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1 Einleitung

Das Plattenepithelkarzinom ist mit Gber 90% der haufigste maligne Tumor im Bereich
der Schleimhéaute der oberen Luft- und Speisewege [ Statistisches Landesamt Saarland,
1996; Werner 1997]. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen der 5. und 7. Lebensdekade.
Manner sind etwa viermal haufiger betroffen als Frauen, wobei sich in den letzten
Jahren der Anteil an Frauen deutlich erhéht hat [Boring et al., 1993; Platz et al., 1988;
Werner 1997]. Als étiologische Faktoren gelten eine vermehrte Sonneneinstrahlung,
Nikotin und Alkoholabusus sowie eine mangelnde Mundhygiene. Der Uber Jahre
betriebene chronische Alkohol- und Nikotinabusus, der durch gesellschaftliche
Entwicklungen in den vergangenen Jahren weiter stetig zugenommen hat, fordert durch

synergistische Effekte die Karzinogenese [Johnsen et al., 1996].

Die Behandlung von Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und Speisewege hat in
den letzten Jahrzehnten keine grundlegenden Neuerungen erfahren. Sie stiitzt sich nach
wie vor auf chirurgische, strahlentherapeutische und chemotherapeutische Mal3nahmen.
Die Verbesserung der Tumorresektion einschliellich der endoskopischen
Laserresektion sowie Optimierung der Rekonstruktionsverfahren bei radikaler
Tumorresektion, die Modulation der Strahlentherapie sowie die Weiterentwicklungen
der Chemotherapie und die aufeinander abgestimmte Kombination der genannten
Therapieverfahren ermoglichten eine bessere Beherrschung des Primartumors. Fir den
Patienten bedeutete dies deutliche Fortschritte im Sinne einer verbesserten
Lebensqualitéat, obgleich die Uberlebensrate davon unwesentlich beeinflusst blieb
[Silvermann, 1992].

Die insgesamt schlechte Prognose wird insbesondere durch die bei der Diagnosestellung
bereits vorhandenen Lymphknotenmetastasen bestimmt. Des weiteren entwickeln 15-20
% der Patienten neben dem Primérkarzinom ein syn- oder metachrones Zweitkarzinom
im Bereich der Schleimhéute der oberen Luft- und Speisewege [Dhooge et al., 1996;
Natsugoe et al., 1997], da durch die lange Noxeneinwirkung die gesamte Schleimhaut
des oberen Aerodigestivtraktes (sog. ,,condemned mucosa’‘) geschadigt wird [Braakhuis
et a., 2002; Slaughter et a., Strong et al., 1984; 1953; Haugerty et al., 1992].
Fernmetastasen treten erst im spateren Krankheitsverlauf auf [Werner, 1997].



Zur Verbesserung der Prognose ist eine friihzeitige Diagnose der Tumoren von grof3ter
Bedeutung [Silvermann, 1988; Kuropkat et al., 2002]. Allerdings stehen dem
untersuchenden Arzt bislang keine ausreichenden diagnostischen Mittel zu einer
verbesserten Frihdiagnose von Erst- bzw. Zweitkarzinomen zur Verfigung. Sowohl bei
der endoskopischen Untersuchung der im Kopf-Hals-Bereich gut zuganglichen
Regionen als auch durch bildgebende Verfahren kénnen derartige Befunde teilweise
nicht oder nur unvollstandig erkannt werden. Dysplasien oder Frihkarzinome im Sinne
eines  Carcinoma-in-situ imponieren  oft nur as extrem flache
Schleimhautverénderungen und  weisen  selten  typische  morphologische
Tumorcharakteristika auf. Dartber hinaus stellt sich nach bereits erfolgter
Priméartherapie haufig das Problem, dass bei den Nachsorgeuntersuchungen Rezidive
und Neubildungen von Narbengewebe oder ddemattser Schleimhaut nur schwer zu
differenzieren sind [Hilal, 1994]. Ausreichend zuverlassige Tumormarker, wie
beispielsweise das Prostata-Spezifische-Antigen (PSA) fur das Prostatakarzinom, sind
fur Karzinome der oberen Luft- und Speisewege derzeit nicht bekannt [ Werner et al.,
2002a)]. Aus den genannten Griinden sucht man nach zusétzlichen diagnostischen
Hilfsmitteln, die eine frihzeitige Unterscheidung zwischen normalem und malignem

Gewebe ermdglichen.

Ein mdgliches erfolgversprechendes Verfahren zur Friherkennung von Karzinomen an
der Schleimhaut stellt die Fluoreszenzendoskopie dar. Unter der Gewebefluoreszenz
versteht man die Eigenschaft bestimmter Gewebearten, unter Bestrahlung mit Licht-,
Rontgen- oder Kathodenstrahlen durch Energietransfer selbst Licht abzustrahlen, d.h. zu
fluoreszieren. Es werden prinzipiell zwei Arten von Fluoreszenz unterschieden: die

Autofluoreszenz und die Farbstoff-induzierte Fluoreszenz.

Das Prinzip der Autofluoreszenz ist seit vielen Jahrzehnten bekannt [Policard, 1924,
Roncehese, 1954; Ghadially, 1960; Ghadially et Neish 1960]. Eine grof3e Rolle spielen
sogenannte Fluorochrome, also Stoffe, die sich durch Lichteinfluss zur Autofluoreszenz
anregen lassen. In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
deepithelisiertes Gewebe, wie es auch bei ulzerierenden Tumoren vorkommt, besonders
stark fluoresziert. Diese Eigenschaft versucht man diagnostisch zu nutzen, um

tumordses Gewebe mdglichst friihzeitig erkennen zu knnen [Malzahn, et al., 2002].



Im Gegensatz zur Autofluoreszenz wird bei der Farbstoff-induzierten Fluoreszenz eine
Erhdhung der Lichtempfindlichkeit des Gewebes durch exogene Zufuhr von
chemischen Stoffen, sog. Photosensibilisatoren, erreicht. Dieser Vorgang wird als
Photosensibilisierung bezeichnet. Fir die Photosensibilisierung geeignete Substanzen
sollten eine hohe Lichtabsorption im roten und infraroten Bereich besitzen, sich selektiv
im Tumorgewebe anreichern, eine geringe Toxizitét fur den Organismus aufweisen und
zudem in Kombination mit der Lichtweinwirkung zu einer Zellzerstérung fihren [Abels
et al., 2000]. Von besonderem Klinischen Interesse sind dabel die Photosensibilisatoren,
die eine transiente tumorselektive Photosensibilisierung aufweisen und damit eine

selektive Markierung maligner Tumorgewebe herbeifthren kénnen.

Die photosensibilisierende Wirkung von Farbstoffen ist schon seit mehr als 100 Jahren
bekannt. Von Tappeiner und Jesionek berichteten bereits im Jahre 1903 Uber erste
Erfahrungen zur Markierung von Hauttumoren durch Eosin- und Magdalenrot-
Sensibilisierung mit nachfolgenden Versuchen der Zellzerstérung durch Sonnen- bzw.
Bogenlampenlichtbestrahlung [von Tappeiner et Jesionek, 1903]. Vor alem in der
zweiten Halfte des vergangenen Jahrhunderts wurden eine Vielzahl von experimentellen
und Klinischen Untersuchungen durchgefihrt, wobei vor allem
Hamatoporphyrinderivate als Farbstoffe zur Photosensibilisierung eingesetzt wurden
[Auler et Banzer, 1942; Figge et al. 1948; Lipson et al., 1961; Rassmussen-Taxdal et al.,
1955]. Der wesentliche Nachteil der Hamatoporphyrinderivate ist, dass die
Tumorselektivitét gering ist und es zu einer generalisierten Photosensibilisierung des
Organismus kommt. Insbesondere aufgrund der Photosensibilisierung der gesamten
Haut mussten die Patienten wochenlang jegliche Lichtexposition meiden [Leonhard et
Beck, 1971]. Aufgrund der genannten, zum Teil lebensbedrohlichen Nebenwirkungen
und der zudem geringen Absorption im roten Spektralbereich wurden verbesserte
Photosensibilisatoren entwickelt und bei verschiedenen Tumorentitéten und -
lokalisationen eingesetzt [Fan et al., 1997; Gluckmann et al., 1986; Unsold, 1995; von
Roder, 1993].

Eine neue, sehr erfolgversprechende Substanz stellt die 5-Aminolavulinséure (ALA)
dar. Die ALA ist das erste Syntheseprodukt der Hambiosynthese. Durch exogene
Zufuhr von ALA kommt es unter Umgehung des physiologischen Feedback-

Mechanismus zur intrazelluldren Akkumulation von endogen gebildetem



Protoporphyrin IX (PplX). Der Farbstoff PplX reichert sich selektiv in maligne
transformierten Zellen an und fluoresziert unter Anregung mit blauem Licht stark rot
[Kennedy et Pottier, 1992].

Erste Hinweise auf eine mogliche Tumorselektivitdt von ALA ergaben sich aus
Zellkulturstudien mit Leukamiezellen [Malik et Luagaci, 1987]. Der grof3e Unterschied
zu den Hamatoporphyrinderivaten ist, dass ALA lokal appliziert werden kann und damit
eine generalisierte Photosensibilisierung mit den oben genannten Nachteilen vermieden
werden kann. ALA wurde klinisch erstmals zur Optimierung der Detektion des
Harnblasenkarzinoms [Kriegmair et al., 1994] und bei gastrointestinalen Tumoren
[Regula et a., 1995] eingesetzt. Inzwischen konnte fur diese Tumorentitéten eine
hohere Sensitivitdt der Fluoreszenzendoskopie im Vergleich zur Weil3lichtendoskopie
(WLE) nachgewiesen werden [Kriegmair et al., 1996; Messmann et a., 1999]. Auch bei
malignen Bronchialerkrankungen [Baumgartner et al., 1992 et 1996; Gamarra et al.,
2000; Gossner et Ell, 1995; Gossner et al., 1999], in der Neurochirurgie [Stummer et al.,
1998], in der Gynékologie [Hillemanns et al., 1999] sowie bei Tumoren der aulReren
Haut [Fritsch et al., 1997; Szeimes et a 2000] erweist sich die ALA-induzierte
Fluoreszenzdiagnostik als hilfreich fir eine bessere Abgrenzung von malignen und

pramalignen Veranderungen .

Im Kopf-Hals-Bereich wurde die 5-Aminolavulinsiure erstmalig von Kennedy und
Mitarbeitern 1990 zur Untersuchung von malignen Schleimhautveranderungen der
Mundhohle angewandt [Kennedy et al., 1990]. Es gibt bisher nur wenige
Literaturmitteilungen fir den Bereich der oberen Luft- und Speisewege, wobei diese
Uberwiegend auf die Mundhohle beschrankt sind und kleinere Patientenkollektive
umfassen [Leunig et al., 2000a; Mehlmann et al., 1999; Betz et al., 1997]. Vor diesem
Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob der
Fluoreszenzdiagnostik nach topischer Applikation von 5-Aminolavulinsdure bel

malignen Verénderungen im Kopf-Hals-Bereich ein klinischer Stellenwert zukommt.



2 Fragestellung

Die derzeitigen diagnostischen Mdglichkeiten, sowohl Endoskopie als auch moderne
bildgebende Verfahren wie Computertomographie oder Magnetresonanztomographie,
sind in der frihzeitigen und sicheren Erkennung von Malignomen im Bereich der
oberen Luft- und Speisewege eindeutig limitiert. In der vorliegenden Arbeit soll
untersucht werden, ob durch die Protoporphyrin IX induzierte Fluoreszenzendoskopie
eine zuverlassige Malignomerkennung méglich ist und ob dieses Diagnostikverfahren in

der klinischen Routine einsetzbar ist.
Der nachfolgenden Untersuchung liegen folgende Fragestellungen zu Grunde:
1. Ist die Fluoreszenzendoskopie zur Karzinomerkennung geeignet?
2. Kann die Fluoreszenzdiagnostik in die klinische Routine etabliert werden?

3. Ergibt sich dadurch ein diagnostischer und therapeutischer Gewinn bei Kopf-

Hals-Tumoren?



3 Patienten und Methoden

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde bel Patienten mit einem histologisch
gesicherten Karzinom oder einer malignomverdachtigen Schleimhautveranderung der
oberen Luft und Speisewege neben der routineméafdigen Weil3lichtendoskopie zusétzlich
eine ALA-induzierte Fluoreszenzdiagnostik durchgefiihrt. Bei einem kleinen Teil der
Patienten erfolgte zusdtzlich eine Autofluoreszenzendoskopie, um einen Vergleich
beider Verfahren und deren Stellenwert in der endoskopischen Tumordiagnostik
beurteilen zu kénnen. Darlber hinaus wurde die ALA-induzierte Fluoreszenzdiagnostik
auch bei Patienten mit malignomverdéachtigen Veranderungen der Gesichts- und
Kopfhaut angewandt, um deren Wertigkeit hinsichtlich der Beurteilung der

Tumorgrenzen und damit der Bestimmung der Resektionsgrenzen zu untersuchen.

3.1 Patienten

Es wurde im Zeitraum 07/1999 bis 02/2001 be 150 Patienten eine
Fluoreszenzdiagnostik durchgefuhrt. Das durchschnittliche Lebensalter betrug 62,5
Jahre, 126 der Patienten waren mannlichen, 24 weiblichen Geschlechts. Bei allen

Patienten |ag eine schriftliche Einverstandniserklarung fur die Untersuchung vor.

Die Einteilung der Patienten erfolgte entsprechend der Lokalisation der Schleimhaut-
oder Hautveradnderung (Tab. 1). Im Falle mehrerer Lasionen wurde die grofite fur die
Zuordnung gewéhlt. Insgesamt wurden acht Gruppen unterschieden: Mundhdhle,
Oropharynx, Hypopharynx, Larynx, Nasenhaupththle (einschlief3lich Nasopharynx und
Nasennebenhohlen), Tracheobronchialbaum, Gesichts-/Kopfhaut und CUP-Syndrom
(carcinoma of unknown primary). Bei der letztgenannten Gruppe handelte es sich um
die Patienten mit einer nachgewiesenen Halslymphknotenmetastasierung eines
Plattenepithelkarzinoms, bel denen die Endoskopie zur Suche des noch unbekannten

Priméartumors erfolgte.
Nach erfolgter Endoskopie und histologischer Untersuchung der entnommenen

Gewebeproben wurden die Patienten entsprechend der T-Klassifikation eingeteilt (Tab.

2). Die histologisch as nicht maligne befundeten Veranderungen wurden zu einer
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Gruppe (,benigne’) zusammengefaldt, wobei auch hier die Zuteilung gema der

jeweiligen Lokalisationen erfolgte.

E c [
Lokalisation g % '% g

S o|l=|=2192

NS |2

cao|lE|a|ld

<o|lE|n|n
Mundhéhle 20 20
Oropharynx 31 31
Hypopharynx 14 |14
Larynx 69 |69
Nasenhaupthdhlen,
Nasopharynx und 2 12
Nasennebenhdhlen
Tracheobronchialsystem | 4 | 4
Gesichts-, Kopfhaut 8 8
CUP 2 |12

Tab. 1: Anzahl der untersuchten Patienten (n=150) gegliedert nach Lokalisation der Lasionen und ALA-

Applikationsarten

Lokalisation
Anzahl (n)

Cis T,

T

T3

Ta

benigne

Mundhohle
n=20

3

Oropharynx
n=31

2

Hypopharynx
n=14

1

Larynx
n=69

11

18

n=2

Nasennebenhoéhlen,
Nasopharynx und
Nasenhaupthdhle

n=4

Tracheobronchialbaum 1 1

n=8

Gesichts-, Kopfhaut 4

Abb. 2: Einteilung der mittels ALAFE (Aminolévulinsdure-Fluoreszenz-Endoskopie) untersuchten
Patienten (n=148) gegliedert nach der T-Klassifikation bzw. gutartigen Schleimhaut-/Hautveranderungen.

Die zwei Patienten mit einem CUP-Syndrom sind in dieser Tabelle nicht erfal3t
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Bei 11 Patienten erfolgte zusétzlich zur ALA-Endoskopie zu einem spéteren Zeitpunkt
eine Autofluoreszenzendoskopie (Tab. 3). Somit konnten beide Techniken direkt
miteinander verglichen werden. Es handelte sich hierbei ausschliefdlich um Patienten
mit Karzinomen der Mundhohle und des Oropharynx sowie des Larynx und
Hypopharynx. Die Autofluoreszenzendoskopie erfolgte im Rahmen der endoskopischen
Laserresektion des Tumors. In keinem Fall war dadurch eine wesentliche Verlangerung

der Operationsdauer oder gar eine zusétzliche Untersuchung erforderlich.

Lokalisation
Anzahl (n) Cis T1 T, T3 T4 | benigne

Mundhéhle 2 2
n=4
Oropharynx 1 1
n=2
Hypopharynx 1 1
n=2
Larynx 1 1 1
n=3

Tab. 3: Klassifikation der 11 Patienten, bei denen neben der ALAFE (Aminolévulinsdure-Fluoreszenz-
Endoskopie) zusétzlich eine Autofluoreszenzendoskopie durchgefiihrt wurde

3.2 Methoden

3.2.1 Prinzip der Gewebefluoreszenz
Wird Gewebe durch Lichtenergie angeregt, so kommt es zur Abstrahlung von

Fluoreszenzlicht. Die as Autofluoreszenz bezeichnete Lichtemission wird durch die
Gewebezusammensetzung selbst bedingt und ist unabhéngig von der Verabreichung
eines Photosensibilisators. Fir den Energietransfer und die Lichtabstrahlung sind
besondere Atomgruppen verantwortlich. Eine grof3e Rolle spielen Atomgruppen, die
sog. Chromophoren, die hauptsachlich in den zelluldren Makromolekilen der
Submukosa vorkommen. Dies sind gewebeeigene Fluorochrome, die sich zur
Autofluoreszenz anregen lassen, das heifdt, nach Stimulation durch Anregungslicht

emittieren diese Chromophoren Fluoreszenzlicht.
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deepithelisiert

Abb. 1: Prinzip der Autofluoreszenz: Die Bestrahlung der Schleimhaut mit blauem Licht der Wellenlange
| = 442 nm bewirkt eine Emission von griinem Fuoreszenzlicht. Deepithelisierte Areale fihren im
Vergleich zum Normagewebe zu einer verstérkten Fluoreszenz. Verdickungen der Epithelschicht,
beispielsweise durch ein Carcinoma in situ (CIS) bewirken eine Verringerung der griinen
Autofluoreszenz durch eine erhthte Abschwéchung sowohl des Anregungs- (blaue Pfeile) als auch des
Fluoreszenzlichtes (griine Pfeile)

Bei der Autofluoreszenzdiagnostik werden die Unterschiede der gewebeeigenen
Fluoreszenzeigenschaften (Intensitdt oder Spektralverlauf der Autofluoreszenz) genutzt,

um aufgrund dieser die Dignitét bzw. Malignitét eines Gewebes zu beurteilen.

Im Gegensatz zur Autofluoreszenz wird bel  der Farbstoff-induzierten
Fluoreszenzdiagnostik dem zu untersuchenden Gewebe ein Farbstoff zugefthrt, der
anschlief3end entsprechend seiner Gewebeakkumulation zur Fluoreszenz angeregt
werden kann. Einen derartigen Farbstoff (Photosensibilisator) stellt die ALA dar.

3.2.2 Aminolavulinsaure (ALA)
Die genaue chemische Bezeichnung des verwendeten Photosensibilisators lautet 5-

Amino-4-oxo-Pentansdurehydrochlorid  (ALA). Dieser hat die Summenformel
CsH1oCINO3 (Abb. 2), das Molekulargewicht betragt 167,59 g/mol. Synonyme sind d-
Aminolavulinsdurehydrochlorid (5-ALS) und d-Aminolevulinic acid (d-ALA). Es
handelt sich hierbei um ein weil3es bis bréunlich-weil2es Pulver, welches in Wasser
l6dlich ist. Der Schmelzpunkt liegt zwischen 151-154 °C, der pH betragt 2,2 — 3,2. Die
Substanz ist in einer Konzentration Uber 99 % als pharmazeutischer Rohstoff erhaltlich
(Firma medac research GmbH, Hamburg-Wedel) und sollte lichtgeschiitzt und dicht
verschlossen in einem Braunglasgefald gelagert werden.
13



Abb. 2: Strukurformel von 5-Aminolévulinsdure (CsH1,CINO3)

Die ALA ist das natirliche Ausgangsprodukt der intrazelluléaren Hambiosynthese, wozu
ale kernhaltigen Zellen befahigt sind (Abb. 3). Nach exogener Applikation 1&f3t sich
eine vermehrte Anreicherung endogener Porphyrine, insbesondere von Protoporphyrin
IX (PplX) in Zellen epithelialen Ursprungs nachweisen. PplX ist das entscheidende
Fluorochrom, welches wahrend der fluoreszenzdiagnostischen Untersuchung
nachgewiesen wird. Es handelt sich hierbei um einen rotfluoreszierenden
Photosensibilisator, der vermehrt in den Tumorzellen akkumuliert.

feed- Ppl X
= = HAM (Protoporphyrin 1X)
bac

k

Por phaobilinogen
Uroporphyrinogen |11 Coproporphyrinogen | 11
Uroporphyrinogen |

Abb. 3. Schematische Darstellung der Pharmakokinetik der H&mbiosynthese: Im Rahmen der
Hambiosynthese wird fluoreszierendes Protoporphyrin 1X (PplX) physiologisch intrazellulér gebildet,
welches in Tumorzellen eine verstarkte Akkumulation aufweist. Durch die Applikation von ALA von
auBen wird der Feed-back-Mechanismus ausgeschaltet, so dal3 die selektive Anreicherung von PplX
zusétzlich gesteigert wird
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3.2.3 Applikationsformen von ALA
Der Photosensitizer ALA wurde in der vorliegenden Untersuchung ausschlief3lich lokal

appliziert. Die Art der topischen Applikation von ALA erfolgte entsprechend der

Lokalisation der zu beurteilenden Haut- bzw. Schleimhautverdnderung.

Orale Applikation (Spulung):

Patienten mit Schleimhautveréanderungen im Bereich der Mundhohle und des

Oropharynx spulten fir 15 Minuten mit einer 0,4 %igen ALA-L6sung (200 mg in 50ml
Mineralwasser gelost).

Inhalation:

Bei verdachtigen Schleimhautarealen im Bereich des Larynx, des Hypopharynx, des
Tracheobronchialsystems sowie der Nasenhaupt- und Nasennebenhohlen inhalierten
(Abb. 4) die Patienten 15 Minuten lang die Aerosole (250 mg ALA gel6st in 2 ml NaCl-
Losung) aus einem medizinischen Vernebler (Inhalator MEDAC, Heraeus Med GmbH,
Hanau).

Abb. 4: Patient bei der Inhaltion mit ALA

15



Die Inkubationszeit, d.h. die Zeit zwischen der ALA-Applikation und Durchfihrung der
Fluoreszenzdiagnostik, betrug sowohl nach Mundspilung als auch nach Inhalation 2-3
Stunden [Leunig et al 2000b].

Topische Applikation im Bereich der Gesichts-/Kopfhaut:

ALA wurde in einer Konzentration von 20 % in eine Salbengrundlage (Psoralen
Fettcreme , Hermal, Hamburg) eingearbeitet und auf das zu untersuchende Hautareal
aufgetragen (0,2 g Salbe/cm® = 40 mg ALA/cm?). AnschlieBend erfolgte die Anlage
eines lichtundurchléssigen Pflasterverbandes mit Aluminiumfolie, um ein vorzeitiges
Ausbleichen der Fluoreszenz zu vermeiden und die Penetration der aufgetragenen
Substanz zu verstérken. Nach einer Einwirkungszeit von zwei Stunden erfolgte die
Entfernung der Creme. Die Haut wurde anschlief3end bis zur Fluoreszenzuntersuchung
fUr weitere zwei Stunden lichtdicht mit einer Aluminiumfolie abgedeckt [Fritsch et al
1998].

3.2.4 Technische Grundlagen (Geratebeschreibung)
Die Fluoreszenzdiagnostik wurde mit dem sogenannten , D-LIGHT-System” (Firma

KARL STORZ GmbH & Co KG, Tuttlingen, Modell 201333 20) durchgefihrt (Abb.
5). Es handelt sich hierbei um eine modifizierte Xenon-Kurzbogenlampe, welche zur
Gewebeanregung Licht im blauen Spektralbereich bei einer Wellenléange von 375 bis
440 nm emittiert. Die Lichtquelle kann in einem Untersuchungsschritt auch fur die
Ublicherweise durchzufihrende Weifllichtendoskopie verwendet werden. Im
Weildlichtmodus wird die Lichtleistung auf 10 % der maximal verfligbaren Leistung
reduziert, damit der Untersucher vor einer Uberstrahlung beim Umschalten vom
Fluoreszenz- auf den Weif3lichtmodus geschtitzt wird.

In der Lichtquelle integriert ist ein sogenannter Anregungsfilter. Dieser ermdglicht eine
hohe Lichttransmission im violetten Spektralbereich bei weitgehender Blockung des
Lichtes des restlichen sichtbaren Spektralbereiches. Der Anregungsfilter ist in der
Lichtquelle auf einem Filterrad montiert, so dal3 eine einfache Umschaltméglichkeit
zwischen Auto- bzw. ALA-Fluoreszenz (ALAF) sowie Weildlichtmodus besteht. Das
Umschalten kann sowohl Uber einen Hand-, als auch Uber einen Ful3schalter ohne
Zeitverzogerung erfolgen. Uber ein speziell auf die Fluoreszenzendoskopie
abgestimmtes Fluidlichtleiterkabel (Firma KARL STORZ GmbH & Co KG, Tuttlingen,
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Modell 495 FS) wird das Weildlicht- bzw. Fluoreszenzlicht mit besonders guter
Transmission im kurzwelligen Spektral bereich zur Endoskopoptik tbertragen.

"y

Abb. 5: Untersuchungseinrichtung zur Fluoreszenzendoskopie (Firma KARL STORZ GmbH & Co KG,
Tuttlingen) mit Monitor, AusschnittsvergréRerung der Video-Kamera, Lichtquelle (D-LIGHT-System)
sowie des Videorekorders

Die Betrachtung der Fluoreszenz ist nur moglich, wenn ein grol3er Teil des
Anregungdichtes von einem Beobachtungsfilter geblockt wird. Bel der ALA-
induzierten Fluoreszenzendoskopie reduziert der Filter das vom Gewebe diffus
zurlickgestreute blaue Anregungslicht, [at jedoch gleichzeitig das rote Fluoreszenzlicht
transmittieren. Der Kontrast zwischen reflektiertem blauen Licht (normales Gewebe)

und rot fluoreszierendem malignem Gewebe wird dadurch verstarkt (Abb. 6).

Der gelbe Betrachtungsfilter (Modell OG 515 und GG 495 bzw. Modell AF, sowie alle
weiteren, unten genannten Filter, Optiken und Kamera, Firma KARL STORZ GmbH &
Co KG, Tuttlingen) musste bei den initial verwendeten lichtstarken starren 0°-Optiken
(Hopkins Geradeausoptik 10318 B) manuell auf das Okular aufgesetzt werden.
Hierdurch wurde bei der Bilddokumentation eine nicht vermeidbare minimale
Unschéarfe verursacht. Spater wurden starre Optiken (Modell 10320 AP) mit bereits

integriertem Beobachtungsfilter verwendet, wobei am Okular der entsprechende Filter
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for den Weifdlicht-, Autofluoreszenz- oder ALA-Modus gewahlt werden konnte (Abb. 7
b, c, d). Ein flexibles Endoskop mit ebenfalls integriertem Beobachtungsfilter
(Bronchofiberskop 11004 BIl) wurde in Ergdnzung zum starrem Instrumentarium,

insbesondere bei der Tracheobronchoskopie, verwendet (Abb. 7 a).

\ Betrachtungsfilter
\

Abb. 6: Schematische Funktion der Betrachtungsfilter: Bei der Endoskopie im Weil3lichtmodus wird das
Licht (dicker gelber Pfeil) vom Gewebe diffus in jeder Wellenldnge =zurlckgestreut. Die
Fluoreszenzendoskopie erlaubt tber das monochromatische Anregungslicht die optimierte Visualisierung
der informationstragenden Fluorochrome. Durch die Zuhilfenahme eines geeigneten Beobachtungsfilters
(gelber Balken) wird das monochromatische Anregungdlicht (dicker blauer Pfeil) vom Fuoreszenzlicht
abgetrennt, so dal3 dieses isoliert betrachtet werden kann

Die Visualisierung der Fluoreszenzbilder erfolgt Uber eine spezielle Drei-Chip-Carged
Coupled Device (CCD)-Kamera (Tricam SL pal, Modell 202220 20 PAL). Bei den
CCD-Kameras wird das Lichtsignal tber einen Mikrochip in ein elektronisches Signal
umgewandelt. Uber die drei CCD-Sensorchips wird fiir jede der drei Grundfarben das
Bild in drei Farbausziige zerlegt. Der Blau-Kanal registriert vornehmlich das
zurlickgestreute Anregungslicht, der Rot-Kanal die Porphyrinfluoreszenz. Die in jedem
Pixel erzeugten freien Elektronen werden Uber eine gewisse Zeit (z.B. 1/50 9)
gesammelt und dann aufgelesen. Der Kameracontroller wandelt diese Elektronen in ein
zu ihrer Menge proportionales Spannungssignal und damit in eine entsprechendes
Farbbild am Monitor um. Die Dokumentation der erhobenen Endoskopiebefunde
erfolgte mittels einer kontinuierlichen Videoaufzeichnung (Panasonic DVCPRO AJ-
D650E, Panasonic Broadcast Europe GmbH, Wiesbaden).
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Fur einen optimalen Kontrast zwischen fluoreszierendem und nichtfluoreszierendem
Gewebe weisen das zuriickgestreute Anregungslicht und das Fluoreszenzlicht

vergleichbare Intensitaten auf.

Abb. 7: Flexible (8) und starre (b) Optik zur Fluoreszenzendoskopie mit VergroRerung des Handstlickes
der starren Optik (c). In die flexible und starre Optik integriert ist ein Filtersystem, das ein Umschalten
auf Weilllicht, Autofluoreszenz oder ALA-Fluoreszenz erméglicht. VergréRerung des Handstiickes der
starren Optik (c, d), jeweils Firma KARL STORZ GmbH & Co KG, Tuttlingen
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3.2.5 Untersuchungsablauf

3.25.1 Untersuchungsablauf bei Schleimhautveranderungen des oberen
Aerodigestiviraktes

Etwa zwel Stunden vor dem geplanten Untersuchungszeitpunkt erfolgte die Applikation
des Photosensitizers (ALA) mittels Mundspulung oder Inhalation. Die Zuordung des
jeweiligen Patienten fur eine bestimmte Applikationsart erfolgte nach klinischen
Gesichtspunkten. Die Fluoreszenzendoskopie erfolgte im Rahmen der routinemallig
durchzufiihrenden diagnostischen Panendoskopie (Abb. 8). Diese beinhaltet eine
endoskopische und mikroskopische Untersuchung von Mundhohle, Oropharynx,
Hypopharynx, Larynx,  Oesophagus  sowie  Tracheobronchialsystem in
Allgemeinanasthesie. Sie dient der histologischen Abklarung bei Malignomverdacht,
der Ausdehnungsbestimmung einer Schleimhautlédsion und damit auch der
Therapiefestlegung sowie des Ausschlusses weiterer maligner

Schleimhautverénderungen.

Wahrend der endoskopischen Untersuchungen wurde der OP-Raum stets abgedunkelt.
Um individuelle Fehler zu minimieren, wurden die Endoskopien bei allen Patienten von

nur zwei erfahrenen Untersuchern vorgenommen.

Die initiale Endoskopie erfolgte zundchst im Fluoreszenzmodus und anschlief3end im
Weilllichtmodus, um so ein vorzeitiges Zerstoren des Fluoreszenzfarbstoffes PplX
(Photobleaching) durch das hochenergetische Weilllicht zu vermeiden. Nach Video-
Dokumentation der fluoreszierenden Schleimhautareale wurde die Untersuchung im
Wechsel mit dem Weildlichtmodus bei geringer Lichtintensitdt fortgesetzt, so dal3
jewells ein guter Vergleich zwischen den Endoskopiebildern in den unterschiedlichen

Modi méglich war.
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Abb. 8: Bild aus dem Operationssaal wéhrend der Durchfiihrung einer Fluoreszenzendoskopie in
Allgemeinanésthesie

Nach der sorgféltigen Endoskopie und Dokumentation der Fluoreszenz- und
Weildlichtbildbefunde erfolgten die Gewebeprobeentnahmen. Es wurden zur
histologischen Diagnosebestimmung und Festlegung der Tumorausdehnung
routinemaldig mindestens 3 Biopsien entnommen (Abb. 9).

<4+—— FE1
4+—— PE 2

PE 3

Abb. 9 : Schematische Darstellung der Probeentnahme aus der benachbarten gesunden Schleimhaut (PE
1), aus dem Tumorrandbereich (PE 2) und aus dem Tumorzentrum (PE 3)

21



Mit kaltschneidendem Instrumentarium wurden im Fluorezenzlichtmodus jeweils aus
dem Tumorzentrum, aus dem sichtbaren Tumorrandbereich und dem angrenzenden
Normalgewebe Biopsien gewonnen. Dartber hinaus erfolgten Gewebeprobeentnahmen
in den Schleimhautarealen, die entweder in Fuoreszenzlicht oder Weildlicht
malignomverdachtig erschienen. Die histologische Untersuchung der entnommenen
Biopsien erfolgte routineméalig im Institut fir Pathologie der Philipps-Univeritét zu
Marburg (Direktor: Herr Prof. Dr. R. Mall).

Um eine genaue Korrelation zwischen Fluoreszenzbefund und histologischem Ergebnis
herzustellen, wurde die Fluoreszenzintensitdt der biopsierten Schleimhautareale
entsprechend der Einteilung nach Leunig et al. [Leunig et al., 2000a] als stark positiv
(F++), schwach positiv (F+) oder nicht vorhanden (F-) bestimmt. Zur Ermittlung der
Sensitivitdt und der Spezifitdt wurden Karzinome und In-situ-Karzinome als bosartig
bewertet, mittelgradige und schwach dysplastische Areale sowie gesunde Schleimhaut

wurden als gutartig klassifiziert.

3.2.5.2 Untersuchungsablauf bei Veranderungen der Kopfhaut
Die ALA wurde vier Stunden vor dem geplanten Untersuchungszeitpunkt topisch

appliziert. Die Untersuchung erfolgte analog zu der oben beschriebenen
Endoskopietechnik mit identischem Instrumentarium in einem nahezu komplett
abgedunkelten Raum. Die klinisch suspekten Hautverdnderungen wurden primér im
Fluoreszenzmodus inspiziert. Anschlief3end wurde die umgebende, mit Farbstoff
sensibilisierte Haut auf weitere Areale mit verstérkten Lichtemissionen im roten
Spektralbereich untersucht.

Neben dem Fluoreszenzbild wurde ein deckungsgleiches klinisches Weildlichtbild mit
Hilfe der CCD-Kamera dokumentiert. Zunachst erfolgte im Fluoreszenzbild die
farbliche Markierung der sich hier darstellenden Tumorrénder auf der Haut.
Anschlief3end wurden die klinisch erscheinenden Tumorrander im Weifdichtmodus mit
einer anderen Farbe markiert. Um eine Verfadschung der Befunde zu vermeiden,
erfolgte erst nach der Tumormarkierung die Lokalandsthesie. Der Hauttumor wurde
letztlich entsprechend der Kklinischen TumorgrofRen mit einem ausreichenden
Sicherheitsabstand reseziert und auf Kork entsprechend der Lokalisation aufgespannt.

Bei der anschliefend durchgefiihrten Randschnittentnahme wurden die im
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Fluoreszenzlicht Uber die im Weifdlicht hinausragenden suspekten Hautareal e gesondert
mit einer Nadel markiert. Postoperativ wurde den mit dem Photosensitizer behandelten
Patienten empfohlen, die betreffenden Hautareale fir 24 Stunden nicht der direkten
Sonneneinstrahlung auszusetzen. Das histologische Ergebnis wurde mit dem
Fluoreszenzbild und dem Weif3ichtbild korreliert.
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4 Ergebnisse;

4.1 Fluoreszenz-Ergebnisse

Es kamen bei allen untersuchten Patienten die in der Weifdlichtendoskopie (WLE)
sichtbaren Schleimhautverénderungen auch bei der ALA-induzierten Fluoreszenz-
Endoskopie (ALAFE) zur Darstellung (Abb. 10-16). Endoskopisch zeigten die
tumorveranderten Areale eine typische rote Fluoreszenz im Gegensatz zu dem grin-
braunlich erscheinenden gesunden Gewebe. Durch die ALAFE war somit ein besserer
Kontrast zwischen Tumor- und Normal gewebe gegeben. Der beste Fluoreszenzkontrast
wurde 1-3 Stunden nach ALA-Applikation erzielt.

In einigen Falen konnte durch die ALAFE eine exaktere Darstellung von
Tumorauslaufern und -grenzen erreicht werden als dies in der WLE allein moglich war
(Abb. 10,14-16). Dies lief? sich auch histologisch bestétigen. Bei 14 Patienten (dies
entspricht 9,4 %) konnten durch die Fluoreszenzmarkierung zusétzliche
Schleimhautverénderungen detektiert werden, die mit der WLE alein nicht erkannt
worden waren. Es handelte sich in 10 Fallen um Leukoplakien (Dysplasie Grad 1), bei
2 Patienten um ein Carcinoma in situ und in einem Fall sogar um ein kleines invasives
Pattenepithelkarzinom. Mittels der ALAFE konnte bei einem Patienten ein synchrones
Zweitkarzinom des Oesophagus diagnostiziert werden.

Abb. 10: Median gelegenes Plattenepithelkarzinom des Mundbodens (a). In der ALAFE (b) zeigt sich
eine klare Kontrastierung des exophytischen Tumors. Der Alveolarkamm ist nicht tumorinfiltriert
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Abb. 11: Plattenepithelkarzinom des vorderen Gaumenbogens links (a). Der Tumor und seine Grenzen
() stellt sich zum Normalgewebe in der ALAFE (b) deutlich besser dar
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Abb. 12: Plattenepithelkarzinom der Epiglottis unter Weiflichtausleuchtung (a) und ALAFE (b). Es zeigt
sich ein deutlicher Rotfluoreszenzkontrast zwischen Tumor und angrenzendem Normal gewebe

Abb. 13: T1a-Stimmlippenkarzinom rechts (a). In der ALAFE (b) werden durch die Rotfluoreszenz die
dorsalen Tumorgrenzen () besser dargestellt. Die linke Stimmlippe ist unauffallig
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Abb. 14: Schwere chronische Laryngitis mit histologischem Nachweis eines Carcinoma in situ beider
Stimmlippen. Im Gegensatz zur WLE (&) wird der Befall der rechten Stimmlippe () erst in der ALAFE
(b) sichtbar. Auch im Bereich der vorderen Kommissur ( ) ist eine bessere Abgrenzung mdglich. Bel
der weiRlichen Verénderung des mittleren und hinteren Stimmlippendrittels links handelte es sich um eine
Leukoplakie ohne Dysplasie (*)

Abb. 15: Karzinom der linken Stimmlippe mit flachigem Wachstum bis auf die Taschenfalte. In der
ALAFE (b) zeigt der Tumor eine kontrastreiche Rotfluoreszenz. Im Gegensatz zur WLE (&) stellt sich
zusétzlich eine Lasion der rechten Taschenfalte dar. Histologisch handelte es sich um eine méRiggradige
Dysplasie
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Abb. 16: Endoskopisches Bild (&) einer rezidivierenden respiratorischen Papillomatose (*) mit Verschluss
des rechten Mittellappenbronchus. In der ALAFE (b) lasst sich ein weiteres, in der WLE nicht
erkennbares Schleimhautareal () detektieren. Die histologische Begutachtung ergab einen fokalen
Ubergang in ein Carcinomain situ

Im Bereich der Gesichtss und Kopfhaut lieflen sich im Fluoreszenzmodus die
Hautveranderungen gut darstellen. Auffélig war die zunéchst starke Fluoreszenz des
gesamten mit ALA-Creme behandelten Hautareals. Unter dem Anregungslicht kam es
im weiteren Untersuchungsverlauf, nach ca. 30 bis 60 Sekunden, zum Abblassen des
behandelten Hautbereiches, wobei die malignomverdachtigen Hautareal e aber weiterhin
fluoreszierten und sich somit gut abgrenzen lieRen. Es konnte keine Korrelation
zwischen der Fluoreszenzintensitét und den histologischen Ergebnissen hergestellt
werden. So zeigten die untersuchten Basaliome, Spinaliome, senilen Elastosen und
aktinischen Keratosen keine klar erkennbaren Fluoreszenzunterschiede. Es kam im
Fluoreszenzbild zu einer deutlichen Demarkierung der Hautl&sionen und damit zu einer
besseren Abgrenzbarkeit zur benachbarten gesunden Haut (Abb. 17 und 18). Bei einem
Patienten mit multiplen senilen Elastosen und aktinischen Keratosen der unbehaarten
Kopfhaut lieRen sich mittels der ALAF Uber die klinisch sichtbaren Veranderungen

weitere L asionen nachweisen.
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Abb. 17: Basazellkarzinom der linken Schléfe in der WLE (a) und ALAFE (b). Die Tumorgrenzen
stimmen histopathologisch mit denen der klinisch sichtbaren Fluoreszenz Uberein. Der weifdliche Saum
entspricht durch den Okklusionsverband aufgeweichtem Keratin

Abb. 18: Basalzellkarzinom der linken Wange im Weililichtmodus bei Zustand nach vorausgegangener
Kryotherapie (a). Das ganze Ausmal? des Residualtumors l&sst sich im Fluoreszenzbild (b) nach topischer
ALA-Applikation klar erkennen

Die histologische Untersuchung ergab bei insgesamt 170 La&sionen eine nicht-maligne
Diagnose. Es handelte sich um Leukoplakien, Hyperplasien oder Keratosen an der
Schleimhaut und benigne Hautveranderungen. Besonders hervorzuheben ist die benigne

respiratorische Papillomatose im Bereich der oberen Luftwege. Die Papillome zeigen
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eine starke Rotfluoreszenz und demarkieren sich dadurch gegenliber dem umgebenden
Normalgewebe sehr deutlich (Abb. 19).

Abb. 19: Endoskopische Befunde bei rezidivierender respiratorischer Papillomatose mit Befall des
Larynx. Das in der vorderen Kommissur lokalisierte solitére Papillom (1a) zeigt in der ALAFE (1b) eine
charakteristische Rotfluoreszenz und Demarkierung. Abbildung 2a zeigt den weif3lichtendoskopischen
Befund einer Papillomatose mit Befall beider Stimmlippen, der vorderen Kommissur und subglottisch. In
der AFE (2b) zeigt sich eine bessere Abgrenzbarkeit der erkrankten Schleimhautareale. Es wird auch
deutlich, dass das mit einem Pfeil () markierte Areal keinem Papillom entspricht

4.2 Histopathologie

In die Auswertung und Berechnung der Korrelation von Fluoreszenz und
histopathologischen Ergebnissen wurden nur die Patienten mit L&sionen von
Mundhohle und Oropharynx sowie Larynx und Hypopharynx einbezogen. Fir andere

Organlokalisationen waren die Fallzahlen zu gering.
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Es wurden bei 134 Patienten insgesamt 313 Gewebeproben entnommen und
ausgewertet. Pro Patient wurden unterschiedlich viele Gewebeproben entnommen. Dies
erklart sich dadurch, dass insbesondere bei gut sichtbaren und gut zugénglichen
Tumoren der Mundhohle und des Oropharynx teilweise schon ein histologischer
Karzinomnachweis vorlag. Andererseits wurden bei klinisch nicht eindeutigem
Malignomverdacht im Larynx zur Vermeidung von funktionell beeintrachtigenden
Narben keine Gewebeproben aus dem Randbereich bzw. aus der gesunden Schleimhaut
entnommen. Leukoplakien mit gering- bis maliggradiger Dysplasie (Abb. 20) sowie
normale Schleimhaut wurden als benigne, Carcinoma in situ (Abb. 21) und

mikroinvasive Karzinome (Abb. 22) al's maligne gewertet.

Abb. 20: Flache Leukoplakie ohne Dysplasie der linken Stimmlippe. Das Epithel ist verbreitert, an der
Oberflache zeigen sich Parakeratosezellen ( ); HE-Farbung, x 100
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Abb. 21: Carcinoma in situ des Oropharynx. Die Schichtung des Plattenepithels ist aufgehoben, die
Zellen sind grof3er und weisen Unregelmafigkeiten auf. Die Basalmembran ist intakt; HE-Farbung, x 200

Abb. 22: Mikroinvasives Plattenepithelkarzinom der rechten Stimmlippe. Das Plattenepithel zeigt
Zellunregelmaigkeiten in alen Zelllagen (*). Unterhalb der Basamembran sellt sich das
Tumorzellinfiltrat dar ( ); HE-Farbung, x 100
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Die Ergebnisse der Korrelation von Fluoreszenz und histologischer Diagnose sind in der

Tabelle 4 dargestellt.

F++ F+ F- Summe
Karzinom 87 39 10 136
Carcinomain situ 3 2 2 7
Mittlere, leichte Dysplasie 4 12 8 24
Normale Schleimhaut 13 24 109 146
Summe 107 77 129 313

Tab. 4: Korrelation zwischen der abschlieflenden histologischen Diagnose und der Intensitdt der
Fluoreszenz nach ALA-Applikation der untersuchten Schleimhautbiopsien von Mundhéhle, Oropharynx,
Larynx und Hypopharynx (F++: stark positive Fluoreszenz, F+: schwach positive Fluoreszenz, F- nicht
nachwei sbare Fluoreszenz)

Von den 107 Gewebeproben mit einer starken Rotfluoreszenz (F++) wurden 90 as
Karzinom oder Carcinoma in situ diagnostiziert. 53 Proben, die von normaler bzw.
dysplastischer Schleimhaut entnommen worden waren, zeigten eine starke oder
schwache Fluoreszenz und wurden daher als falsch-positiv gewertet. Die histologische
Beurteilung der von fluoreszenz-negativen Schleimhautarealen entnommenen Proben
ergab in 117 Fallen ein nicht-malignes Ergebnis, in 12 Fallen alerdings war ein
Karzinom nachweisbar. Entsprechend den dargestellten Ergebnissen errechnet sich eine
Spezifitdt von 68,82 % und eine Sensitivitat von 91,61 %. Der positive Vorhersagewert
betragt 0,712 und der negative Vorhersagewert 0,907. Nimmt man die gutartigen
Papillome (insgesamt 12 Félle) aus der Gesamtbetrachtung heraus, so ergibt sich fir die
Spezifitat ein Wert von 74,05 %, der positive Vorhersagewert betragt dann 0,762.

Die Aufgliederung in die einzelnen Organe ist nachfolgend dargestellt (Tabellen 5-8).
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Mundhohle F++ F+ F- Summe
Karzinom 8 10 2 20
Carcinomain situ - - 1 1
Mittlere, leichte Dysplasie - 4 2 6
Normale Schleimhaut 1 3 18 22
Summe 9 17 23 49

Tab. 5. Korrelation zwischen der abschlieRenden histologischen Diagnose und der Intensitét der
Fluoreszenz nach ALA-Applikation der untersuchten Schleimhautbiopsien der Mundhohle (F++: stark
positive Fluoreszenz, F+: schwach positive Fluoreszenz, F- nicht nachweishare Fluoreszenz)

Spezifitat: 71,43 %

Sensitivitat: 85,71 %

Positiver Vorhersagewert: 0,692
Negativer Vorhersagewert: 0,870

Oropharynx Pt F+ F- Summe
Karzinom 22 13 4 39
Carcinomain situ - 1 1 2
Mittlere, leichte Dysplasie 2 2 3 7
Normale Schleimhaut 1 7 31 39
Gesamtsaumme 25 23 39 87

Tab. 6: Korrelation zwischen der abschlieflenden histologischen Diagnose und der Intensitdt der
Fluoreszenz nach ALA-Applikation der untersuchten Schleimhautbiopsien des Oropharynx (F++: stark
positive Fluoreszenz, F+: schwach positive Fluoreszenz, F- nicht nachwei share Fluoreszenz)

Spezifitét: 73,91 %

Sengitivitét: 87,80 %

Positiver Vorhersagewert: 0,75
Negativer Vorhersagewert: 0,872

33



Larynx Ftt F+ F- Summe
K arzinom 53 8 1 62
Carcinomain situ 3 1 - 4
Mittlere, leichte Dysplasie 2 3 2 7
Nor male Schleimhaut 11 12 40 63
Summe 69 24 43 136

Tab. 7. Korrelation zwischen der abschlieRenden histologischen Diagnose und der Intensitét der
Fluoreszenz nach ALA-Applikation der untersuchten Schleimhautbiopsien des Larynx (F++: stark
positive Fluoreszenz, F+: schwach positive Fluoreszenz, F- nicht nachwei share Fluoreszenz)

Spezifitét: 60 %

Sensitivitat: 98 %

Positiver Vorhersagewert: 0,699
Negativer Vorhersagewert: 0,977

In 10 Falen handelte es sich um Papillome (histologisch eingeordnet unter ,, normale
Schleimhaut), die aufgrund ihres Proliferationsverhaltens eine sehr kraftige, gut
reproduzierbare Rotfluoreszenz zeigen. Nimmt man diese benignen, aber dennoch
fluoreszierenden Tumore aus der Berechnung heraus, so ergibt sich eine Spezifitét von

70 % und ein positiver Vorhersagewert von 0,783.
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Hypopharynx F++ F+ F- Summe

Karzinom 4 8 3 15

Carcinomain situ - - - -

Mittlere, leichte Dysplasie - 3 1 4
Nor male Schleimhaut - 2 20 22
Summe 4 13 24 41

Tab. 8. Korrelation zwischen der abschlieRenden histologischen Diagnose und der Intensitét der
Fluoreszenz nach ALA-Applikation der untersuchten Schleimhautbiopsien des Hypopharynx (F++: stark
positive Fluoreszenz, F+: schwach positive Fluoreszenz, F- nicht nachwei share Fluoreszenz)

Spezifitét: 80,77 %

Sensitivitét: 80,0%

Positiver Vorhersagewert: 0,706
Negativer Vorhersagewert: 0,875
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4.3 Autofluoreszenz und AL A-Fluoreszenz

Bei allen 11 Patienten, die sowohl mit der AF und ALAF untersucht worden sind,
kamen die in der WLE sichtbaren Schleimhautveranderungen auch bei der AF-
Endoskopie (AFE) zur Darstellung. Insgesamt zeigte sich in der AF ein besserer
Kontrast und damit eine bessere Abgrenzbarkeit. Vergleicht man die AF mit der ALAF
so erscheint mit der letzteren eine deutlichere Kontrastrierung gegeben zu sein. Die
AFE ist jedoch leichter zu handhaben und kann ohne Vorbereitungen im selben
Untersuchungsvorgang zugeschaltet werden (Abb. 23-25).

Abb. 23: Plattenepithelkarzinom des vorderen Mundbodens in der WLE (&) und AFE (b). Der Tumor ist
gut abgegrenzt und zeigt keine Infiltrationszeichen zum Alveolarkamm hin

Abb. 24: Ulzerierend wachsendes Uvula-
Karzinom mit fléchigem Befall des weichen
Gaumens sowie einer , Abtropfmetastase”
der Rachenhinterwand in der WLE (&) und
AFE (b). Der Autofluoreszenzmodus (c)
ermoglicht in  der VergroRerung die
Darstellung von radidren Tumorauslaufern

()
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Abb. 25: Endoskopische Befunde bei einer Leukoplakie der rechten Stimmlippe mit fokalem Ubergang in
ein hochdifferenziertes Karzinom in der WLE (&, c), AFE (b) und ALAFE (d) im Vergleich. In der AF
zeigt die pathologisch verédnderte Stimmlippenschleimhaut eine klare Fluoreszenzausidschung. In der
ALAFE stellen sich die karzinomattsen Areale am deutlichsten dar. Insbesondere im vorderen
Stimmlippendrittel wird die bessere Kontrastierung erkennbar

4.4 Storfaktoren

Bei der Durchfuhrung der AFE und ALAFE traten verschiedene Storfaktoren auf, die
eine zuverlassige Beurteilung und vor allem Reproduzierbarkeit nicht immer
ermoglichten. So zeigten sich unabhéngig von der Tumorlokalisation und der ALA-
Applikation makroskopisch deutlich erkennbare Unterschiede im Fluoreszenzkontrast.
Grof3e Tumorflachen flhrten regelmaidig zu einer geringeren Fluoreszenzintensitét. Bei
groReren Oro- und Hypopharynxkarzinomen war wahrend der Untersuchung sehr
schnell ein Ausbleichen der Fluoreszenz (Fotobleaching) festzustellen. Als sehr stérend
erwiesen sich unspezifische Fluoreszenzanreicherungen durch Bakterien- und
Pilzbesiedelungen. Kleinere Blutungen, die bel ulzierenden Tumoren der Schleimhaut

schon bei minimalen Berthrungen durch das Endoskopieinstrumentarium auftreten
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konnen, fuhrten zu einer nahezu vollsténdigen Ausléschung der Fluoreszenz (Abb. 26-
30).

Abb. 26: Hypopharynxkarzinom rechts (a). In der ALAFE (b) zeigt der freiliegende, mit Bakterien
kontaminierte Schildknorpel ( ) eine Rotfluoreszenz, wahrend die Karzinomanteile (*) weitgehend
kontrastarm bleiben

Abb. 27: Hypopharynxkarzinom rechts in der WLE (&) und ALAFE (b-d). Im zeitlichen Verlauf kommt
es zu einem Ausbleichen (Photobleaching) der ALA-induzierten Rotfluoreszenz. Nach 90 Sekunden (c)
und 180 Sekunden (d) ist eine deutliche Abnahme der Rotfluoreszenz festzustellen

38



Abb. 28: Kleines Karzinom ( ) des vorderen Mundbodens links in der WL (a). Die kréftige
Rotfluoreszenz in der ALAFE (b) entspricht der parodontalen Bakterienbesiedelung, das Karzinom ist
nicht eindeutig abgrenzbar

Abb. 29: Unspezifische Rotfluoreszenz der Zungenoberfléche (b). In der WLE (a) stellt sich das
Karzinom der Uvula (*) nicht dar

Abb. 30: Rechter Hauptbronchus in der WLE (a) und AFE (b). Bereits geringe Blutauflagerungen (*)
fuhren zu einer kompletten Fluoreszenzausl 6schung und lassen keine weitere Beurteilung zu
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Bei der ALA-Applikation fir die Fluoreszenzendoskopie wurden keine
Nebenwirkungen beobachtet. Die Inhalation von ALA wurde von allen Patienten gut
toleriert. Viele Patienten mufiten wahrend der ersten Inhalationsziige husten oder
empfanden den sauren Geschmack der Substanz teilweise als unangenehm. Kein Patient
muf3te jedoch aus diesen Grinden die Inhalation abbrechen. Bel der Mundspilung
wurde ebenfalls von einigen Patienten Uber den sauren Geschmack berichtet. Es trat in
keinem Fall eine systemische Fotosensibilisierung mit nachfolgender RGtung oder
Odembildung der Schleimhaut und/oder der Haut auf.

Nach topischer Applikation von ALA-Creme zur Diagnostik von Hautverdnderungen
des Gesichtes klagten 3 von 8 Patienten wahrend der Untersuchung tber z.T. starke
brennende Schmerzen im Bereich der vorbehandelten Haut. Aufgrund sehr starker
Schmerzen im Bereich der untersuchten Nasenspitze wurde bei einer Patientin die

Fluoreszenzuntersuchung abgebrochen.
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5 Diskussion:

Die Prognose von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und
Speisewege wird entscheidend beeinflusst von der friihzeitigen Diagnosestellung der
malignen Erkrankung. Ungeachtet der guten endoskopischen und mikroskopischen
Zuganglichkeit von Gesichtshaut und Schleimhauten der oberen Luft- und Speisewege
koénnen Prékanzerosen, schwere Dysplasien (Carcinoma in situ) und Frihkarzinome,
inshesondere nach bereits erfolgter Chirurgie und/oder Strahlentherapie, nicht friihzeitig

und sicher diagnostiziert werden.

Vor diesem Hintergrund werden seit einigen Jahrzehnten verschiedenste Ansétze zur
Verbesserung der Diagnostik von Kopf-Hals-Malignomen verfolgt. Erste Experimente
zur Anférbung maligner Mundschleimhaut mit Lugol scher Ldsung wurden von
Morgenroth beschrieben, der eine urspringlich von Schiller zur Friherkennung des
Zervixkarzinoms entwickelte Technik anwandte [Morgenroth, 1957; Schiller, 1928].
Die damit erzielten Ergebnisse waren jedoch nicht verlasslich. 1963 wurde erstmals von
Richart der Farbstoff Toluidinblau zur Darstellung der Tumorgrenzen beim
Zervixkarzinom benutzt [Richart, 1963]. Toluidinblau ist ein Farbstoff, der
intrazelluldre DNA und RNA bindet und somit anféarbt. Die verstéarkte Anfarbung von
malignem Gewebe mittels Toluidinblau beruht auf dem hoéheren Gehalt von
Nukleinsauren in malignem Gewebe sowie in einer verstarkten Gewebepenetration. In
den folgenden Jahren wurde Toluidinblau auch auf dem Gebiet der Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde vermehrt eingesetzt [Epstein et al., 1992; Niebel et Chomet, 1964;
Sabes et al., 1972; Shedd et al., 1965; Strong et al., 1968]. Trotz anfanglicher Erfolge
konnte sich das Verfahren aufgrund der hohen Rate an falsch-positiven und falsch-
negativen Ergebnissen nicht etablieren [Epstein et al., 1992; Sabes et al., 1972].

Seit den frihen 40er Jahren begannen verschiedene Arbeitsgruppen mit der
Entwicklung von intrazellulér gelegenen Fluoreszenzmarkern. So beschrieben Dunn
und Devine eine fluoreszenzoptische Markierung von Kopf-Hals-Tumoren bei 54
Patienten mit Tetrazyklinen [Dunn et Devine, 1972]. Die hierdurch erzielten Ergebnisse
standen jedoch in keinem Verhaltnis mit dem apparativen und zeitlichen Aufwand,
weshalb sich diese Methode nicht durchsetzen konnte [Nessel et Wiggemann, 1965].
1948 berichteten Figge und Mitarbeiter erstmals Uber die Detektierung eines malignen
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Tumors durch Porphyrin-induzierte Rotfluoreszenz [Figge et al., 1948]. Es folgten
weitere erfolgreiche Anwendungen mit Hamatoporphyrinderivaten [Lipson et al., 1961;
Rassmussen-Taxdal et al., 1955].

Auf dem Gebiet der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde setzten 1971 Leonard und Beck
systemisch applizierte Hamatoporphyrinderivate erstmals zur Diagnostik von Tumoren
in der Mundhohle, Pharynx, Larynx und Hypopharynx ein [Leonhard et Beck, 1971].
Die Autoren konnten in alen 29 untersuchten Patienten das Malignom mittels
Fluoreszenzmarkierung nachweisen. Der wesentliche Nachteil dieser Methode besteht
in einer fir Wochen bis Monate anhaltenden Photosensibilisierung der gesamten Haut,
die es erforderlich macht, dass die Patienten sich entsprechend lange vor
Sonnenlichtexposition schiitzen missen. Werden diese Vorsichtsmal3nahmen nicht
beachtet, so konnen heftige Sonnenbrande mit oberflachlichen Hautnekrosen und
Odemen auftreten [Feyh et al., 1993]. Als weiterer Nachteil ist die relativ niedrige
Tumorselektivitét der synthetischen Porphyrine zu nennen [Abels et al., 2000].

Keines der genannten Verfahren konnte sich bis heute fir einen Einsatz in der
klinischen Routine behaupten, da einerseits die Sensitivitdt zur gering und andererseits
der personelle und apparative Aufwand viel zu hoch ist [Abels et al., 2000; Ghadially et
Neish, 1960; Gossweiner et al., 1987; Harris and Werkhavern, 1987; Leonhard et Beck,
1971; Niebel et Chomet; 1964; Portugal et al.,1996; Pottier, 1990; Pottier et al., 1986;
Rubino et Rasetti, 1966; Sabes et al.,1972].

Seit Beginn der neunziger Jahre ist die Fluoreszenzdiagnostik in nahezu allen
medizinischen Fachgebieten erneut Gegenstand experimenteller und klinischer
Untersuchungen. Es besteht dabei einerseits das Ziel, durch die Entwicklung von
leistungsfahigeren, aber gleichermal3en auch kleineren, weniger aufwendigen Geraten
die technischen Voraussetzungen fur den Einsatz in der klinischen Routine zu schaffen.
Andererseits soll durch den Einsatz neuer, moglichst nebenwirkungsarmer
Photosensibilisatoren ~ die  Fluoreszenzendoskopie zu  einem  effektiven
Diagnostikverfahren entwickelt werden [Baumgartner et al., 1992 et 1996; Fritsch et al.,
1997; Gamarra et al., 2000; Gossner et Ell, 1995; Gossner et al., 1999; Hillemanns et
a., 1999; Kriegmair et al., 1994 et 1996; Messmann et a., 1999; Regula et al., 1995;
Schmidt, 1996; Schmidt et al., 1996; Stummer et al., 1998; Szeimes et a 2000].
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Eine klinisch sehr erfolgversprechende Substanz fiir die Fluoreszenzdiagnostik stellt die
5-Aminolavulinsaure (ALA) dar. ALA ist ein Metabolit der Hambiosynthese und wird
von malignen Zellen schneller und verstérkt aufgenommen [Langer et al., 1999]. Durch
Umbauprozesse wird schliefdlich rotfluoreszierendes Protoporphyrin IX (PplX) gebildet.
ALA ist sowohl systemisch als auch lokal applizierbar.

Kriegmair et a. fuhrten die ALA-induzierte Fluoreszenzendoskopie in die Klinik ein
[Kriegmair et al., 1996]. Mit Hilfe dieser neuen Substanz konnten die Autoren im
Rahmen der zystoskopischen Diagnostik des Harnblasenkarzinoms eine Steigerung der
Sensitivitat von 73 auf 93% erreichen [Kriegmair et al., 1999a]. Uber ahnlich gute
Ergebnisse nach lokaler Applikation von ALA wurden in klinischen Studien in der
Gastroenterologie [Messmann et al., 1999], der Pulmologie [Baumgartner et al., 1992 et
1996] und Dermatologie [Fritsch et al., 1997] berichtet. In Anlehnung an diese
vielversprechenden Ergebnisse wurde 1990 von Kennedy et al. ALA zur Diagnostik
und photodynamischen Therapie von Basalzellkarzinomen der Gesichtshaut eingesetzt
[Kennedy et al., 1990]. Es folgten weitere diagnostische Anwendungen an der
Schleimhaut der oberen Luft- und Speisewege [Betz et al., 1997; Leunig et al.,1996za;
Leunig et al., 1996b; Mehlmann et al., 1999].

Zeitgleich erhielt die Autofluoreszenz-Diagnostik einen neuen Stellenwert. Tumords
veréndertes Gewebe zeigt eine abgeschwachte Autofluoreszenz und &8sst sich so von
Normal gewebe abgrenzen. Es wird bei dieser Technik kein Photosensibilisator ben6tigt
[Lam et al., 1990]. Lam et al. aus Vancouver konnten fur das Bronchialkarzinoms mit
dem sog. LIFE-System (lung imaging fluorescence endoscope) erste, sehr ermutigende
Ergebnisse mit der Autofluoreszenz-gestitzten Bronchoskopie erzielen [Lam et al.,
1993]. Es folgten rasch erste Anwendungen im Bereich der oberen Luft- und
Speisewege, wobei als Endoskopiesystem Uberwiegend das sog. D-LIGHT-System
eingesetzt wurde [Arens et al.; 1999, Betz et a., 1999 et 2000; Dhingra et al., 1998;
Fryen et a., 1997; Gillenwater et al., 1998a; Harries et al., 1995; Kulapaditharom et
Boonkittcharoen 1998; Kolli et al., 1995; Kilkens et al., 2000; argi et al., 1997 et
2000].



5.1 Grundlagen der Fluoreszenzdiagnostik

5.1.1 Autofluoreszenz
Die vom Gewebe selbst, aso unabhdngig von einer Verabreichung eines

Photosensibilisators, anregbare Fluoreszenz wird als Autofluoreszenz bezeichnet. Das
Phanomen der Autofluoreszenz wurde bereits in der ersten Hélfte des vergangenen
Jahrhunderts beschrieben. 1924 konnte Policard erstmals endogene Porphyrine in
humanen Tumoren nachweisen [Policard, 1924]. 30 Jahre spater wurde von Ronchese
beobachtet, dass fir die Entstehung der roten Fluoreszenz die ulzerdse Oberflache der
Plattenepithelkarzinome verantwortlich ist [Ronchese, 1954]. Schliefflich konnte
Ghadially 1960 nachweisen, dass diese Fluoreszenz teilweise durch eine endogene
Porphyrin-Produktion von im Tumorulkus wachsenden Bakterien mit verursacht wird
[Ghadially, 1960; Ghadially et Neish, 1960].

Die Erscheinung und das Ausmal? der Autofluoreszenz wird ganz wesentlich von der
Gewebebeschaffenheit bestimmt, insbesondere vom Gehalt an fluoreszierenden
Bestandteilen, den sog. Fluorophoren. Unabhéngig von den Porphyrinen sind andere im
Gewebe vorhandene Zellkomponenten fir die Autofluoreszenz verantwortlich. Eine
grof3e Rolle spielen Molekilgruppen, die sog. Chromophoren, die hauptsachlich in den
zelluldren Makromolekulen der Submukosa lokalisiert sind. Eine Reihe der im Gewebe
vorkommenden Fluorophoren konnte inzwischen identifiziert werden. Neben den
Porphyrinen lassen sich biochemische Strukturen wie z.B. das Tryptophan und andere
Aminosauren mit aromatischen Ringsystemen durch ultraviolettes Licht zur
Fluoreszenz anregen [Harris et Werkhaven, 1987]. NADH (Nicotinamid-adenin-
dinucleotid), ein Coenzym fir die Dehydrierung priméarer und sekundérer Alkohole und
Flavine, besitz das Anregungsmaxima im nahen UV bzw. im blauen Spektralbereich
[Richards-Kortum et Sevick-Muraca, 1996]. Insbesondere die Flavine tragen mit ihrer
breiten Emissionsbande zur Untergrundfluoreszenz bei. Der grofite Anteil der
Autofluoreszenz entsteht im Bindegewebe durch Kollagen und elastische Fasern [Fryen
et al., 1997].

Das Spektrum der Gewebe-Autofluoreszenz muss immer als Summe der

Gewebskomponenten aufgefasst werden und hangt damit neben den Gewebsstrukturen

und deren Stoffwechselaktivitét auch ganz wesentlich von morphologischen Aspekten

ab [Fryen et a., 1997; Malzahn et al., 2002,]. Strukturelle Faktoren, insbesondere die
44



Verdickung des Bindegewebe bedeckenden Epithels, fihren in dysplastischen oder
malignen Arealen zu einem Abfal der Fuoreszenzintensitét. Hierfir sind zwei
Mechanismen zu nennen. Zum einen wird das Anregungslicht beim Eintritt in das
subepitheliale Bindegewebe durch das tumors verdickte Epithel, welches selbst nicht
fluoresziert, abgeschwéacht, bevor es zur eigentlichen Anregung der
Bindegewebsfluoreszenz kommt. Weiterhin wird das in der Bindegewebsschicht
schliefflich erzeugte Fluoreszenzlicht beim Austritt aus dem Bindegewebe durch das
entsprechend verdickte Epithel gedampft und damit erneut abgeschwécht. Entsprechend
fluoresziert deepithelisierte Schleimhaut besonders stark, wahrend Neubildungen im
weitesten Sinne zur einer Abschwéchung der Autofluoreszenz fihren [Alfano et al.,
1984].

An einem Hamster-Tiermodell wurden die fluoreszenzendoskopischen Bilder
hinsichtlich der Fluoreszenzintensitét gewertet, so dass eine Unterscheidung anhand des
Fluoreszenzbildes zwischen maligne und benigne getroffen werden konnte. Die Autoren
berichteten bei 32 untersuchten Schleimhautarealen Uber eine Sensitivitét von 100%
und einer Spezifitét von 80% [Kluftinger et al., 1992]. Mit dem fur die Untersuchung
des Bronchialsystems konzipierten LIFE-System konnten Harries et a. im Larynx
maligne und benigne Schleimhaut anhand des Fluoreszenzbildes voneinander
unterscheiden [Harries et al., 1995]. In folgenden Jahren wurde in weiteren klinischen
Untersuchungen die Autofluoreszenzendoskopie an der Schleimhaut der oberen Luft-
und Speisewege eingesetzt, wenngleich die Ergebnisse und der Stellenwert dieser

Technik zum Teil kontrovers diskutiert werden (siehe auch Kapitel 5.2.4.).

5.1.2 ALA-induzerte Fluoreszenz
Die 5-Aminolavulinsaure (ALA) ist das Ausgangsprodukt der intrazelluldren

Hambiosynthese, zu der alle kernhaltigen Zellen beféhigt sind. Bei ausreichender
Konzentration an freiem Ham wird die weitere Synthese von ALA durch eine
Rickkopplung inhibiert. Dieser Feed-back-Mechanismus greift nur bei der Synthese des
ersten Zwischenprodukts, der 5-Aminolavulinsdure, ein. Unter diesen Bedingungen
akkumulieren keine intermediéren Porphyrinogene, die im weiteren Syntheseweg zu
fluoreszierenden Porphyrinen umgebaut werden konnten. Die Substanz ALA zeigt

selbst keine Fluoreszenz.
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Nach exogener ALA-Applikation kommt es intrazellulér zu einer Anreicherung
endogener Porphyrine, insbesondere von Protoporphyrin IX (PplX). PplX ist das
entscheidende Fluorochrom, das wéahrend der fluoreszenzdiagnostischen Untersuchung
nachgewiesen wird. Es handelt sich hierbei um einen rotfluoreszierenden Farbstoff, der
sich in maligne transformierten Zellen verstarkt akkumuliert [Kennedy et al. 1990]. Das
lipophile und monomere Ppl X hat zusétzlich zu seiner Fluoreszenz auch phototoxische
Eigenschaften [Inumacet al., 1995].

Die Mechanismen, die nach Gabe von ALA zu einer erhthten Anreicherung von
fluoreszierendem PplX im malignen Gewebe fuhren, sind bis heute nicht vollsténdig
gekléart und werden in der Literatur vielfach kontrovers diskutiert [Hiraki et al., 1996;
Inuma et al., 1995; Kennedy et al., 1990; Kessel et Smith, 1989; Kocher at al., 1981,
Pantelides et a., 1989; Tachikava et al., 1984]. So sind vom Zeitpunkt der
Verabreichung mit ALA bis zur Bildung des fluoreszierenden PplX im Tumor viele

Teilschritte notwendig, die zu einer Tumorsel ektivitét beitragen kdnnen.

Ein Grund fur die Mehranreicherung von PplX in den Tumorzellen nach exogener
ALA-Applikation scheint die verringerte Anzahl von Interzellularverbindungen im
Tumor mit daraus resultierender Lockerung des Zellverbandes zu sein. Durch
Veréanderungen an der Zellmembran der Karzinomzellen kommt es insgesamt zu einer
Abnahme der natiirlichen Diffusionsbarriere [Hiraki et al., 1996; Kennedy et al., 1990;
Kocher at al., 1981; Tachikava et al., 1984]. Andererseits wird ALA auch aktiv in die
Zelle aufgenommen, weshalb die in malignen Zellen erhdhte Anzahl und verstérkte
Aktivitdt der Kanalproteine in der Zellmembran zusétzlich zu einer Akkumulation
beitragen kann [Inuma et al., 1995]. Auch konnten in den Tumorzellen vermehrt LDL-
Bindungspl &ze nachgewiesen werden [Kessel et Smith, 1989, Pantelides et al., 1989].

Die vermutlich wichtigste Ursache fir die verstarkte (,selektive”) Anreicherung von
PplX ist die veranderte katalytische Aktivitat der Ham-produzierenden Enzyme in der
Tumorzelle. Insbesondere spielt die in malignen Zellen nachgewiesene verminderte
Aktivitét des Enzyms Ferrochelatase eine Schllisselrolle [Navone et al., 1990; Rasetti et
al., 1967, Rubino et Rasetti 1966; van Hillegersberg et al., 1992]. Das Enzym

Ferrochelatase katalysiert unter physiologischen Bedingungen den Einbau von Eisen in
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PplX unter Bildung von Ham. Die erniedrigte Ferrochelataseaktivitdt sowie die
gleichzeitig gesteigerte Aktivitét der Enzyme 5-Aminol &vulinsaure-Dehydrogenase und
Porphobilinogen-Desaminase fuhren zu einer Uberproportionalen Anreicherung von
Ppl X in den Tumorzellen.

In einer Vielzahl unterschiedlicher maligner Tumoren konnte eine Abnahme der
Ferrochelataseaktivitdt um den Faktor 2-10 gegentber dem Normalgewebe
nachgewiesen werden [Batlle, 1993; Dailey et Smith 1984; El-Sharabasy et al., 1992;
Kondo et al., 1993; Rasetti et al., 1967; Schoenfeld et a., 1988; Smith, 1987; van
Hillegersberg et al., 1992, 1994 et 1995]. Dieser Zustand fihrt bereits natirlicherweise,
das heif3t auch ohne exogene Zufuhr von ALA, zu einer Anreicherung von Porphyrinen
in den Tumorzellen bei gleichzeitig geringerer intrazelluldrer Konzentration von Ham
[Schoenfeld et al., 1988].

Die ALA-induzierte Fluoreszenz wird ganz wesentlich von der Dosis und der
Applikationsart des Photosensibilisators beeinflusst. Ausschlaggebend ist, dass durch
die Senshiliserung ein ausreichendes Kontrastverhdltnis zwischen Tumor- und
Normalgewebe gebildt werden kann [Bermudez-Moretti et al., 1993]. Im Gegensatz zu
den Ublicherweise verwendeten Hamatoporphyrinderivaten, die zu einer Uber Wochen
anhaltenden generalisierten Photosensibilisierung fuhren, fahrt ALA in den klinisch
applizierten Konzentrationen nur zu einer kurz anhaltenden Lichtempfindlichkeit von 8-
24 Stunden [Svanberg et al., 1993]. Lippert et a. [2002] konnten durch Messung der
Abbauprodukte von ALA in Blut, Stuhl und Urin zeigen, dass nach topischer
Applikation von ALA bereits 24 Stunden spater wieder Normawerte in den
Ausscheidungsprodukten vorliegen und somit keine Gefahr einer prolongierten
Photosensibilisierung besteht. Aufgrund dieser schnellen Abklingkinetik und einer
starkeren Tumorselektivitdt von ALA wird dieser Marker als derzeit bester
Photosensibilisator favorisiert [Tralau et al., 1990].

Fur die fluoreszenzgestiitzte Diagnostik sollte ALA niedrig dosiert verabreicht werden,
da es sonst neben einer Absattigung des Tumorgewebes auch zu einer Uberhohten
Bioverflgbarkeit in der umgebenden normalen Schleimhaut kommt. Die Folge ist das
Uberschreiten eines Schwellenwertes im gesunden Gewebe mit einer Abnahme des

Fluoreszenzkontrastes [Loh et al., 1993]. Klinisch zeigt sich ein stark fluoreszierendes

47



Tumorareal umgeben von einer ebenfalls fluoreszierenden gesunden Schleimhaut, so

dass eine Abgrenzung erschwert ist.

Andererseits ist bei zu geringer Konzentrationen von ALA die Verfugbarkeit im
Gewebe fir die dort vorliegende enzymatische Aktivitét zu niedrig. Die Folge ist eine
Zu niedrige Synthese und damit verminderte Anreicherung von PplX. In Abhangigkeit
von der ALA-Konzentration vermdgen verschiedene Tumordifferenzierungsgrade in
unterschiedlichem Mal3e PplX anzureichern und damit auch Unterschiede in der
Fluoreszenzintensitét hervorzurufen [Wyss-Desserich et al., 1996]. Wahrscheinlich
variiert der Schwellenwert zur Abgrenzung von Tumor- und umliegendem
Normalgewebe von Gewebe zu Gewebe. Die hier verwendeten ALA-Konzentrationen
erwiesen sich fur die topische Applikation im Bereich der oberen Luft- und Speisewege
als ausreichend, wenngleich weitere Optimierungen auch in Kombination mit der

Applikationsart (topisch oder systemisch) vorgenommen werden sollten.

Ein weiterer Vorteil der ALA-induzierten Fluoreszenz im Kopf-Hals-Bereich ist die
Variabilitét der Applikationsmdglichkeiten. ALA kann sowohl systemisch als auch
lokal durch Inhalation oder als Spilung an der Schleimhaut und in Salbenform an der
auRReren Haut appliziert werden [Leunig et al., 1996a, 1996b; Szeimies et al., 1996a,
1996h)].

Nach lokaler ALA-Gabe (Spulung /Inhalation) kommt es nach entsprechender
Inkubationszeit in den obersten Gewebeschichten zu einer Farbstoff-Akkumulation,
wahrend die tieferen nicht ausreichend penetriert werden. Die Beschrankung der PplX-
Fluoreszenz auf oberflachliche epitheliale Gewebsschichten beruht neben der
stoffwechselbedingten selektiven Anreicherung von PplX auch auf der begrenzten
Eindringtiefe des Anregungdlichtes in das Gewebe. Die Wellenldnge von 400-410 nm
(Soret-Bande), bei der PplX am stérksten aktiviert wird, dringt lediglich bis zu 2 mm
ins Gewebe ein [van Hillegersberg et a., 1994, Kriegmair et al., 1996]. Mit
zunehmender Wellenlénge vergrof3ert sich zwar die Eindringtiefe in das Gewebe,
andererseits nimmt das Absorptionsverhalten ab [Dougherty et Marcus 1992; van
Hillergersberg et al., 1994]. So absorbiert PplX im roten Spektralbereich bei 635 nm
(Q-Bande) deutlich schwacher, woraus eine verminderte Fluoreszenzintensitét resultiert.

Fur die Fluoreszenzdiagnostik ist die geringe Eindringtiefe einerseits nachteilig, jedoch
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tritt dieser Nachteil bei der Beurteilung kleiner, oberfléachlich wachsender,
Frihkarzinome - und diese sollten mit dieser Technik ja gerade detektiert werden - in
den Hintergrund. Fir die photodynamische Therapie allerdings, wo die
Gewebezerstbrung im Vordergrund steht, ist eine tiefere Gewebepenetration
wuinschenswert [Grant et al., 1993a; Svaasand et Ellingsen, 1985].

Fur den Bereich der oberen Luft- und Speisewege hat sich die topische Applikation sehr
bewahrt [Leunig et al., 2000a, 2000b; Betz et al., 1997; Lippert et al., 2000, Lippert et
Werner, 2002]. Bei Schleimhautverénderungen der Mundhohle und des Oropharynx
wird eine orale Spulung mit ALA-L&sung, zur Beurteilung von Larynx- und
Hypopharynx eine ALA-Inhaation durchgefihrt. Neben dem zufriedenstellenden
klinischen Fluoreszenzkontrast erwiesen sich die lokalen ALA-Applikationen in der
klinischen Routineuntersuchung als gut praktikabel. Der grof3e Vorteil besteht in der
einfachen Handhabung sowohl fir den Patienten als auch fir den behandelnden Arzt,
bzw. das Pflegepersonal. Aufgrund der lokalen Gabe sind systemische Nebenwirkung
praktisch ausgeschlossen und ein aufwendiger Lichtschutz im Operationssaal ist nicht

erforderlich.

Bei der Untersuchung von Hautveranderungen zeigte sich nach topischer
Salbenverabreichung ebenfalls eine sehr gute Fluoreszenz, so dass hier kein Bedarf fir
eine systemische Gabe besteht. Die Inkubation kann mit 20 %iger ALA-Creme oder
einem 20 %igem ALA-Gel durchgefiihrt werden. Wichtig ist, dass nach dem Auftragen
das Untersuchungsareal mit einer Okklusionsfolie abgedeckt wird [Fritsch et al., 1998a,
1998b; Szeimies et a., 1996a, 1996b]. Das DM SO-haltige Gel fuhrt aufgrund der
optimierten Gewebepenetration zu einer htheren Fluoreszenzintensitét, wahrend die
ALA-Creme nach 1-2 Stunden eine hohere Ratio von Tumor zu Normalgewebe zeigt.
Szeimies et al. halten daher die ALA-Creme besser fr die photodynamische Diagnostik
und das ALA-Gel besser fur die photodynamische Therapie geeignet [Szeimies et al.,
2000].

Die lokale Applikation von ALA ist jedoch bei der Untersuchung schwer zuganglicher
Regionen limitiert. So wird die Schleimhaut in Pharynx und Hypopharynx sowohl
durch die Spilung a's auch durch die Inhalation oft nicht ausreichend sicher benetzt.

Hier ist dann eine systemische ALA-Applikation zu erwégen, wie sie beispielsweise
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bereits zur Diagnostik und Therapie von Osophagusveranderungen [Ell et a., 2000]
oder bei Hirntumoren [Stummer et al., 1998] angewendet wird. Die systemische ALA-
Gabe erfolgt derzeit mit einer Dosierung von 20-40 mg/kg Korpergewicht. Das in Saft
geldste ALA wird von den Patienten getrunken [Gossner et Ell, 1995]. Zur Vermeidung
von Farbeartefakten in der Mundhohle und des Oropharynx hat sich die Applikation
Uber eine passager eingelegte Erndhrungssonde bewahrt [Lippert et al., 2000]. Die
maximale tolerable ALA-Dosis fur die orade Aufnahme liegt bei 60 mg/kg
Korpergewicht. Hohere Dosierungen konnen zu Ubelkeit und Erbrechen, sowie zu
Leberschadigungen fuhren [Ell et a., 2000; Kleemann et al., 1996]. Erfahrungen zur
intraventsen Applikation am Menschen liegen bisher noch nicht vor.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die zeitliche Abstimmung zwischen ALA-Applikation
und Durchfihrung der Fluoreszenzdiagnostik. Der optimale Untersuchungszeitpunkt
wird ganz wesentlich durch den Zeitpunkt der maximalen Fluoreszenzintensitdt im
Tumorgewebe bzw. durch den maximalem Unterschied zum umgebenden
Normalgewebe bestimmt. Durch fluoreszenzspektroskopische Messungen konnten
Leunig und Mitarbeiter den optimalen Untersuchungszeitpunkt sowohl nach ALA-
Inhalation als auch nach der ALA-Spilung fur Karzinome der Mundhohle und des
Oropharynx ermitteln [Leunig et al., 1996a]. Hierzu wurde das Verhdltnis von PplX-
Fluoreszenzintensitdt zwischen Tumor- und Normalgewebe berechnet (, T/N-Ratio")
und im zeitlichen Verlauf nach ALA-Applikation bestimmt. ES zeigte sich im gesamten
Zeitverlauf von bis zu drei Stunden eine um den Faktor 10 erhohte Fluoreszenz tber
dem Tumor. Die bereits vor der ALA-Applikation erhthten Fluoreszenzintensitéten im
Tumorbereich sind as endogene Fluoreszenz von Bakterienbeldgen zu interpretieren,
die bei den haufig ulzerierten Tumoren an der Schleimhaut der oberen Luft und
Spei sewege praktisch immer nachweisbar sind. Die héchsten Fluorezenzintensitéten (al's
Absolutwerte) wurden im Zeitraum von 1 bis 2 Stunden nach der Applikation
gemessen. Die optimale Zeitspanne zwischen  ALA-Applikation  und
Fluoreszenzuntersuchung betragt somit ca. 1,5 Stunden [Leunig et al., 1996a, 2000a].
Im klinischen Alltag kann dieses Zeitintervall jedoch nicht immer eingehalten werden.
Die eigenen Erfahrungen zeigen, dass bei zeitlichen Verzogerungen von bis zu 2
Stunden keine wesentlichen Verénderungen der Fluoreszenzintensitét aufgetreten sind.
Die genaue Einhaltung des Zeitintervall erscheint somit nicht eine absolute

Vorraussetzung fir die ALA-Fluoreszenzendoskopie zu sein.
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5.2 Stellenwert der Fluoreszenzendoskopiein der klinische

Anwendung vor dem Hintergrund der eigenen Ergebnisse

5.21 Tumoren der Gesichtshaut
Die Diagnose von Prékanzerosen oder Tumoren der Haut in vorbehandelten oder

vernarbten Arealen ist oft sehr schwierig. Insbesondere hangt die Wahl der
Entnahmestelle von Gewebeproben zur histologischen Diagnosesicherung bzw. die
Festlegung der Resektionsgrenzen von der Erfahrung des behandelnden Arztes ab. Ein
mogliches Hilfsmittel in der Diagnostik und letztlich auch zur Erlangung einer gréf3eren
Behandlungssicherheit stellt die Fluoreszenzdiagnostik nach topischer Applikation von
ALA dar [Lang et a., 2000; Szeimies et al, 2000]. Die ALA zeichnet sich durch eine
stérkere Selektivitat fur neoplastisch verdndertes Gewebe als die bisher eingesetzten
Porphyrinderivate aus, und durch die topische Applikation, in Form einer Creme oder

eines Gels, tritt keine systemische Photosensibilisierung auf [Fritsch et al., 1996].

Klinische Studien ergaben, dass die topische Fluoreszenzdiagnostik bei malignen
Hautveranderungen eine hohere Fluoreszenzintensitdt als im  angrenzenden
unveranderten Gewebe hervorruft [Peng et a., 1997]. Die gesteigerte
Porphyrinakkumulation in neoplastischem Gewebe wird sowohl auf die Verdnderungen
der Epidermis as auch auf die erhthte Proliferationsrate der Hauttumore selbst
zurtickgefuihrt [Kennedy et a., 1990]. Andere Hautverénderungen, wie eine Lentigines
seniles, Navuszellndvi oder maligne Melanome weisen aufgrund ihres hohen
Pigmentanteils und der dadurch bedingten héheren Lichtabsorption keine Fluoreszenz
auf. Das Ausbleiben einer Fluoreszenz in Verrucae vulgares konnte auf die massive
Hyperkeratose zurtickzuf ihren sein [Betz et al., 1999, Fritsch et al., 1997].

Die Fluoreszenzdiagnostik ist keine histologische Untersuchung, die eine verlassliche
Aussage bezlglich der Dignitét einer Hautverénderung ermoglicht. Bedeutung und
Vorteil der Fluoreszenzdiagnostik bestehen allein darin, die Grenzen zwischen Tumor
und normaler Haut genauer festzulegen und damit die notwendige Behandlung besser
planen zu konnen [Lang et a., 2000]. Insbesondere die exakte Festlegung der
Resektionsgrenzen ist aus funktioneller und asthetischer Sicht von grof3er Bedeutung, da

plastisch-rekonstruktive Malinahmen im Gesichtsbereich teilweise limitiert sind. Die
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histologische Untersuchung der Randschnitte ist jedoch nach wie vor zwingend

erforderlich.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen zeigte sich eine klare Fluoreszenz der
malignomverdachtigen Hautareale und damit eine gute und reproduzierbare
Abgrenzbarkeit zur normalen Haut. Es konnte keine Korrelation zwischen der
Fluoreszenzintensitdt und den histologischen Ergebnissen hergestellt werden. Es kam
im Fluoreszenzbild zu einer deutlichen Demarkierung der Hautlésionen und damit zu
einer besseren Abgrenzbarkeit zur benachbarten gesunden Haut. Dartber hinaus
konnten bei einem Patienten mit multiplen senilen Elastosen und aktinischen Keratosen
der unbehaarten Kopfhaut mittels der ALAFE zusétzlich zu den klinisch sichtbaren

Veranderungen weitere L&sionen nachgewiesen werden.

Aufgrund der geringen Fallzahl in der hier vorliegenden Untersuchung und vor dem
Hintergrund der groflen Variabilitédt von Hautverdnderungen ist eine Aussage zur
Wertigkeit der ALAFE nicht moglich. Durch die bessere Demarkierung der
Tumorrénder scheint dieses Verfahren besonders bei malignen Hautveranderungen eine
zusétzliche Sicherheit zu bringen. So konnten bei zwel Plattenepithelkarzinomen
weitere, in der Weilllichtendoskopie priméar nicht erkennbare Tumorausléufer
diagnostiziert und in die Resektion mit einbezogen werden. Die Notwendigkeit von

Nachresektionen kann somit vermieden werden.

Nachteilig ist bei diesem Verfahren der erhdhte préoperative Zeitaufwand von
insgesamt vier Stunden, wobei innerhalb dieser Zeit zweimal der Verband gewechselt
werden muss. Obwohl das Verfahren nebenwirkungsfrei ist, wurde wahrend der
Fluoreszenzanregung von einigen der hier untersuchten Patienten ein unangenehmer
Schmerzreiz beschrieben [Algermissen et al., 2000].

5.2.2 Schleimhautlasionen des oberen Aerodigestiviraktes
Die von Leonhard wund Beck beschriebene Fluoreszenzdiagnostik — mit

Hamatoporphyrinen hat aufgrund der prolongierten Photosensibilisierung, der zu
geringen Sensitivitdten, der enormen Kosten fir die Gerdte sowie des hohen
Personal aufwandes keinen Einzug in die klinische Routine gefunden [Leonhard et Beck,

1991]. Mit der ALA-induzierten Fluoreszenzendoskopie liegt nun eine neues
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Diagnostikverfahren vor, dessen Wertigkeit bei der Diagnostik von pramalignem und

malignem Gewebe ermittelt werden soll.

Es kamen bel alen untersuchten Patienten die in der WLE sichtbaren
Schleimhautverénderungen auch bei der ALAFE zur Darstellung. Endoskopisch zeigten
die tumorveranderten Areale eine typische rote Fluoreszenz im Gegensatz zu dem grin-
braunlich erscheinenden gesunden Gewebe. Durch die ALAFE war somit ein besserer
Kontrast zwischen Tumor- und Normal gewebe gegeben. Der beste Fluoreszenzkontrast
wird nach 1,5 Stunden erzielt [Leunig et al., 1996b], wenngleich auch bis zu 3 Stunden
nach ALA-Applikation eine ausreichende Fluoreszenz erzielt werden konnte.

In einigen Falen konnte durch die ALAFE eine exaktere Darstellung von
Tumorausldufern und -grenzen erreicht werden as diesin der WLE allein moglich war.
Dies konnte auch histologisch bestétigt werden. Bel 14 Patienten (entsprechend 9,4 %)
konnten durch die Fluoreszenzmarkierung zusétzliche Schleimhautveranderungen
detektiert werden, die mit der WLE alein nicht erkannt worden waren. Es handelte sich
in 10 Fallen um Leukoplakien (Grad I1), bei 2 Patienten um ein Carcinoma in situ und

in einem Fall sogar um ein kleines invasives Plattenepithel karzinom.

Die Ergebnisse der Korrelation zwischen makroskopisch sichtbarer PplX-Fluoreszenz
und histopathologischer Diagnose ergaben Gesamtwerte fir die Sensitivitdt von 91,61
% und fir die Spezifitét von 68,82 %. Ahnliche Angaben finden sich in den wenigen
Literaturmitteilungen [Betz et al., 2002; Leunig et al., 1996b; Mehlmann et al., 1999].
Analysiert man diese Zahlen hinsichtlich der unterschiedlichen Lokalisationen im
Bereich der oberen Luft- und Speisewege, so zeigen sich fur den Larynx die besten
Ergebnisse (Sengtivitdt: 98 %; Spezifitét: 70 %), wéahrend die Untersuchung des
Hypopharynx weniger aussagekraftig erscheint. Insbesondere in Pharynx und
Hypopharynx wirken sich die verschieden Storfaktoren aus, die im Kapitel 5.3
eingehend diskutiert werden. Dennoch verdeutlichen die vorliegenden Ergebnisse, dass
die ALA-gestutzte Fluoreszenzendoskopie die Wei(3lichtendoskopie erganzen kann und
dass mit der Kombination beider Techniken die diagnostische Trefferquote im Sinne
einer Friherkennung von Schleimhautveranderungen im Bereich der oberen Luft- und
Speisewege erhoht wird [Betz et al., 1997; Mehlmann et al., 1999, Leunig et a., 2000a].
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5.2.3 Rezdivierende respiratorische Papillomatose
Die rezidivierende respiratorische Papillomatose (RRP) der Schieimhéute der oberen

Luftwege wird durch humane Papillomviren (HPV) verursacht. Trotz fehlender
Malignitét ist die RRP durch ihren Verlauf fir die Patienten sehr belastend, in seltenen
schweren Féllen sogar lebensbedrohlich. Das zum Teil sehr rasch fortschreitende
Papillomwachstum kann zu einer Verlegung der Atemwege mit lebensbedrohlicher
Luftnot fuhren. Haufig ist dann eine Tracheotomie erforderlich. In den zum Teil
jahrzehntelangen Krankheitsverlaufen kann es in seltenen Féallen auch zur malignen
Entartung der betroffenen Schleimhautareale kommen [Rehberg et Kleinsasser, 1999].
Die Viren sind bei erkrankten Patienten auch in der klinisch intakten Schleimhaut
nachweisbar, was das Auftreten von Rezidiven auch nach makroskopisch vollstéandiger
Entfernung der Papillomherde erklart [Steinberg et al., 1983].

Die im Kleinkindalter und jugendlichen Alter vorkommenden Papillome (juvenile
Larynx- und Tracheal papillomatose) ist stets als gutartig anzusehen. Im Gegensatz dazu
sind die im Erwachsenenalter erstmalig auftretenden, meist solitdr wachsenden
Papillome (senile Papillome) als obligate Prékanzerose anzusehen [Rehberg et
Kleinsasser, 1999]. Trotz des charakteristischen Endoskopiebefundes konnen die

Papillome nicht sicher von malignen Epithelveranderungen abgegrenzt werden.

Bis heute fehlt eine priméar kurative Therapie zur Behandlung der RRP. Konservative
Therapiemalinahmen, wie beispielsweise die systemische Applikation von Interferon
oder Cimetidin, haben nur in Einzelfélen zu einem dauerhaften Therapieerfolg geflhrt
[Bergler et Gotte, 2000]. Die symptomatische Abtragung, konventionell oder
vorzugsweise COy-laserchirurgisch, bleibt somit weiterhin Grundlage der Behandlung
[Mahnke, 1995]. Die Rezidivrate wird ganz wesentlich dadurch beeinflusst, ob bei der
initialen Laservaporisation alle Papillomareal e behandelt worden sind.

In der vorliegenden Untersuchung wurden bei insgesamt 12 Patienten histologisch
benigne Papillome nachgewiesen. Alle Papillome zeigten in der ALAFE eine
ausgepragte, gut  reproduzierbare  Rotfluoreszenz. Im  Vergleich zu
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlichen Differenzierungsgrades zeigten die

Papillome eine deutlich stérker Fluoreszenz. Insbesondere im Larynx konnte die sehr
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gute Kontrastierung und Demarkierung zur Detektion von in der WLE nicht eindeutig

sichtbaren Papillomherden genutzt werden.

Die starke Fluoreszenz der gutartigen Papillome ist moglicherweise durch deren
schnelle Wachstumsrate bedingt, wobei andere gutartige Veradnderungen, wie Polypen
oder Phonationsverdickungen, keine spezifische ALA-induzierte Fluoreszenz aufweisen
[Leunig et al., 2000c]. Die Fluoreszenzintensitét der Papillome zeigte sich as so
intensiv, dass makroskopisch keine Abstufung moéglich war. Esist aber von besonderem
Interesse, ob dysplastische Papillome eventuell eine etwas abgeschwéchte Fluoreszenz
zeigen.

Aufgrund der vorliegenden hohen Sensitivitét von bis zu 100 % scheint der ALA-
Fluoreszenzendoskopie bei der RRP aus diagnostischer und auch therapeutischer Sicht
eine gesteigerte Bedeutung zuzukommen. Wie bereits erwéahnt, ist die Voraussetzung
fur eine erfolgreiche endoskopische CO,-Laserbehandlung die mdglichst vollstéandige
Erkennung aller papillomatdsen Schleimhautverdnderungen. Dennoch ist die
Rezidivrate hoch [Feyh, 1995; Mahnke, 1995]. Mit der ALA-induzierten
Fluoreszenzendoskopie kdnnen auch vereinzelte, in der Weildlichtendoskopie primér
nicht erkennbare, Papillomherde sicher erkannt und somit anschlieflend gezielt

laserchirurgisch vaporisiert werden.

So konnten Lippert und Mitarbeiter [2001] bei 16 an einer RRP erkrankten Patienten
eindeutig eine bessere Demarkierung der bereits in der Weildlichtendoskopie
erkennbaren Papillome nachweisen [Lippert et a., 2001]. Dartber hinaus lief3en sich in
12 Féllen zusétzliche, in der Weildlichtendoskopie primar nicht sichtbare Papillomherde
aufdecken. Durch die weitgehend vollsténdige Laser-Behandlung aler Papillomherde
konnte bei diesen Patienten das Zeitintervall zwischen den einzelnen Behandlungen
verlangert und die Rezidivrate insgesamt reduziert werden [Kulkens et al., 2001]. Auch
bei Kleinkindern, die Uberwiegend von dieser Erkrankung betroffen sind, kann die
ALAFE bedenkenlos angewendet werden [Leunig et a., 2000c]. Dartiber hinaus kann
das Verfahren mit der photodynamischen Therapie kombiniert werden. Erste

Behandlungsergebnisse sind ermutigend [Lippert et Werner, 2002].
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5.2.4 AF und ALAF im Vergleich
Endogene Fluorophore, wie Flavine, Porphyrine, Elastin und Kollagen sind nach

Lichtanregung fur die Autofluoreszenz des Gewebes verantwortlich. Bis auf die
Porphyrine zeigen die genannten Fluorophore eine Fluoreszenzemission im griinen
Spektralbereich. Die Strukturproteine Elastin und Kollagen sind vor allem im
Bindegewebe und der Submukosa lokalisiert, wahrend die Schleimhaut weitgehend frei
ist davon. Folglich fuhrt eine Verdickung der Schleimhaut in pramalignen oder
malignen Lasionen zu einer Abschwachung der Fluoreszenz, die von den
Strukturproteinen in der Submukosa kommt [Abels et al., 2000; Koenig et al., 1996;
Schomacker et al., 1992].

Bei alen untersuchten Patienten kamen die in der WLE sichtbaren
Schleimhautverénderungen auch bei der AF-Endoskopie durch Abschwachung der
typischen Grinfluoreszenz zur Darstellung. Insgesamt zeigte sich in der AFE ein
besserer Kontrast und damit eine bessere Abgrenzbarkeit. Allerdings sind die
Ergebnisse der AF-Untersuchungen beziiglich der Lokalisation der Tumoren as sehr
unterschiedlich einzuordnen. Es konnten im Bereich des Larynx, des weichen Gaumens
und des Mundbodens bessere Fluoreszenzkontraste erzielt werden als an der Zunge.
Die Fluoreszenzunterschiede sind am ehesten bedingt durch den unterschiedlichen
Aufbau der Gewebe. So weist beispielsweise der harte Gaumen ein im Vergleich zur
Zunge deutlich hoheren Gehalt an Kollagenfasern auf. Zudem sind noch
interindividuelle Unterschiede zu berticksichtigen [Betz et al., 1999]. Die genannten
Grunde koénnen maoglicherweise die geringe Nachweisrate der AFE von 43,3 % bei
Karzinomen der Mundhohle und des Oropharynx erkléren [Betz et al., 1999]. Ebenso
zeigten sich Unterschiede bel der TumorgrofRe. So konnten in der AFE flache, auf das
Epithel beschrénkte, nicht verhornte L&sionen besser lokalisiert werden als grof3e
exophytische Tumoren [Betz et al., 2002].

Anhand der Autofluoreszenz-Endoskopie ist es bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
maoglich, eine eindeutige Zuordnung der Schleimhautveranderungen beziglich ihrer
Dignitdt zu machen, auch wenn in vergleichenden Untersuchungen zur
Weidlichtendoskopie eine grof3ere Sensitivitéat bei der Friherkennung von Malignomen
erzielt werden konnte [Arens et al., 1997; Betz et al., 1997; Gillenwater et al., 1998a;
Leunig et a., 1996a et 2000a; Mahlzahn et al., 2002; argi et a., 1997 et 2000]. Das
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maximale Verhdltnis von 3,5:1 fur Fluoreszenzintensitéten zwischen Normal- und
Tumorgewebe kann alleine als nicht zufriedenstellend fur eine exakte Tumordetektion
angesehen werden, so dass weiterhin morphologische Gewebekriterien hinzugezogen
werden missen [Arens et al., 1999; Betz et a., 1999].

Der diagnostische Zugewinn der AF-Endoskopie wird durch verschiedene Faktoren
reduziert. Einblutungen oder Blutauflagerungen an der Schlieimhaut fihren bei der AFE
zu falsch-positiven Befunden, bei der ALA-induzierten Endoskopie zu falsch-negativen
Ergebnissen. Stark hyperamische Areale, die typisch bei einer Laryngitis acuta
auftreten, kénnen in der AFE zu einer falsch-positiven Fluoreszenzabschwéchung
fuhren [ argi et al., 2000]. Auch Narben bedingen eine Reduktion der Fluoreszenz
[Malzahn et al., 2002]. Leukoplakien emittieren ein strahlenderes Fluoreszenzbild als
die gesunde Umgebung, obwohl diese durch eine diinne Hornschicht abgedeckt sind

und somit eine Abschwéachung der Fluoreszenz zu erwarten wére.

Im Vergleich zwischen der AF-Endoskopie und der ALA-induzierten Endoskopie
scheint das letztere Verfahren hinsichtlich der zukinftigen Bedeutung gewisse Vorteile
zu haben und wird derzeit grofitenteils favorisiert [Betz et al., 2002]. Eine eigene
Beurteilung ist aufgrund der geringen Zahl an untersuchten Patienten mit beiden
Methoden nicht mdglich. Es scheint jedoch mit der ALAFE eine deutlichere
Kontrastierung gegeben zu sein [Arens et a., 1997]. Die AF-Endoskopie zeichnet sich
andererseits besonders durch ihre einfache Handhabung aus, da keine medikamentdse
Sensibilisierung erforderlich ist, die Untersuchung jederzeit und beliebig wiederholt

werden kann und dieses Verfahren keine Nebenwirkungen aufweist.

Delank empfiehlt daher bei jeder Mikrolaryngoskopie die routineméaf3ige Durchfihrung
der AFE als ergénzendes Diagnostikum, da hierdurch die Gesamt-Sensitivitét gesteigert
werden kann. Aufgrund der geringen Spezifitét und der grofRen individuellen
Unterschiede erscheint der Einsatz jedoch nur in der Hand von erfahrenen Untersuchern
sinnvoll zu sein [Delank et al., 2000; Fryen et al., 1997].
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5.2.5 Nebenwirkungen der Fluoreszenzendoskopie
In Ubereinsimmung mit den Literaturmitteilungen traten bei den durchgefihrten

Autofluoreszenz- und ALA-induzierten Fluoreszenzendoskopien keine
Nebenwirkungen auf [Rick et a., 1997]. Phototoxische Erscheinungen der Haut
(Erytheme) in Form eines ,, Sonnenbrandes* konnten bei allen Patienten, bei denen eine
ALA-induzierte Fluoreszenzendoskopie durchgefihrt wurde, vermieden werden.
Aufgrund des theoretischen Risikos wurden jedoch alle Patienten im Anschluss an die
Fluoreszenzuntersuchung prophylaktisch fir 24 Stunden vor einer direkten

Sonneneinstrahlung geschiitzt.

Es ist in der Literatur beschrieben, dass Hautreaktionen erst nach systemischer
Verabreichung hoherer Dosen ALA (40 mg/lkg KG) auftreten. Es werden dabei
maximale ALA-Plasmaspiegel von 35 mg/l erreicht. Es konnen innerhalb der ersten 24
Stunden nach Applikation bei einem Tell der Patienten phototoxische
Hautveranderungen auftreten [Fan et al., 1996; Fromm et al., 1996; Grant et al., 1993a;
Regula et al., 1995; Gossner et a.,1995; Kriegmair et al., 1996; Mlkvy et a., 1995a et
1995b], wie sie auch bei bestimmten Formen der Porphyrie beobachtet werden [Doss
1987]. Bei der lokalen Applikation sind die Plasmaspiegel fur ALA und deren
Abbauprodukte so gering [Lippert et al., 2002], dass oben beschriebene

Nebenwirkungen praktisch ausgeschl ossen werden kénnen.

Bei der ALA-induzierten Fluoreszenzdiagnostik von Hautveranderungen berichtete die
Mehrzahl der Patienten Uber gewisse Schmerzen. Diese unangenehme
Begleiterscheinung wird auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [Algermissen et
al., 2000]. Der Schmerz kann durch Applikation von Lokalanasthetika in Form von
Emla-Creme® oder einer Infiltrationsanasthesie ausgeschaltet werden [Dellian et
Kastenbauer, 2000, Cairnduff et al., 1994]. Allerdings flhrt die zusétzliche Einbringung
von Substanzen zu einer Beglnstigung von Artefakten und damit zu einer negativen
Beeinflussung des Endoskopi eergebni sses.

Im Gegensatz zur topischen ALA-Applikation ist nach Zufuhr hoher oraler ALA-Dosen
(60 mg/kg KG) bekannt, dass ca 30 % der Patienten Uber deutliches Unwohlsein,
Ubelkeit und Erbrechen klagten [Fan et a., 1996; MIkvy 1995a et 1995b; Regulaet al.,

1995]. Die akut intermittierende Porphyrie und anderen Porphyrieformen kénnen zu
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einer erhdhten Inzidenz von Leberzelltumoren fihren [Anderson et al., 1996;
Kauppinen et Mustaoki, 1988; Siersema et a., 1992]. Fir die einmalige orale
Anwendung von ALA scheint das mogliche kanzerogene Potential jedoch unerheblich
zu sein, da ALA nach Verabreichung nur kurzzeitig (< 24 Stunden) im Plasma
nachweisbar ist [Webber et a., 1997; Lippert et a., 2002] und damit der
epidemiologisch beschriebene Zusammenhang zwischen Expositionsdauer hoher ALA-
Plasmaspiegel bei Porphyrie sowie méglicher kanzerogener Co-Faktoren nicht gegeben
ist. Zudem ist zu berlicksichtigen, dass toxische Substanzen, die eine Porphyrie
hervorrufen kdnnen, auch eine eigene Kanzerogenitét aufweisen konnen [Doss 1979].
Als Nebenwirkung nach systemischer hochdosierter ALA-Gabe ist jedoch die passagere
L eberschadigung beschrieben [Grant et al., 1993a).

5.3 Storfaktoren der Fluoreszenzdiagnostik

5.3.1 Technische Aspekte
In diesem Abschnitt sind einige technische Aspekte zusammengefasst, die die

Aussagekraft der Fluoreszenzdiagnostik beeintréachtigen koénnen. Das Ergebnis der
Fluoreszenz wird ganz wesentlich von der optimalen Lichtanregung, d.h. Ausleuchtung
des zu untersuchenden Schleimhautareals, beeinflusst. So zeigte sich bei den initial
verwendeten konventionellen 0°-Geradeaus-Optiken, auf die ein Beobachtungsfilter
aufgesetzt werden musste, vielfach ein zu dunkles Untersuchungsbild mit nur
eingeschrankter Aussagekraft der Fluoreszenz. Insbesondere war eine ausreichende
Ausleuchtung der Mundhohle und des Pharynxschlauches nicht gegeben. Durch
gezieltes Einbringen von dunklen Abdecktiichern im Sinne einer Totraumverkleinerung
(z.B. der Mundhohle oder Hypoharynx) konnte auch eine Zunahme der Lichtstéarke im
Untersuchungsbild erzielt werden. Durch den Einsatz der neuen Endoskope mit
integriertem Beobachtungsfilter wurde eine deutlich bessere Ausleuchtung der
Schleimhaut moglich, wobei auch weiterhin auf die Vermeidung von Fremdlichteinfall

geachtet werden muss.

Desweiteren wird die Qualitdt der Fluoreszenz von der Beleuchtungsintensitét
beeinflusst. Die Verwendung eines speziell fir die Fluoreszenzendoskopie hergestellten

Lichtleiters ist zur Vermeidung erheblicher Lichtverluste essentiell. Die Helligkeit des
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Endoskopbildes ist abhangig von der Beleuchtungsstarke. Diese nimmt mit dem
Abstand des Endoskopes zum Gewebe quadratisch ab. Entsprechendes gilt fur die
Lichtmenge, die vom Gewebe wieder reflektiert und Gber die Optik aufgenommen wird.
Diese quadratische Abstandsabhangigkeit bedeutet, dass eine Verdopplung des
Beobachtungsabstandes eine Reduktion der Bildhelligkeit des gesamten Gesichtsfeldes
auf ein Viertel der urspringlichen Helligkeit bewirkt [Baumgartner et al., 1996]. Es
vergroflert sich auch das durch das Endoskop beobachtete Gesichtsfeld mit dem
Abstand quadratisch. Die Verringerung des Beobachtungsabstandes bewirkt also eine
verbesserte Bildhelligkeit jedoch nur fir die Inspektion eines reduzierten
Bildausschnittes. Fir kleine Schleimhautlésionen ist dies unerheblich. Jedoch kdnnen
grofRere und flachig gewachsene Karzinome aus diesen Grinden nur in mehreren

Teilansichten vollsténdig beurteilt werden.

5.3.2 Lichtabsorption durch Blut
Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes zeichnen sich durch eine hohe

Vulnerabilitdt aus. Teilweise kommt es bereits durch minimalste Berihrungen der
Tumoroberflache zu einer Sicker- oder Schmierblutung, die den Tumor und die
umgebende Schleimhaut benetzt. Trotz besonderer Sorgfalt wahrend der Untersuchung
lassen sich derartige kleine Blutungen insbesondere bei grof3eren, teils ulzerierenden
Tumoren nicht vermeiden. Nach erfolgter Strahlentherapie ist die Schleimhaut oft sehr
bertihrungsempfindlich, so dass in diesen Fédllen auch bei kleinen L&sionen bereits
Schmierblutungen auftreten kénnen. Durch die starke Absorption des Lichtes und durch
das die Schleimhaut bedeckende Blut wird die Fluoreszenz vdllig ausgeldscht. Im
Fluoreszenzmodus erscheinen diese Areale schwarz und es ist keine diagnostische
Aussage moglich [Leunig et al., 1996b; Lippert et al., 2000].

Aus diesem Grund kommt dem Untersuchungsablauf eine besondere Bedeutung zu. Erst
nach Abschluss der Fluoreszenzendoskopie mit Videodokumentation des Tumors und
insbesondere der Tumorrdnder ist es daher sinnvoll, die Gewebeproben zur
histologischen Untersuchung zu entnehmen. Sollten dennoch kleinere Blutungen
auftreten, so kann durch Einlage von Epinephrin-getrénkter Watte rasch eine lokale

Blutstillung erzielt werden, die dann eine weitere Fluoreszenzuntersuchung erméglicht.
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5.3.3 Photobleaching (Ausbleichen)
Ein weiteres Problem der Fluoreszenzdiagnostik stellt das Ausbleichen, das sogenannte

Photobleaching dar. Unter Ausbleichen wird die Abnahme der Fluoreszenz eines
Stoffes unter Lichteinwirkung verstanden. PplX wird bel Lichteinfluss chemisch
umgesetzt, so dass es zu einer Zerstérung der Tertiarstruktur der Molekile kommt. Das
durch die Bestrahlung mit blauviolettem Licht (I =400-410 nm) angeregte PplX-
Molekll gibt die absorbierte Energie in Form von rotem Licht (Fluoreszenz) an die
Umgebung ab. In den Spektralbereichen starker Absorption und Fluoreszenzanregung
ist auch das Ausbleichen des Areals am stérksten.

Wéhrend des Untersuchungsvorganges ist der Ausbleicheffekt im Fluoreszenzmodus
wesentlich starker als im Weifdlichtmodus, weil eine hohere Lichtleistung im Bereich
der Hauptabsorptionsbande des Ppl X eingestrahlt wird. Da das angeregte PplX schon
vor der Fluoreszenz einen Teil der Anregungsenergie verliert, liegt das Fluoreszenzlicht
(I =635 nm) bei groRerer Wellenlange als das Anregungslicht (I =407 nm). Daraus folgt,
dass sich unter Bestrahlung mit Anregungslicht - in vermindertem Umfang auch mit
Weildlicht - die PplX-Fluoreszenzintensitét in der Gewebeoberflache durch den
photochemischen Zerfall von PplX kontinuierlich verringert [Moan et al., 1997].
Darliber hinaus wird die Ausbleichrate von der Bestrahlungsintensitét und damit auch
vom Bestrahlungsabstand mit beeinflusst. Prinzipiell gilt also auch fir das Ausbleichen
die quadratische Abstandsabhéngigkeit, so dass bei einer Halbierung des
Beobachtungsabstandes nur mehr ein Viertel der Beobachtungszeit zur Verfiigung steht.

Die Fluoreszenzintensitét nimmt in den ersten Sekunden der Bestrahlung exponentiell
ab. Bereits nach ca. 20 Sekunden reduziert sich die Rotfluoreszenz unter der
Anregungsbestrahlung, so dass nur noch eine eingeschrankte Aussage moglich ist. Nach
60 Sekunden ist eine aussagekréftige Fluoreszenzendoskopie oft nicht mehr
durchfihrbar. Die Ausbleichgeschwindigkeit ist individuell unterschiedlich. Bei der
klinischen Anwendung ist dieses Phadnomen besonders bel grofReren Tumoren
problematisch, dain diesen Fallen haufig nur eine geringe Ausgangsfluoreszenz erreicht
wird. Der initidlen Videodokumentation wahrend des gesamten Untersuchungsganges
kommt somit eine entscheidende Bedeutung zu. Aufgrund dieser Erfahrungen hat es

sich bewéhrt, die Untersuchung einerseits mdoglichst rasch durchzufihren und
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andererseits wahrend der Endoskopie frihzeitig in den Fluoreszenzmodus zu wechseln

und in dem Weif3lichtmodus eine sehr geringere Lichtintensitét zu verwenden.

In diesem Zusammenhang soll aber auch darauf hingewiesen werden, dass der
Photobl eaching-Effekt zur Korrektur einer Uberschiissigen Fluoreszenz genutzt werden
kann. Nach zu langer Inkubation mit ALA kann eine generalisierte Fluoreszenz der
gesamten sensibilisierten Haut bzw. Schleimhaut resultieren. Ein Farbkontrast zwischen
Tumor- und Normalgewebe ist zunéchst bel der Fluoreszenzanregung nicht méglich, es
leuchtet das gesamte Untersuchungsareal rot. In solchen Féllen kann durch eine
gezielte, langere Lichtapplikation das Ausbleichen des Gewebes erzielt werden, wobei
das Normalgewebe im Vergleich zum Tumor in der Regel schnell abblasst und somit

eine Fluoreszenzkontrast entsteht.

5.3.4 Bakterienartefakte
Bereits vor der ALA-Applikation lassen sich in Karzinomen der Mundhohle stark

erhdhte Fluoreszenzintensitdten nachweisen [Leunig et al., 1996b]. Diese spontane,
endogene Porphyrinanreicherung an der Tumoroberfldche wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Da an der Oberflache fluoreszierender Karzinome isolierte
Bakterienstdmme nicht zu einer reproduzierbaren Fluoreszenz angeregt werden konnten
[Sharvill, 1955], wurde fur die Herkunft der nachgewiesenen Porphyrinakkumulation
nicht eine mikrobielle Superinfektion, sondern der Tumorzellmetabolismus selbst
verantwortlich gemacht [Ghadially, 1960].

Im Gegensatz hierzu konnte in spateren Untersuchungen die Hypothese untermauert
werden, dass das spontane Fluoreszenzlicht ein Produkt der mikrobiellen
Porphyrinsynthese ist und von einer bakteriellen Superinfektion an der nekrotischen
Oberflache von ulzerierten Tumoren resultiert [Ghadially et al., 1963; Harris et
Werkhaven, 1987]. In von Tumoren entnommenen Abstrichen konnten unter anderem
die stark fluoreszierenden Bakterienstdmme Haemophilus parainfluenzae sowie Proteus
mirabilis angeziichtet werden, die beide tber eine starke endogene Porphyrinproduktion
verfigen [Betz et al., 1997; Luppa et al., 1993]. Die , Bakterien-bedingte" Fluoreszenz
ist Uber die Tumoroberflache inhomogen verteilt und reicht somit nicht zur Beurteilung

der Tumorausdehnung aus.
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Daruber hinaus ist an der Schleimhaut von Mundhohle, Oro- und Hypopharynx eine
Kontamination mit Bakterien und Pilzen praktisch immer gegeben. So zeigte sich nach
Spilung der Mundhohle mit ALA nicht nur Gber den Tumorarealen eine verstarkte
Fluoreszenz, sondern auch an der gesunden Schleimhaut. In Ubereinstimmung mit
Leunig und Mitarbeitern fanden wir als typische Lokalisationen der
Bakterienbesiedelung den Zungenrticken, den Gingivarand und auch die Rander von
Zahnkronen [Leunig et al., 1996a 1996b et 2000b)].

Die hierdurch bedingte unspezifische Fluoreszenz fihrt zu einer Einschrankung in der
Beurteilbarkeit ~der  Tumorrdnder sowie der  Detektion von  kleinen
Schleimhautverdnderungen. In Kenntnis dieses Artefaktes sollte vor der ALA-
Applikation eine antibakterielle und antimykotische Behandlung erfolgen. Durch die
pradiagnostische  Durchfihrung einer  Mundspilung mit  zweiprozentigem
Chlorhexidingluconat oder mit verdinntem Wasserstoffperoxid konnten die Belédge
deutlich reduziert und die Aussagekraft erhdht werden [Leunig et a., 1996a; Zenk et al.,
1999]. Mdglicherweise kann auch durch die systemische Applikation von ALA CUber
eine Nahrsonde die Bakterienfluoreszenz etwas reduziert werden.

Auch auf der gesunden Haut kann es durch Bakterieneinflisse zu Artefakten der
Fluoreszenz kommen. Diese wird auf die verstérkte Besiedelung mit Porphyrin-
produzierenden Propionibakterien im Gesicht und in den Interrigines zurtickgefuhrt.
Eine den Malignomen vergleichbare Rotfluoreszenz sieht man ohne Vorbehandlung nur
beim Erythrasma, da Corynebacterium minutissmum grof3e Porphyrinmengen bildet
[Lucchina et al., 1996]. Zur Optimierung der Fluoreszenzdiagnostik kann in diesen

Hautarealen eine Vorbehandlung mit antibiotikahaltigen Cremes vorteilhaft sein.

5.3.5 Variable , Mensch*
Ein nicht zu vernachléssigender Faktor, der sich storend auf den Ablauf der

Untersuchung auswirken kann, ist der Patient selbst. Chronische Magen-
Darmerkrankungen, eine manifeste Leberzirrhose oder ein Diabetes mellitus kénnen
Einflisse auf die Resorption, Mikrozirkulation und Clearance des Photosensibilisators

ALA haben. Darlber hinaus kénnen Medikamente, wie z.B. Tetrazykline oder auch
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Teezusdtze wie Johanniskraut oder Bergamottedl selbst photosensibilisierend wirken.
Andererseits vermindern hohe Konzentrationen an Antioxidantien, wie z.B. Vitaminen
(Multivitaminsadfte, Antihautalterungscremes) den photosensibilisierenden Effekt
[Algermissen et a., 2000]. Im klinischen Alltag sind die genannten Punkte sicher von
untergeordneter Bedeutung, jedoch sollte man bel Durchfihrung  der

Fluoreszenzdiagnostik mogliche Stéreinfltisse kennen.

Auch die individuelle Compliance der Patienten beeinflusst die Ergebnisse der
Fluoreszenzdiagnostik. Ungenauigkeiten bei der ALA-Inhaation oder ALA-Spulung
wirken sich sehr schnell auf die Qualitéat der Untersuchung aus. Zuletzt sei auch die
Abhangigkeit der Fluoreszenzendoskopie durch den Untersucher selbst genannt. Alle
bisher in der Klinik eingesetzten Systeme zur Fluoreszenzendoskopie basieren auf
individuellen Erfahrungen des Untersuchers in Bezug auf die Bewertung der Befunde.
Daher hangt das Ergebnis nicht nur von Klinischen, sondern auch von subjektiven
Kriterien ab. Zur Begrenzung moglicher Fehlinterpretationen wurden daher in der
vorliegenden Untersuchung die Fluoreszenzendoskopien ausschlief3lich von einem in
der Endoskopietechnik sehr erfahrenen Arzt durchgefiihrt. Eine Quantifizierung der
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitéten ist prinzipiell maoglich, jedoch ist der
klinische Einsatz dieser Spektrometer noch nicht realisiert [Leunig et al., 1996b)].

5.4 Ausblick

Die Autofluoreszenzendoskopie und ALA-induzierte Fluoreszenzendoskopie konnen
maoglicherweise zu einem sehr nitzlichen Diagnostikverfahren fir die Friherkennung
von Schleimhautveranderungen im Bereich der oberen Luft- und Speisewege
weiterentwickelt werden. Beide Verfahren sind nicht invasiv, nebenwirkungsfrei, leicht
reproduzierbar, schnell durchfuhrbar und fur den Patienten wenig belastend. Die
Fluoreszenzendoskopie kann ohne grofRen zusétzlichen apparativen Aufwand in
Kombination mit der Weildlichtendoskopie in der klinischen Routine durchgefihrt
werden. Trotz der bisher sehr erfolgversprechenden Ergebnisse sind weitere
V erbesserungen erforderlich.
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Neben der weiteren Optimierung der Technik und Evaluierung des klinischen Nutzens
bei der Friherkennung vom malignen Schleimhautl&sionen ist eine Autofluoreszenz
oder ALA-gestitzte Resektion von Karzinomen anzustreben, wie sie in bestimmten
Féllen bereits beim malignen Gliom durchgefihrt wird [Stummer et al., 1998].
Moglicherweise konnen kleinere Karzinome oder deren Vorstufen im Rahmen der
ALA-induzierten Diagnostik gleichzeitig photodynamisch behandelt werden.

5.4.1 Optimierung der Methodik
Das Ergebnis der Fluoreszenz wird, wie bereits mehrfach erwéhnt, von verschiedenen

Faktoren beeinflusst. Es muss daher das Ziel zukinftiger Bemihungen sein, durch
Optimierung der technischen Apparate und durch  Modifikation  der
Behandlungsparameter, die oben genannten Storfaktoren zu minimieren und die

Reproduzierbarkeit und Sensitivitét dieses Diagnostikverfahrens weiter zu steigern.

Ein zentraler Punkt stellt hierbei sicherlich die Verbesserung der selektiven Aufnahme
des Photosensibilisators durch das maligne transformierte Gewebe dar. Durch eine
weitere Erhohung des Verhéltnisses der PplX-Fluoreszenz zwischen Tumor- und
Normalgewebe (T/N-Ratio) konnte eine bessere Kontrastierung und damit eine

verbesserte Detektion von kleinen Schleimhautl&sionen erzielt werden.

Neben der lokalen ALA-Applikation mag in bestimmten Fallen eine systemische Gabe
des Photosensibilisator vorteilhaft sein. So ist es beispielsweise bei Pharynx- und
Hypopharynxkarzinomen mit Ubergang zum Osophagus nicht moglich, durch Spiilung
oder Inhalation eine ausreichende Einwirkungszeit des Photsensibilisators zu
gewahrleisten. Bei diesen Lokalisatonen scheint die systemische Applikation notwendig
zu sein. Ebenso konnte die Fluoreszenzendoskopie mit systemisch applizierter ALA im
Rahmen der Priméartumorsuche beim CUP-Syndrom (Carcinoma of unknown primary)
Anwendung finden. Patienten mit einem CUP-Syndrom erkranken an einer manifesten
Haldymphknotenmetastase bel zundchst unbekanntem Primdrtumor. Da eine
systemische ALA-Applikation im Gegensatz zur lokalen Anwendung zu einer
Sensibilisierung der gesamte Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes fuhrt, konnte

maoglicherweise der Primartumor leichter entdeckt werden.
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Der systemische Einsatz ist derzeit nur durch eine enterale Einnahme mdglich, wobei
der Dosierung durch potentielle Nebenwirkungen eindeutige Grenzen gesetzt sind. Als
Nachteil einer oral-systemischen Gabe ist das erhdhte Aspirationsrisko im Rahmen
einer Intubationsnarkose zu nennen, welche bei der Panendoskopie zwingend
erforderlich ist. Die von anasthesiologischer Seite empfohlene sechsstiindige
Flussigkeitskarenz vor der Allgemeinanasthesie kann dann nicht eingehalten werden.
Eine Losung dieses Problems stellt die intravendse Applikation dar, bei der zudem eine
bessere Steuerbarkeit durch Umgehung des first-past-Effektes gegeben waére. Bisher
liegen jedoch nur tierexperimentelle Daten vor [Kleemann et al., 1996]. M 6glicherweise
kann dieses Problem durch Fort- bzw. Neuentwicklung anderer Photosensibilisatoren

Uberwunden werden.

Ein weiterer, sehr elementarer Punkt ist die quantitative Erfassung der Fluoreszenz. Zur
Zeit basieren alein der Klinik eingesetzten Systeme zur Fluoreszenzendoskopie auf der
individuellen Erfahrung des Untersuchers in Bezug auf die Bewertung der Fluoreszenz.
Das Ergebnis wird daher ganz wesentlich von subjektiven Kriterien beeinflusst. Die
spektroskopische Aufzeichnung von Fuoreszenzintensitéten Uber normalen und
verdachtigen Schleimhautarealen kann das menschliche Auge bei der Beurteilung
unterstiitzen. Erste Arbeiten zur Spektroskopie bei der Anwendung von ALA sprechen
von ener semiquantitativen Fluoreszenzmessung, wobei Leunig et al. ein
unterschiedliches Intensitétsverhdtnis zwischen gesundem Gewebe und Tumoren von
1:10 feststellen konnten [Leunig et al., 1996b et 2000b]. Inaguma und Hashimoto
[Inaguma et Hashimoto, 1999] beschrieben 1999 fir Karzinome der Mundhthle ein
reproduzierbares Fluoreszenzspektrum mit einer Hauptbande bei 630 nm, wobei sich
typischerweise bei 665 und 690 nm sogenannte , Schulterbanden® fanden. Dieses
Spektrum wurde als ,, porphyrin-like-spectrum” bezeichnet. Entsprechend unterschieden
die Autoren zwischen einem ,porphyrin-typischen-Spektrum* und ,nicht-
porphyrintypischen-Spektrum“. Svanberg et a. entwickelten ein ,Multi-Colour
Fluoreszence Imaging*, das zur Erfassung von Tumorgewebe im Sinne einer ,, optischen
Biopsie“ weiterentwickelt werden soll [Svanberg et al., 1998a et 1998b]. Auch fur die
Autofluoreszenz sind spektroskopische Messungen beschrieben [Betz et al., 1999;
Gillenwater et al., 1998a et 1998b; Ingrams et al., 1997, argi et al., 2000]. Das
Fluoreszenzverhaltnis zwischen normaler und maligner Mukosa liegt bel 3,5:1. [Betz et
al., 2000]. Allerdings unterscheiden sich die Spektren von Tumor- und Normalgewebe
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sehr gravierend [Dhingra et al., 1998; Hung et al., 1991]. Inwieweit durch die
spektroskopischen Messungen die Sensitivitét erhoht werden kann, muss in zukiinftigen

Untersuchen gepriift werden.

Ein spéterer routinemafdiger Einsatz der photodynamischen Diagnostik kénnte somit in

der sogenannten “optisch unterstiitzten Biopsie" liegen

5.4.2 Fluoreszendiagnostik als Screeningverfahren
Die Prognose von Karzinomen der oberen Luft- und Speisewege wird ganz wesentlich

vom Zeitpunkt der Diagnosestellung beeinflusst. Es muss daher das Ziel sein, maligne
Schleimhautverénderungen moglichst frih zu diagnostizieren, bevor die lymphogene
Metastasierung eingesetzt hat [Werner et a., 2002b]. Da Patienten bei kleinen Tumoren
meist beschwerdefrel sind, kann eine Frihdiagnose nur Uber eine effektive
Vorsorgeuntersuchung  erreicht  werden. Bei  weiterer  Optimierung  der
Fluoreszenzendoskopie wére der Einsatz as ,screening-Verfahren® denkbar. Die
Autofluoreszenzendoskopie wére hierfur besonders geeignet, da keine Vorbehandlung
mit einem Photosensibilisator  erforderlich ist. In  Anlehnung an die
Autofluoreszenzbronchoskopie als Routineverfahren, bei der sich eine deutliche
Steigerung der Diagnoserate von Dysplasien gegenuber der Weif3lichtendoskopie fand,
konnten in der Ambulanz die Schleimhéaute der oberen Luft- und Speisewege untersucht
werden [Khanavkar et al., 1998]. Zunachst missten allerdings Risikogruppen definiert
werden. Problematisch ist hierbei die Definition der Auswahlkriterien fur die zu
untersuchenden Patienten. Der chronische Nikotin- und Alkoholabusus, der zur
Schadigung der gesamten Schleimhaut der oberen Luft- und Speisewege fihrt, ist
hierbel sicherlich ein zu ungenaues Kriterium. [Braakhuis et al., 2002; Haugerty et al.,
1992; Silverman, 1992].

Es ware daher zu diskutieren, ob die Fluoreszenzendoskopie vermehrt in der
Tumornachsorge eingesetzt werden sollte, da fur Kopf-Hals-Karzinome bis heute keine
verlasslichen Tumormarker zur Verfigung stehen [Werner et al., 2002a], andererseits
aber 10-15 % der Patienten im weiteren Krankheitsverlauf ein Zweitkarzinom
entwickeln [Braakhuis et al., 2002; Dhooge et al., 1996, Natsugoe et a., 1997; Werner,
1997]. Zudem ist die Beurteilbarkeit der Schleimhaut nach vorangegangener Chirurgie
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und/oder Strahlentherapie durch Narben und Odembildung teilweise deutlich erschwert
[Lippert et Werner; 2002; Slaughter et al., 1953]. In diesem Sinne setzen Leunig et al.
die ALA-induzierte Fluoreszenzdiagnostik zum Therapiemonitoring nach erfolgter
Vitamin-A-Behandlung oraler Leukoplakien ein [Leunig et al., 2000d].

5.4.3 Fluoreszenz-gestiitzte Laserresektion, Photodynamische Therapie
Neben der weiteren Optimierung der Technik und Evaluierung des Nutzens zur

Diagnostik von Frihkarzinomen scheint die Verknipfung von Fluoreszenzdiagnostik
mit der gleichzeitigen Tumorbehandlung eine interessante und erfolgversprechende
Strategie. Insbesondere die endoskopische CO,-Laser-Resektion von Karzinomen im
Bereich des oberen Aerodigestivtraktes, die zunehmend das Standardverfahren fir
begrenzte Karzinome darstellt, kénnte optimiert werden [Rudert et al., 1999]. Analog
der fluoreszenz-gestiitzten transurethralen Resektion von Harnblasenkarzinomen
[Kriegmair et al., 1999b] ist durch den Einsatz der Autofluoreszenz und ALA-
induzierten Fluoreszenz eine erhohte Genauigkeit bei der Laserresektion von Tumoren
der oberen Luft- und Speisewege zu erwarten. Auch bei der Resektion von malignen
Gliomen wurde die Kombination von Diagnostik und chirurgischer Resektion in einem
Schritt bereits erfolgreich angewendet [ Stummer et al., 1998].

Voraussetzung fur ein derartiges Vorgehen ist die Integration des Fluoreszenzlichtes
einschliefdich Filtersystemen in das Operationsmikroskop, mit dem die Laserresektion
erfolgt. Technische Probleme, wie eine ausreichende Hohlraumauseuchtung, die
Lichtabsorption durch das Nachbargewebe, Fluoreszenzaus éschungen durch Blutung
und das Bleaching-Phdnomen missen allerdings noch Uberwunden werden. Von
besonderem Vorteil wére die Fluoreszenz-gestiitzte Resektionstechnik —bei
Stimmlippenkarzinomen, da hier aus funktioneller Sicht moglichst viel Gewebe erhalten
werden muss. Desweiteren kann nach erfolgter Tumorresektion das Wundbett
fluoreszenz-endoskopisch auf eventuell zurtickbelassene Tumoranteile untersucht
werden oder nach fluoreszenz-gestitzter Resektion kann im selben Behandlungsschritt

eine adjuvante photodynamische Therapie (PDT) der Tumorregion erfolgen.

Die PDT ist ein Therapieverfahren, das auf dem Zusammenwirken eines

Photosensibilisators mit Laserlicht basiert. Der photodynamische Effekt wurde bereits
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zu Beginn des vergangenen Jahrhunderts beschrieben [Meyer-Betz, 1913; von
Tappeiner et Jodibauer, 1904]. Die photodynamische Wirkung entfaltet sich auf
zellulérer Ebene durch Absorption von Licht. Sie fihrt zu angeregten Energiezusténden
des Sensibilisators. Es kommt zu einem Energietransfer auf molekularen Sauerstoff, der
dadurch in den sog. Singulettsauerstoff Gbergefihrt wird. Diese Sauerstoffradikale sind
in der Lage, lebenswichtige Zellstrukturen durch Photooxidation zu zerstoren.
[Dougherty et al., 1975].

Die exogene Zufuhr von ALA fihrt zur intratumoralen Akkumulation von PplX, das
einerseits zu Fluoreszenz angeregt werden kann, andererseits nach Laserlichtanregung
auch phototoxisch wirkt [Divaris et al., 1990; Kennedy et Pottier, 1992; Riesenberg et
al., 1996]. Dieser zusétzliche phototoxische Effekt kann gezielt zu therapeutischen
Zwecken genutzt werden. Vorteile der PDT sind eine selektive Zerstbrung des
Tumorgewebes bei Erhalt und weitgehender Schonung der gesunden Umgebung, die
geringe Invasivitédt sowie eine geringe Narbenbildung. Dies ist insbesondere in der
Kopf-Hals-Region aus funktionellen Gesichtspunkten von besonderer Berdeutung.
Zudem ist im Gegensatz zur Strahlentherapie eine Wiederholung der Behandlung
moglich [Biel, 1996 et 1998; Edge et Carruth, 1988].

Ublicherweise wird die PDT mit Hamatoporphyrinderivaten durchgefiihrt, die als
Nachteil eine prolongierte generalisierte Photosensibilisierung aufweisen [Schweitzer
1990; Wenig et a., 1990]. Im Vergleich dazu ist die durch ALA hervorgerufene
Lichtempfindlichkeit mit nur 8-24 Stunden [Svanberg et al., 1993] deutlich kiirzer, so
dass keine relevanten Nebenwirkungen zu erwarten sind. Erste Ergebnisse mit der
ALA-induzierten PDT im Kopf-Hals-Bereich sind erfolgversprechend. Insbesondere fiir
Tumore der auf3eren Gesichtshaut wurden gute Remissionsraten erzielt [Cairnduff et al.,
1994; Calzavara-Pinton, 1995; Fink-Puches et al., 1998; Fritsch et al., 1998a et 1998b;
Hurlimann et al., 1998; Kennedy et Pottier, 1992; Svanberg et al., 1994, Szeimieset al.,
1996a et 1996b; Wolf et a., 1993; Wolf, 1999]. Fur Schleimhauttumoren liegen nur
wenige Literaturmitteilungen vor, wobei auch hier der therapeutische Effekt
nachweisbar ist [Dilkes et al., 1995; Fan et a., 1996; Gossner et al., 1999; Grant et al.,
1993a et 1993b; Heinritz et al., 1995; 1993a et 1993b; Kennedy et al., 1996; Klbler et
al., 1998; Peng et al., 1997].
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Besonders bewéhrt hat sich die ALA-induzierte Fluoreszenzdiagnostik mit
anschlieflender PDT bel der Behandlung der rezidivierenden respiratorischen
Papillomatose (RRP). Trotz fehlender Malignitét ist die virus-induzierte RRP durch
ihren Verlauf fir die Patienten sehr belastend, in seltenen schweren Falen sogar
lebensbedrohlich. Die Viren sind bei erkrankten Patienten auch in der klinisch intakten
Schleimhaut nachweisbar, was das Auftreten von Rezidiven auch nach makroskopisch
vollstéandiger Entfernung der Papillomherde erkléart [Steinberg et al., 1983]. Bis heute
fehlt eine primér Kkurative Therapie zur Behandlung der RRP. Die symptomatische
Abtragung, konventionell oder vorzugsweise CO-laserchirurgisch, bleibt weiterhin
Grundlage der Behandlung.

Bei der mit ALA durchgefuhrten PDT und der RRP hat sich folgendes Konzept
bewdhrt. Die Patienten erhalten ca. 2 Stunden praoperativ 20-40 mg/kg KG ALA per os.
In einem ersten Schritt wird die verstérkte Anreicherung des Protoporphyrin 1X in den
Papillomzellen zur Durchfihrung einer Fluoreszenzendoskopie von Larynx und
Tracheobronchialsystem genutzt. Mit Hilfe der Fluoreszenzendoskopie lassen sich die
vom Papillomwachstum betroffenen Schleimhautareale sicher detektieren [Lippert et
al., 2000]. In Kenntnis der nur geringen Eindringtiefe des Anregungslichtes bei 630 nm
erfolgt anschlief3end die CO,-laserchirurgische Exzision/Vaporisation der Papillome.
Die PDT schliefdt sich nach makroskopisch vollstandiger Papillomentfernung und
Abwischen der Karbonisationsriickstdnde an. Die Laserlichtbestrahlung des Wundbettes
und der angrenzenden Schleimhaut erfolgt Uber zylindrisch abstrahlende Laserfasern

mit einer Gesamtenergiedosis von 100 Jcm? [Thurner et al., 2001].

Die mit diesem Behandlungskonzept erzielten Ergebnisse sind sehr zufriedenstellend.
Bei insgesamt 18 Patienten konnten Lippert und Werner eine deutliche Reduktion des
Papillomwachstums und eine Abnahme der Rezidivhaufigkeit erzielen [Lippert et
Werner, 2002]. 12 Patienten sind bei einem Mindestbeobachtungszeitraum von 7
Monaten rezidivfrei. Unerwinschte Nebenwirkungen traten bisher nicht auf. Auch
andere Arbeitsgruppen berichten Uber z.T. sehr zufriedenstellende Ergebnisse [Burian,
Univ.-HNO-KIlinik Wien, personliche Mitteilung]

Vor dem Hintergrund der an unterschiedlichen Organen beschriebenen PDT
papillomattser Erkrankungen [Fehr et al, 2000; Ross et a, 1997; Schmidt et a 1996],
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ist die Fluoreszenzendoskopie mit anschlief3ender PDT auch beim invertierten Papillom
der Nasennebenhdhlen zu diskutieren, da hier ebenfalls eine hohe Rezidivrate vorliegt

und konventionelle Resektionen limitiert sind.
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6 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund einer seit Jahrzehnten nahezu unverénderten Mortalitét von Kopf-
Halskarzinomen ist die Suche nach verbesserten Diagnose- und Therapiekonzepten
unverandert aktuell. Entscheidend fur die Verbesserung der Prognose ist eine moglichst
frihzeitige Erkennung der Karzinome bzw. deren Vorstufen. Die Phasen der
Karzinogenese erstrecken sich Uber Jahre, bis ein invasives Wachstum vorliegt. Ziel ist
es, diese Zeitspanne fir eine sichere Friherkennung der Karzinomvorstufen zu nutzen,
aber auch die Tumorauslaufer von bereits manifesten Karzinomen genauer zu erfassen

und somit eine sichere und vollstdndige Tumorresektion zu gewahrleisten.

Die Aminolaevulinsaure- (ALA-) induzierte Fluoreszenzdiagnostik scheint eine
vielversprechende Methode auf diesem Weg der Friherkennung zu sein. Bei der
Substanz ALA handelt es sich um ein Hamatoporphyrinderivat, welches nach lokaler
oder systemischer Applikation verstarkt in den Tumorzellen akkumuliert. Durch
Umbauprozesse wird Protoporphyrin 1X gebildet. Dieser Farbstoff fluoresziert unter
Anregung von blauem Licht rot. Nach vielversprechenden Ergebnissen in der
Pulmologie und Urologie liegen in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde bis jetzt nur
Untersuchungen fur die Mundhohle mit kleinen Fallzahlen vor. Vor diesem Hintergrund
sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob der Fluoreszenzdiagnostik nach
topischer Applikation von ALA bei malignen Veranderungen im Kopf-Halsbereich ein
klinischer Stellenwert zukommt.

Im Zeitraum von 1999 —2001 wurden 150 Patienten mit Schleimhautveranderungen der
oberen Luft- und Speisewege sowie mit Lasionen der Gesichtss und Kopfhaut
untersucht. Die ALA-Applikation erfolgte jeweils topisch. Insgesamt spilten 20
Patienten mit Verdnderungen der Mundhohle und 31 mit Verénderungen des
Oropharynx den Wirkstoff. Vierzehn Patienten mit Hypopharynx- und 69 Patienten mit
Larynxl&sionen inhalierten die Substanz ALA. Bei den Patienten mit Verdnderungen
der Gesichts- und Kopfhaut erfolgte die Applikation von ALA durch eine Creme. Der
gewonnene  Endoskopiebefund wurde abschliefend mit dem  definitiven
Histologiebefund korreliert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind grundsétzlich als sehr positiv zu bewerten.
Durch die Aminoléavulinsaure-Fluoreszenz-Endoskopie (ALAFE) war ein besserer
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Kontrast zwischen Tumor- und Normalgewebe gegeben. In einigen Féllen konnte durch
die ALAFE gegenuber der Weil3lichtendoskopie (WLE) eine exaktere Darstellung von
Tumorauslaufern und —grenzen erreicht werden. Bei 14 Patienten (9,4 %) konnten
zusétzliche, primér in der WLE nicht erkennbare Schleimhautverénderungen detektiert
werden. Hierbel handelte es sich um zwei Carcinoma in situ, um ein invasives
Karzinom, um ein Zweitkarzinom des Osophagus und um zehn Dysplasien zweiten
Grades. Die Sensitivitéat betrug entsprechend 91,61 %, die Spezifitéat 68,82 %. Unter den
gutartigen Schleimhautveranderungen zeigten ausschliefdlich die Papillome eine klare
kontrastreiche Fluoreszenz. Im Bereich der Gesichts- und Kopfhaut kam es im
Fluoreszenzbild zu einer deutlichen Demarkierung der Hautl&sionen und damit zu einer
besseren Abgrenzung zur gesunden Haut. Eine Korrelation zur Dignitét und Histolgie

bestand nicht. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.

Die ALAFE stellt eine sehr wertvolle Bereicherung fir die Friherkennung von
Schleimhautverénderungen der oberen Luft- und Speisewege dar. Das Verfahren ist
nicht invasiv, nebenwirkungsfrei und somit fir den Patienten wenig belastend. Es kann
ohne zusétzlichen apparativen Aufwand in Kombination mit der WLE durchgefihrt und
somit in die klinische Routine integriert werden. Bel der Durchfihrung treten derzeit
noch verschiedene Storfaktoren auf, die eine zuverléssige Beurteilung teilweise

einschranken.

Ziel zukinftiger Untersuchungen ist es, neben der weiteren Optimierung der Technik
und Evaluierung des klinischen Nutzens bei der Fruherkennung von malignen
Schleimhautléasionen  zusétzlich eine ALA-gestiitzte Resektion von Karzinomen
anzustreben. Maoglicherweise kénnen kleinere oder sehr oberflachlich gewachsene
Karzinome sowie Schleimhautveranderungen bei der Papillomatose im Rahmen der
ALA-induzierten Diagnostik gleichzeitig photodynamisch behandelt werden, wodurch
sich neben der Diagnostik auch die Therapie maligner Erkrankungen grundiegend

verbessern liefe.
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7 Abkurzungen:

ALA: Aminol&vulinsiure

ALAF: Aminolé&vulinsaure-Fluoreszenz

AL AFE: Aminoléavulinsaure-Fluoreszenz-Endoskopie
AF: Autofluoreszenz

AFE: Autofluoreszenz-Endoskopie

AF-M odus: Autofluoreszenzmodus
CCD-Kamera: Charge Coupled Device Kamera
Cis: Carcinomain situ

CUP: Carcinoma of unknown primary

Ham: Hamoglobin

HpD: Hamatoporphyrinderivate

HPV: Human Papilloma Virus

PDD: Photodynamische Diagnostik

PDT: Photodynamische Therapie

Ppl X: Protoporphyrin X

WL: Weilllicht

WLE: Weildlicht-Endoskopie
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