Verlust der Griinfluoreszenz. Die
Tumorgrenzen lassen sich im Autofluoreszenzmodus durch die vermehrte Kontrastie-

rung eindeutiger beurteilen, als in der reinen WeiRlichtuntersuchung.

(Abb.3.2.23) (Abb.3.2.24)

Diese Abbildungen zeigen erneut einen, bereits im Weilllicht-Modus (Abb.3.2.23) als
solchen zu identifizierenden, teilweise verhornenden Tumor mit ulzerierender Oberflé-
che. Bei Betrachtung in Autofluoreszenzendoskopie (Abb.3.2.24) erkennt man einen
starken AF-Verlust der gesamten rechten Stimmlippe, das Signal ist rot-violett. Anteile
der linken Lippe sind hyperkeratotisch verdickt und fluoreszieren in einem helleren

Griinton.

Betrachtet man die einzelnen Erkrankungen in Zusammenhang mit den von ihnen auf-
gewiesenen AF-Signalen, so lasst sich folgendes feststellen (Tab.3.2):

Von 33 untersuchten Féllen mit der Diagnose einer leichten Dysplasie wiesen 12 % kei-
nen AF-Verlust auf, bei 73 % war das Signal leicht abgeschwacht, und lediglich bei
15 % zeigte sich ein starker AF-Verlust, der auf eine Hyperdmie im Rahmen einer chro-
nischen Laryngitis zurlickgefiihrt werden konnte.

21 Falle lieRen sich insgesamt einer mittelschweren dysplastischen Verédnderung zuord-
nen, davon hatten 29 % keinen AF-Verlust, das Signal war bei 38 % leicht und bei 33 %
stark abgeschwacht.

Schwere Dysplasien lagen in 19 aller AF-untersuchten Falle vor, davon hatte kein un-
tersuchter Patient keinen AF-Verlust, ein leichter zeigte sich in 26 %, ein schwerer in

74 %. Karzinomata in situ wiesen zu 100 % der 12 vorliegenden Falle einen schweren
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AF-Verlust auf. Fasst man die Gruppe der schweren Dysplasien mit der, der Karzino-
mata in situ zu einer Gruppe zusammen, wie es bei der Vermessung der epithelialen
Schichtdicke bereits ebenfalls erfolgte, so weisen von 31 insgesamt untersuchten Fallen
16 % einen leichten, und 84 % einen starken AF-Verlust auf.

Die 31 untersuchten pTla-Karzinome hatten in 3 % ein leicht, in 97 % der Félle ein

stark abgeschwachtes AF-Signal. Karzinome ohne AF-Verlust wurden nicht gefunden.

Diagnose Falle gesamt AF-V 0 AF-V1 AF-V2
Anzahl (=100%) Anzahl (=x%) Anzahl (=x%) Anzahl (=x%)

Leichte Dyspla- 33 4 (12%) 24 (73%) 5 (15%)

sie

Mittelschwere 21 6 (29%) 8 (38%) 7 (33%)

Dysplasie

Schwere 19 0 (0%) 5 (26%) 14 (74%)

Dysplasie

Karzinoma in 12 0 (0%) 0 (0%) 12 (100%)

situ

Gruppe schwe- 31 0 (0%) 5 (16%) 26 (84%)

re Dysplasie

pTla-Karzinom 31 0 (0%) 1 (3%) 30 (97%)

Tah32)

Falsch positive Ergebnisse entstehen, wenn der Patientenfall im Blaulicht-Modus zwar
einen Autofluoreszenzverlust aufweist, dieser aber nicht durch eine Verdickung der Epi-
thelschicht, sondern durch einen anderen Faktor, der ebenfalls einen Autofluoreszenz-
verlust bewirken kann, hervorgerufen wird.

Eindrucksvoll zeigt sich ein solcher Fall in Abb.3.2.25 und Abb.3.2.26. Hier erkennt
man ein eingeblutetes Reinke Odem. Der deutliche Autofluoreszenzverlust im Blau-
licht-Modus in Abb.3.2.6 wird durch eine Anderung des charakteristischen Absorp-
tionsspektrums hervorgerufen, die durch eine vermehrte Einlagerung des Ham-

Molekiils verursacht wird.
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Eingeblutetes Reinke Odem

(Abb.3.2.25) (Abb.3.2.26)

Ebenso konnen basale Veranderungen durch aufliegendes Epithel und insbesondere
Hyperkeratosen maskiert werden. Dies flhrt zu falsch negativen Ergebnissen, wie in
ADbb.3.2.27 und Abb. 3.2.28 deutlich wird. Es liegt nur ein leichter AF-Verlust vor, doch
bei der histologischen Untersuchung der Stufenserienschnitte zeigt sich eindeutig ein

stark verhornendes pT1a-Karzinom (Abb.3.2.29) (Hamatoxylin & Eosin, x 5).

(Abb.3.2.27) (Abb.3.2.28)
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(Abb.3.2.29)

4  Diskussion

Das Plattenepithelkarzinom des Kehlkopfes z&hlt mit rund 30 % zu den haufigsten Ma-
lignomen im Kopf- Halsbereich. Auch Plattenepitheldysplasien der Larynxschleimhaut
kdnnen als Prékanzerosen in ein infiltrierendes Karzinom Ubergehen, wobei mittel-
schwere und schwere Dysplasien obligate Prakanzerosen darstellen. Kleinsasser gibt ei-
ne Latenzzeit von 5 — 7 Jahren an, bis ein Karzinoma in situ in ein invasives Karzinom

Ubergeht Kleinsasser, 1963, 1987.

Die primér chirurgische Behandlung laryngealer Karzinome hat sich, insbesondere bei
der frilhen Diagnostik laryngealer Lasionen gut bewahrt ©2% €4 1989 Neben dem kura-
tiven Aspekt sollen die grundlegenden Kehlkopffunktionen weitestgehend erhalten
bleiben. Hierbei tragt die pré- und perioperative Diagnostik mit Einschatzung des Aus-
mafes der Lasion und Bestimmung der Tumorgrenzen wesentlich zu dem Konzept der
funktionserhaltenden Chirurgie bei <" e @l 2001 “ynix beruft sich in einer Studie aus
dem Jahre 1997 darauf, dass er eine starke Diskrepanz zwischen klinischer und histolo-

gischer pramaligner Diagnosestellung gefunden hat, und daher jede Lé&sion, die ein po-
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tentiell malignes Risiko tragt, zu biopsieren ist < 197

. Dagegen sehen andere Autoren
in der Autofluoreszenzlaryngoskpie eine gute Untersuchungstechnik obligate und pré-
kanzertse Schleimhautveranderungen noninvasiv zu unterscheiden. Kolli fihrte 1995
Untersuchungen an der oralen- und pharyngealen Schleimhaut durch, und konnte signi-
fikante Unterschiede in den Fluoreszenzsprektren von normalen und neoplastischen
Geweben feststellen Kol etal- 1995 1 der gleichen anatomischen Region konnten Dhingra
et al. nur 1 Jahr spéater in 17 von 19 autofluoreszenzmikroskopisch untersuchten und
histologisch kontrollierten Lé&sionen (differenziert wurden: normales, hyperkeratoti-
sches, dysplastisches Epithel) korrekte Diagnosen stellen, und die Gewebeproben in die
Kategorien normal, gutartig und neoplastische Verénderungen einteilen. Zwei Resultate
waren falsch-positiv PMnoraetal- 199 gin Tierversuch des gleichen Autors in 1998 brachte

Dhingra et al., 1998

ebenso vielversprechende Ergebnisse wie eine Untersuchung von Zargi,

2000 Zargi, 2000.

Wir konnten in der vorliegenden Untersuchung das groRe Potenzial der Autofluores-
zenzlaryngoskopie bestatigen, denn auch einem ungetbten Untersucher ist es moglich,
die Befunde im Autofluoreszenzlicht in Gruppen von keinem, leichtem und starkem

Autofluoreszenzverlust einzuordnen.

Die Epithelvermessung unterliegt einem Ablesefehler von bis zu 0,5 mm. Da alle Daten
von ein und demselben Untersucher erhoben wurden, wird dieser Fehler auf alle Werte
normalverteilt sein. Diesen Messfehler kann man bei der Betrachtung der Werte in Ver-
bindung mit dem korrelierenden Autofluoreszenzverlust vernachldssigen, denn um eine
sichtbare Anderung des Fluoreszenzspektrums zu erreichen ist eine Abweichung vom

Normalwert von ca. 100 mm notwendig.

Das Stimmlippenepithel weist im Normalfall etwa 5-10 Zelllagen und eine Schicht-
dicke von 100-200 pm auf *"% ¢ Der von uns ermittelte Wert betrug in Uberein-
stimmung damit 146,93 um. Die kontinuierliche Epithelverdickung in Abhéangigkeit
vom Dysplasiegrad kommt sowohl durch eine VergroRerung der Zellkerne mit Veran-
derung der Kern-Plasma-Relation als auch durch eine Zunahme kernhaltiger Zellen zu-
stande. Dieser Prozess beginnt in der basalen Schicht und erstreckt sich mit fortschrei-

tender Dysplasie auf alle 3 Epithelschichten. Zunehmend treten eine submukdse Ent-
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zlindung, eine vorzeitige Verhornung, Kernatypien, Mitosen und ein Verlust der nattrli-

chen Schichtung hinzu rissman 1993,

Am genauesten I&sst sich die Epitheldicke an Kryostatschnitten bestimmen, die jedoch
nur selten routinemé&Rig eingesetzt und nachtraglich nicht mehr angefertigt werden kon-
nen. Abhangig von Gewebeart und Formaldehydkonzentration kommt es beim Fixati-
ons- und Bearbeitungsprozess zu einer Schrumpfung der Préparate. Diese betrégt im
Bereich des Stimmlippenepithels und des darunter liegenden Bindegewebes ungefahr

20%, weshalb unsere Messwerte entsprechend korrigiert wurden Kimura 2003,

Trotzdem dirfen unsere Resultate lediglich als Richt- und keinesfalls als Absolutwerte

angesehen werden.

Unabhéngig vom verwendeten Korrekturfaktor bleibt die Tendenz einer zunehmenden
Epithelverdickung bei steigendem Dysplasiegrad erhalten. In der Literatur fehlen bisher
Angaben tiber Normal- und Grenzwerte fiir das Stimmlippenepithel, und nur in wenigen
Studien wurde eine morphometrische Vermessung der Epitheldicke bei Stimmlippen-
veranderungen durchgefuhrt. So hat Olde Kalter bereits vor einigen Jahren eine konti-

nuierliche Epithelverdickung in Abh&ngigkeit vom Dysplasiegrad festgestellt.

Er gibt in seiner Studie die mittlere Epitheldicke des Carcinoma in situ mit 430 um an
und liegt somit relativ nahe an unserem Messwert ©'% Kalter. 1985 ¢ hingegen beschreibt
beim Carcinoma in situ eine mittlere Epithelbreite von nur 350 um und bleibt damit
deutlich unter dem von uns bestimmten Wert. Die Ursache hierfiir konnte an der kleinen
Probandenzahl in dieser Studie liegen, an denen jeweils 100 Einzelmessungen vorge-

nommen wurden, um dennoch aussagekraftige Resultate zu erhalten <" %,

Die in unserer Studie ermittelten Epitheldicken reichen von 146,93 pum beim normalen
Stimmlippenepithel bis zu 974,22 um beim mikroinvasiven Karzinom, wobei die mit-
telgradige Dysplasie eine doppelte, die schwere Dysplasie und das Carcinoma in situ ei-
ne 3-fache und das mikroinvasive Karzinom sogar eine 6-fache Zunahme der mittleren

Epitheldicke gegentiber der normalen Schleimhaut zeigte.

Ausgehend von physiologischem Epithel mit einer durchschnittlichen Dicke von 146,93
pum, lasst sich eine leichte Erhéhung der Werte bei der Betrachtung reaktiver Veran-
derungen, bzw. der untersuchten fakultativen Prékanzerosen feststellen. Deren Mittel-
werte bewegten sich in einem Bereich von durchschnittlich 217,84 pm (Gruppe 2.)) -

257,67 um (Gruppe 6.)). Dabei zeigte sich, dass das laryngitische Epithel in Verbindung
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mit einer leichten Dysplasie (Gruppe 6.b)) gegeniiber dem rein leicht dysplastischen
Epithel (Gruppe 6.a)) zusétzlich leicht verdickt war. Die Standardabweichung dieser

beiden Untergruppen war ahnlich grof3 (vgl. Tabelle 3.1).

Vergleicht man laryngitisches Epithel ohne Dysplasie (Gruppe 5.)) mit dem physiologi-

schen Gewebe aus Gruppe 1.), so lasst sich eine Verdickung von 100 um feststellen.

Bei Befunden, die mit chronischer Laryngitis assoziiert sind, kommt es, wie im Folge-
text erldutert, trotz Einwanderung von Entziindungszellen und vermehrter Durchblutung
nur zu einer leichten Verbreiterung des Epithels. Dies ist wahrscheinlich auch der
Grund, weshalb das zusatzliche Vorliegen einer Entziindung im Rahmen von dysplasti-
schen Stimmlippenveranderungen keinen wesentlichen Einfluss auf die Gesamtepithel-
dicke hat.

Im Vergleich zur Epitheldicke des physiologischen Gewebes liel sich in Gruppe 7.) ei-
ne Verdoppelung feststellen, es wurden durchschnittlich 300,87 pum gemessen. Die
Standartabweichung bewegte sich auch in den Untergruppen 7.a) und 7.b) in einem &hn-
lichen Bereich (vgl. Tabelle 3.1). Dennoch bleibt hierbei festzustellen, dass auf Grund
der erheblich unterschiedlichen Zahl der untersuchten Félle (23 Félle in Gruppe 7.a) ge-
geniiber 8) in Gruppe 7.b)) eine gewisse Relativierung der Ergebnisse erfolgen muss,
denn die erwartete Verdickung des entziindlich verdnderten Gewebes im Vergleich zu

dem rein dysplastischen Gewebe konnte hier nicht festgestellt werden.

Bei Betrachtung der Gruppe der obligaten Prékanzerosen (Gruppe 8.)) erfolgt ein
sprunghafter Anstieg der Schichtdicke des Oberflachenepithels (besonders deutlich in
Abb. 3.1). Mittelwertig wurden nun 444,81 um gemessen, dies entspricht fast einer
Verdoppelung des Mittelwertes der Gruppe der mittelschweren Dysplasien und einer
Verdreifachung des Wertes, der bei dem physiologischen Gewebe in Gruppe 1.) festge-

stellt wurde.

Die Standardabweichung ist in dieser Gruppe auf 122,34 um erhoht, was sich darauf zu-
rickfihren lasst, dass hier schwer dysplastisches Epithel mit (Gruppe 8.b)) und ohne
Dysplasie (Gruppe 8.a)) mit Karzinomata in situ (Gruppe 8.c))zusammengefasst wur-
den. In Gruppe 8.c) wurde bereits ein Mittelwert von fast 500 pum erreicht. Dies ent-

spricht mehr als einer VVerdreifachung des Wertes aus Gruppe 1.).

AufRerdem konnten leider nur 6 Félle in Gruppe 8.b) gegenuber 18 Féallen jeweils in den

beiden anderen Gruppen 8.a) und 8.c) untersucht werden, daher sind diese Werte deut-
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lich inhomogener (hohe Standardabweichung in Gruppe 8.b) von 152,06 um) und dem-

entsprechend leider nicht vergleichbar valide.

Der grokte Sprung in der Epithelverdickung findet sich beim Ubergang in Gruppe 9.)
mit durchschnittlich gemessenen 974,22 um. Der Mittelwert ist hier dementsprechend

fast doppelt so hoch, wie in Gruppe 8.¢) und fast siebenmal so hoch, wie in Gruppe 1.)!

Die Werte sind ahnlich valide, denn obwohl die Standardabweichung im Vergleich zu
der, des normalen Gewebes deutlich zugenommen hat, sind Minimal- und Maximal-

werte ebenfalls deutlich angestiegen (vgl. Tabelle 3.1).

In der Autofluoreszenzendoskopie stellen sich normale Stimmlippenschleimhaut und
Reinke Odeme in einem hellen Griinton dar, der bei Betrachtung der Stimmlippenpoly-
pen deutlich abgeschwécht ist. Betrachtet man die korrelierend gemessene Dicke des
Epithels, so lasst sich zwar ein zahlenmaRiger Anstieg der Schichtdicke von bis zu 100
mm feststellen, dieser ist aber anscheinend nicht gro genug, um eine deutliche Ab-
schwéchung des remittierten Lichtes hervorzurufen. In der Literatur werden Reinke-
Odem und Polyp als gutartige Veranderungen der Stimmlippe beschrieben die beide
durch eine mechanische Uberbelastung ausgel6st werden <mic: 1989: Dikkers. 1997 “jsq 0.
gisch findet man bei beiden ein gering verdicktes Epithel mit subepithelialem Odem.
Dabei zeigt sich bei den Polypen oft eine reaktive Veranderung des Epithels in Form
von Atrophie oder Hyperplasie, wéahrend beim Reinke-Odem eher die Basalmembran
unter dem Plattenepithel verdickt ist. Das Reinke-Odem ist auBerdem haufiger mit ver-
schieden schweren Hyperplasien, Keratosen und Dysplasien assoziiert <sokevic: 1976: Glanz
et al., 1997; Pastuszek et al. 2003 'polynen und Papillome zeichnen sich beide dadurch aus, dass
sie subepithelial ein dichtes Gefadl3netz besitzen, das eine zuséatzliche Lichtabsorption
beginstigt. Beide gelten als reaktive Veranderungen, denen weiterhin ein Verlust der

elastischen Fasern gemeinsam ist.

In den Féllen, bei denen eine Laryngitis ohne Dysplasie vorlag, konnten Werte &hnlich
denen des Polypen gemessen werden. Dagegen konnte in dieser Gruppe im Einzelfall
ein bis zu starker Autofluoreszenzverlust festgestellt werden. Eine Erklarung findet sich
bei der histologischen Betrachtung dieser Lasion. Kleinsasser beschreibt die Laryngitis
bereits 1962 als eine Lasion, deren Charakteristik eine Epithelverdickung ist, sodass die

subepithelialen Kapillaren nicht mehr zu erkennen sind K1®"" 192 | ejner Studie
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von Andrea et al. aus dem Jahre 1995 wird eine erhohte Zell - Plasma - Relation der
Zellen im laryngitischen Gewebe beschrieben, neben der auch eine Vergrélierung der
Zellkerne in den oberen Schichten zu erkennen ist Andrea etal. 19952, 19950 15 gar yorliegen-
den Untersuchung konnte dieser Sachverhalt bestatigt werden; eine beobachtete Ver-
grolerung der Zellkerne bewirkte eine erhohte Absorption, somit tritt, bei ausreichend

groler zusatzlicher Absorption, ein Autofluoreszenzverlust auf.

Minzel stellt eine Verbindung zwischen Hyperplasie und subepithelialen Veranderun-
gen her, und diskutiert eine Verbindung zwischen starker, subepithelialer Entziindung
und dadurch mdglicherweise hervorgerufener stérkerer Proliferationstendenz der basa-
len Epithelabschnitte M 276 |n unserer Studie zeigte sich in den Gruppen eine ahnli-
che Tendenz, die nach der Besprechung der dysplastischen Epithelverdnderungen disku-

tiert werden soll.

Die Gruppen der leichten- und die der mittelschweren Dysplasien erzeugten einen leich-
ten Autofluoreszenzverlust, der sich messtechnisch auf einen weiteren Anstieg der Epi-
theldicke zurtickfiihren lasst, denn der Mittelwert ist bei mittelschweren Dysplasien
doppelt so hoch, wie in der Gruppe des normalen Gewebes. Wir stimmen mit einer Stu-
die von Arens et al. Gberein, die auf die Mdglichkeit einer autofluoreszenzmikroskopi-
schen Abgrenzung hoherer Dysplasien und kanzerdser Veranderungen von niedrigen

Arens et al., 1999 i veist

Dysplasien und entzundlichen Verénderungen abzugrenzen
gleichwohl ist die Einteilung der mittelschweren Dysplasien flr den unerfahrenen Be-
trachter die schwierigste. Diese Tatsache verdeutlicht eine Arbeit von Arens et al. aus
dem Jahre 2003, dabei entstanden in dieser Gruppe die grofiten Diskrepanzen zwischen
Autofluoreszenzdiagnostik und histologischer Diagnose A €2 2003 Der Meinung von
Lam et al., 1993 kdnnen wir uns nicht anschliel3en. Dort wird eine autofluoreszenzge-
stutzte Bronchoskopie vorgenommen, und die Autoren stellen fest, dass sich normales
Gewebe in seinem Fluoreszenzspektrum zwar deutlich von dysplastischem und prékan-
zer6sem Gewebe unterscheidet, allerdings keine Differenzierung zwischen Dysplasien
und einem Karzinoma in situ erfolgen kann =™ @ 198 Djese scheint uns zumindest
zwischen leichten Dysplasien und schweren Dysplasien beziehungsweise Karzinomata
in situ sehr wohl moglich. Wir schlieRen uns einer Aussage von Arens et al. aus dem
Jahre 2006 an, wonach sehr wohl zwischen normalem und kanzerdsen Gewebe unter-
schieden werden kann, eine Differenzierung aber beispielsweise zwischen Karzinoma in

situ und mikroinvasivem Karzinom nicht mdglich ist A et@h 2006y
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Dem Papillom wird eine virale Genese zugrunde gelegt. Histologisch wird eine abnor-
me plattenepitheliale Reifung in Form von Parakeratosen, eine retardierte Reifung der
obersten Schichten und eine basale Hyperplasie beschrieben APramsen et al. 1987; Glanz et al.,
997 Diese basale Hyperplasie wird auch in den Messwerten der Epithelbreite deutlich.
Die Werte bewegen sich im Bereich derer der mittelschweren Dysplasie, 16sen aller-
dings alle einen starken Autofluoreszenzverlust aus. Im Unterscheid zu den mittel-
schweren Dysplasien, die einen eher leichten Autofluoreszenzverlust verursachen, kann
man in dem papilldomatosen Gewebe kaum noch normale Keratinfilamente finden, es

Abramson et al., 1987 _Darin vermu-

herrscht weitestgehend ein Bild abnormer Filamente vor
ten wir den zusétzlichen Faktor, der eine Abschwéchung des Fluoreszenzsignals be-
wirkt. Malzahn et al. fiihren weiterhin an, dass das Vorliegen vieler gewundener und di-
latierter Geféle, sowie eine groRe Menge inflammatorischer Zellen zu einem erhdhten

Autofluoreszenzverlust beitragen Mazn etal. 2002

Betrachtet man die Gruppe 7.) in Abb. 3.1.1, so fallt eine deutliche Zunahme der ge-
messenen Werte auf. In diesem Stadium scheint eine sprunghafte Verdickung des Epi-
thels vorzuliegen. Im Vergleich zum normalen Epithel sind die Werte mehr als dreimal
so hoch. Diese Tatsache wurde bereits 1986 ebenfalls von Olde Kalter et al. beschrieben
Olde Kalter et al. 1986 1) der Mehrzahl 16sen schwere Dysplasien und hoherwertige Verande-
rungen einen starken Autofluoreszenzverlust aus. Dabei war es nicht moglich zwischen
schwerer Dysplasie und Karzinoma in situ, bzw. einem mikroinvasiven Karzinom zu
unterscheiden. Dieser Sachverhalt wird ebenso auch von Arens et al., 1999; Gillenwa-

ter, 1998; Malzahn et al., 2002; Zargi et al., 2000; beschrieben Arens & al. 1999; Gillenwater et .,
1998a, 1998b; Malzahn et al., 2002; Zargi et al., 2000

Die Tatsache, dass monochromatisches Licht nur ca. 500 mm tief in das Gewebe ein-

dringen kann "/an¢. 199

, erzeugt hier erste Schwierigkeiten, denn bei Messwerten von bis
zu 579,04 mm als Maximalwert des Karzinoma in situ kann diese L&sion schon nicht
mehr in ihrer gesamten Ausdehnung untersucht werden, und das, obwohl noch keinerlei
Mikroinvasion vorzufinden ist €"e™a®" 199 pje fiir gesundes Gewebe charakteristische
Grinfluoreszenz wird durch submukdse Flurophore generiert, die unter derartig ver-
dickten Epithelien nicht mehr vom Licht erreicht werden kdnnen. Es ist im Folgenden
gleichgultig, wie viel dicker die Lésion ist, die verbleibende Restfluoreszenz basiert auf

endo-epithelialen Fluorophoren, die unabhéngig von dem Dysplasiegrad sind.
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In der Literatur wird allerdings auch Gber Félle des ,,atrophischen Karzinoms* berichtet
Kambic & Gale, 1995 - djeser Begriff beschreibt Karzinomata in situ mit nur 7-8 Zellagen, die
deutlich schmaler ausgeprégt sind, als die in unserer Studie untersuchten Karzinomata
in situ, man kann also nicht in jedem Fall von der Dicke des Epithels auf den Befund

schlieRen.

Rufen wir uns noch einmal die 0.g. Studie von Miinzel et al. ins Gedachtnis, in der einer
starken submukdsen Entziindung das Potential zur Erhéhung der basalen Zellprolifera-
tion zugeschrieben wird. In den Gruppen 6.) und 8.) kann man deutlich erkennen, dass
dysplastische Falle gleicher Schwere ein dickeres Epithel aufweisen, wenn eine sub-
epitheliale Entziindung vorliegt. Zu dem gleichen Ergebnis kommt man beim Vergleich
der Gruppen 4.) und 5.). Dass diese Tatsache in der Gruppe 7.) nicht ersichtlich ist,
konnte an der geringeren Anzahl der in Gruppe 7.b) vorgenommenen Messwerte liegen,

da hier weniger histologische Schnittstufen vorlagen, als in den anderen Gruppen.

In Abb.3.1.1 erkennt man erneut einen deutlichen Sprung in der Epitheldicke, wenn
man die Gruppe 9.) betrachtet. Im Vergleich mit der vorangehenden Gruppe haben sich
die Werte im Durchschnitt verdoppelt. Die pTla-Karzinome l6sten, ebenso wie die
Gruppe 8.) einen starken Autofluoreszenzverlust aus. Eine Unterscheidung dieses Sig-
nals von einem aus der Gruppe 8.) war nicht moglich. Lediglich, wenn sich auf der
leicht ulzerierenden Tumoroberflédche ein Bakterienrasen angesiedelt hatte, der im Blau-
licht in einem intensiven Orangeton fluoreszierte M2 et al. 2002 L onnte die Diagnose
eines Karzinoms auch an Hand des vorliegenden AF-Signals erfolgen. Die Invasionstie-
fe kann auf Grund der stark begrenzten Eindringtiefe des monochromatischen Lichtes
nicht mit der Autofluoreszenzendoskopie bestimmt werden, denn die gemessenen Mi-

nimalwerte betrugen bereits 804,95 mm.

AuBerdem ist die Absorption im kanzerésen Gewebe vielfach hoher, als in normalem
Gewebe, da die Kern-Plasma-Relation verschoben ist, und viele polymorphe Zellkerne
und atypische Mitosen vorliegen, die zusétzlich in einem geringen Mal} zur Streuung
der Photonen und somit zu einer weiteren Schwachung des Autofluoreszenzlichtes bei-
tragen. Der Zellmetabolismus ist in karzinomatdsen Geweben ebenfalls deutlich erhéht,

dementsprechend liegen die endogenen Fluorophore in der oxidierten und damit nicht
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fluoreszierenden Form vor, woraus sich eine weitere Abschwachung des Signals erkla-

ren l&sst.

In allen betrachteten Gruppen konnten keratotische Prozesse identifiziert werden. Kle-
stadt bemerkte bereits 1928: “... Man kann der Hyperkeratose ja nicht, oder nur in be-
grenztem Umfange ansehen, was dahinter steckt, denn hinter tduschend ahnlichen Ge-

sichtern konnen sich verschiedene Charaktere verbergen. ...« Klestadt 1928

Diese Schwierigkeit kommt bei der Autofluoreszenzuntersuchung ganz besonders deut-
lich zur Geltung, denn durch ein vermeintlich oberflachlich gutartiges Bild kénnen aus-
gedehnte prakanzerdse Prozesse maskiert werden FYen et ol 1997; Malzahn et al., 2002; Zargi et al.
1997 Die verstarkte Fluoreszenz der Keratinfilamente ist in der Lage jeglichen Fluores-
zenzverlust zu verdecken. Eine Studie von FrangezZ et al. beschreibt das VVorhandensein
einer Keratinschicht in 62,6 % aller untersuchten Falle 792 €2 1997 '|n ynseren Unter-

suchungen zeigte sich nur in 25,9 % der untersuchten Falle eine Keratinschicht.

Wir sehen die Autofluoreszenzdiagnostik der laryngealen Schleimhaut als eine reine
Ausbreitungsdiagnostik zur grundsétzlichen Detektion einer Lasion, sowie der tatsachli-
chen horizontalen Flachenausdehnung prékanzerdser und kanzerdser Schleimhautver-
anderungen. Sie stellte sich in unserer Untersuchung als ungeeignet dar, Epithelveran-
derungen ab einer bestimmten vertikalen Schichtdicke vollstandig zu erfassen, oder

Riickschlisse auf die exakte Dignitét der L&sion zu ziehen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Deutsch

Die Suche nach einer Methode zur Friherkennung von prakanzerdsen und kanzerdsen
Schleimhautléasionen ist schon seit langem ein entschiedenes Ziel in der Tumordiagnos-
tik. In diesem Zusammenhang wird der Autofluorezenzendoskopie bereits in vielen

Fachbereichen ein zukunftsweisendes Potential zugesprochen Ares et al. 1999 Arens, 2003;

Dhingra et al., 1996; Fryen et al., 1997; Gillenwater et al., 1998a, 1998b; Malzahn et al., 2002; Ramanujam et al., 1993; Zargi et
al. 1997 " Unterstiitzend zur klinischen Untersuchung konnte mit der Autofluoreszenzen-
doskopie in der Unterscheidung einfacher Hyperplasien und prékanzerdser L&sionen ei-
ne Spezifitat von 97,3 % bei einer Sensitivitat von 83,3 % erreicht werden Mazan et al.
2002 In der vorliegenden Arbeit soll die Autofluoreszenzdiagnostik bezuiglich ihrer Pha-
nomene bei der klinischen Anwendung bei pTla Larynxkarzinomen und deren
dysplastischen Vorstufen, bzw. die Verbindung zwischen Autofluoreszenzverlust und
Epitheldicke untersucht werden.

Ziel dieser Studie ist es, verschiedene Epithell&sionen in ihrer vertikalen Ausdehnung
zu vermessen, Orientierungsbereiche dieser Epitheldicken zu finden und zu vergleichen,
ob sich diese Verénderungen in charakteristischer Art und Weise dem zugehoérigen Au-
tofluoreszenzbild zuordnen lassen.

Aus dem Archiv der Abteilung fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Justus-
Liebig-Universitat (JLU) Giessen wurden 194 Patienten ausgewéhlt, die in den Jahren
1999-2004 per Autofluoreszenzendoskopie an den Stimmlippen untersucht und befun-
det worden waren. Davon waren 165 ( 85,5 %) Ménner und 28 ( 14,51 %) Frauen im
Altersbereich von 32-92 Jahren. Vorhandene La&sionen wurden im jeweiligen Behand-
lungszeitraum im Rahmen von Mikrolaryngoskopien als Excisionsbiopsie, Dekortikati-
ons-, oder Chordektomiepraparat exzidiert.

Betrachtet man die einzelnen Erkrankungen in Zusammenhang mit den von ihnen auf-
gewiesenen AF-Signalen, so lasst sich folgendes feststellen (Tab. 3.2):

Physiogisches Epithel (Gruppel.)) war im Mittel 147 pum dick, und wies wie die Reinke
Odeme (Gruppe 2.)), deren Epithel im Durchschnitt 218 pum dick war, keinen AF-

Verlust auf.
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Veranderungen wie Papillome (Gruppe 3.)), Polypen (Gruppe 4.)) oder laryngitisches
Gewebe ohne Dysplasie (Gruppe 5.)) wiesen einen leichten AF-Verlust auf, ihre Epi-
thelschicht war mittelwertig 244-273 pm dick.

Falle mit der Diagnose einer leichten Dysplasie (Gruppe 6.a)ohne- und 6.b)mit Laryn-
gitis) wiesen in 12 % keinen AF-Verlust auf, bei 73 % war das Signal leicht abge-
schwécht, und bei 15 % zeigte sich ein starker AF-Verlust, wobei das Epithel auf 258
pum verdickt war.

Eine Epitheldicke von 300 um erreichten mittelschwere dysplastische Verédnderungen
(Gruppe 7.a)ohne- und 7.b) mit Laryngitis), sie hatten in 29 % keinen AF-Verlust, das
Signal war bei 38 % leicht und bei 33 % stark abgeschwécht.

Schwere Dysplasien (Gruppe 8.a)ohne- und 8.b) mit Laryngitis) enthielten keinen Fall
ohne AF-Verlust, ein leichter zeigte sich in 26 %, ein schwerer in 74 %. Karzinomata in
situ wiesen zu 100 % der vorliegenden Falle einen schweren AF-Verlust auf. Fasst man
die Gruppe der schweren Dysplasien mit der, der Karzinomata in situ (Gruppe8.c))zu
einer Gruppe zusammen, wie es bei der Vermessung der epithelialen Schichtdicke be-
reits ebenfalls erfolgte(Gruppe 8.)), so weisen von 31 insgesamt untersuchten Fallen
16 % einen leichten, und 84 % einen starken AF-Verlust auf, wobei die mittlere Epi-
theldicke 444um betrug, bei alleiniger Betrachtung der Gruppe 8.c) wurden sogar fast
500 pm erreicht. Die untersuchten pTla-Karzinome (Gruppe 9.)) erreichten im Mittel
Werte von 975 um, und hatten in 3 % ein leicht, in 97 % der Félle ein stark abge-
schwachtes AF-Signal. Karzinome ohne AF-Verlust wurden nicht gefunden.

Wie erwartet, korrelierte die Starke des AF-Verlustes mit dem Anstieg der Epitheldicke:

Abb. 3.1

1200
"= 1000 S
= /
: 800
g /
£ 600
e 4
T 400 e
é L T T = L___I___I\I/ T
L% 200 )\T’\ p—— 1

1) 5) 2) 3) 4) 6) 6.) 6b) 7) 7.a) 7.b) 8) 8.a) 8b) 8c) 9)

Praparat

‘ - Min - Max Mittelwert‘

(Abb. 3.1)



Wir sehen die Autofluoreszenzdiagnostik der laryngealen Schleimhaut als eine reine
Ausbreitungsdiagnostik zur grundsétzlichen Detektion einer Lasion, sowie der tatsachli-
chen horizontalen Flachenausdehnung prakanzerdser und kanzertser Schleimhautver-
anderungen. Sie stellte sich in unserer Untersuchung als ungeeignet dar, Epithelveran-
derungen ab einer bestimmten vertikalen Schichtdicke vollstandig zu erfassen, oder

Rickschlisse auf die exakte Dignitét der Lasion zu ziehen.

5.2 English

Searching a method for early diagnosis of precancerous and cancerous lesions of the
mucous membrane has been a long known aim in the department of tumor diagnosis
Arens et al., 1999; Arens, 2003; Dhingra et al., 1996; Fryen et al., 1997; Gillenwater et al., 1998a, 1998b; Malzahn et al., 2002;
Ramanujam, 1993; Zargi et al., 1997 \njith this, autofluorescence endoscopy is regarded to have
high potentials in further diagnosis for several medical departments. By using the
method of autofluorescence endoscopy in clinical examination to differentiate between
simple dysplasia and precancerous lesion, it was possible to reach a specificity of
97.3 % and a sensitivity of 83.3 9 Malzann etal. 2002

In the following, auto florescence endoscopy will be examined of its phenomena on
clinical application of pTla-caricnomata of the larynx and their early stages of dyspla-
sia. Additionally, the interconnection between the reduction of auto fluorescence signal
and the thickness of epithelia will also be analyzed.

In this examination it is to measure the extension of vertical epithelia of several epi-
thelial lesions and to find values of references of this thickness in order to compare, if

the characteristic changes are responsible for images of auto fluorescence.

Between 1999 — 2004 194 patients, between the age of 32 and 92, had been selected at
the University Giessen in the department of Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde (depart-
ment of Head and Neck surgery), of which the demographic features were 165 men
(85.5 %) and 28 women (14.5 %). These patients were examined using the method of
auto fluorescence endoscopy and lesions were found on their vocal cords. These lesions
were excised as decortications or chordektomie during the microlaryngoscopy.
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While inspecting the different lesions and the signal of their autofluorescence the fol-

lowings could be observed (tab. 3.2):

Physiologic epithelial (group 1) had an average thickness of 147 um and proved no re-
duction of autofluorescence signal similar to the group Reinke's Endema (group 2),
which has an average thickness of 218 um. Modification of lesions such as papillomas
(group 3.), polyps (group 4.), or laryngitic mucosa without dysplasia (group 5.), which
have a thickness between 244-273 um, displayed a slight reduction of autofluorescence

signal.

In cases of small dysplasia diagnosis with laryngitic (group 6.b) and without (group
6.a), out of which 12 % indicated no reduction of autofluorescence, 73 % indicated a
slight and 15 % indicated an extreme reduction. The epithelial thickness of these two

groups constitute of 258 pm.

301 um epithelial thickness was met in the group with slight dysplastic modification
with (group 7a) and without laryngitic (group 7b). 29 % of this group their level of auto-
florescence sigal were not reduced, 38 % had a slight reduction and 33 % displayed a

tremendous reduction.

In group 8, severe dysplasia with laryngitic modification (8a) and without modification
(8b), it can be seen that the level of autofluorescence signal in all cases showed a de-
crease, 26 % of the cases displayed only a slight decrease and 74 % the decrease of auto
fluorescence signal were extremely high. Like the severe dysplasia, carcinomata in situ
(group 8.c) also had no case, in which the level of autofluorescence signal did not prove
an extreme decline. Combining the severe dysplasia with the carcinomata in situ, as it
was done in the epithelial measurement, it can be seen that their average epithelial
thickness was 445 um and 16 % of 31 examined cases had a slight decrease of autofluo-
rescence signal, 84 % of the cases were extremely reduced. When regarding group 8.c

separately, the epithelial thickness was nearly 500 pm.

The examined pTla-carcinomata (group 9.) had a thickness of 975 um and 3 % of this
group displayed a slight and 97 % a tremendous reduction of auto fluorescence level.

Carcinomata without any decline of the signal were not found.

The level of reduction of auto fluorescence signal and their rising epithelial thickness
correlated as follows (see Abb.3.1):
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Auto fluorescence diagnosis of the larynx is only a method of finding out information
about the horizontal extension and the detection of any precancerous and cancerous le-
sions of the mucosal membrane. In our examination it was not possible to determine

vertical extensions of epithelial lesions from a certain thickness. It was also not possible

(Abb. 3.1)

to distinguish between several histologic findings using auto fluorescence.
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