Aus der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische
Operationen des Universitatsklinikums Wurzburg

Direktor: Professor Dr. med. Dr. h. c. Rudolf Hagen

Evaluation eines Raman-
Spektroskopie basierten
Klassifikationssystems von
Leukoplakien des
Stimmlippenepithels

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Florian Hatzing
aus Wurzburg

Wirzburg, Juni 2020



Referent: Priv.-Doz. Dr. med. Stephan Hackenberg

Korreferent: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Christian Linz
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Matthias Frosch
Tag der mindlichen Prifung: 13.04.2021

Der Promovend ist Zahnarzt.



Meiner Familie gewidmet



Inhaltsverzeichnis

ADBKUIrZUNGSVEIZEICANIS ... e e e eeanes 1
O =101 (=1 (U o o [P PP PPPPPPPPPP 2
1.1 LEUKOPIAKIE ...cceeeeiie et e e e e e e e e aaaae 2
OO0 R B 7= {1011 N 2
00 2 = oo [T 0 0 T0] [ o | = SRR 2
I I T o 151 0] (oo 1= RERPPRN 2
1.2 ANAtOMIE dES LANYNX....cceeeiiiiiiiie e e e e eee ettt e e e e e e e et s e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennes 3
1.2.1  MaAKIOSKOPIE. ...ttt 3
1.2.2  MIKIOSKOPIE ... ittt 4
1.3 Keratosen der StMMIPPE ......uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 5
I 0 O 9 1= {1111 o] o PSSR 5
I T o 151 (o] (oo 1= T RERPPPRRN 6
I e T I 1= - o[ RRRPPPRRN 6
1.4 Plattenepitheliale Dysplasien der SimmIlippe..........cccceeveeieeeiiiiiiiiiiiie e, 6
O R I 1= {101 6
R o 1110 (0o =N 6
1.4.3  RISIKOTAKIOIEN ...t e e e et e e e e e e eeeeeees 8
1.4.4  KIaSSIfIKAtiONSSYSIEME ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
145  TREIAPIE . .. ittt 9
1.5 Plattenepithelkarzinome der StimmIlippen ............ccoeeeiiiiieiiiiiiiiiie e, 10
151 DefiNItION ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiti e 10
ST 1 o]0 [=T 0 41 T0] (oo | 1= 10
T B o 115 o] (0T 1= 10
1.54  SYMPIOMALIK .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiii e eneaneanene 11
1.55 RISIKOTAKIOIEN ... e e 11
1.5.6  EINTEIUNG ....viiiiiiiiiiiii e 12
O T A 1 1= =T o= N 12
1.6  RamMaN-SPEKINOSKOPIE ......uuuuuriuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbbiibbaabbabbbeaae bbb 13
G A o 151 0 ] [ TP 13
1.6.2 Physikalischer HINtergrund ............cooooiiiiiiiii e 13
1.6.3  TECHNIK .o 14
L S AN 0 VLY=o o [ Vo P 15

1.7 ZIEISEIZUNG ...ttt 16



2. Material UNd MEtNOUEN ... e e 18

2.1 MALEIIAL ... aeaane 18
2.1.1  VerwendeteS GeWEDEe..........cooviiiiiiiii 18
2.1.2  Gerate Und SOMWAIE ......ccooe i eeeees 20
2.1.3  ChemiKalien .....coooeeieeeeeeeeeee 21
2.1.4  Verbrauchs- und Labormaterialien...........cccccooeiiiii, 21
2.1.5 ANQESEIZIE LOSUNGEN ...uviiiiiiiiiieiii ettt a e ean e enas 22

2.2 MELNOUEN ... 23
2.2.1 Auswahl der GewWebeproben..........cccoovieeiiiiiiiiiii e 23
2.2.2  Erhebung der klinischen Parameter..............ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
2.2.3 Herstellung der Paraffinschnitte ..., 24
2.2.4  Entparaffinieren der Gewebeschnitte.............cccooee 25
2.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung...........ooo 25
2.2.6  Durchlichtmikroskopie der HE-Praparate................ccccevvvvviiiiiiieeeeeeeeenn, 26
2.2.7 Messungen am Raman-SpektroSKOP...........cuuuiiiiiieeeiiiviiiiiiii e ee e, 27
2.2.8  AUSWEITUNG ...iitieeiie ettt e e et e e e e e e e et e e et e e et e e ean e eenas 30

G T (0 = o] ] 7T P 32

3.1 EpidemiologiSChe AUSWEITUNG .......ccoveieieieeeeeeeeeeee e 32
3.1.1 Epidemiologische Daten des Patientenkollektives.............cccccevvvvvnnnnnn. 32
3.1.2  SuchtmittelanamnestiK.............uuiiiiieriieeeee e 32
3.1.3 Klinische Daten zu Veranderungen der Stimmlippen........cccccccvvvvveeenen. 35

3.2 Histologische Auswertung der Praparate anhand von Beispielen ............... 40
3.2.1 Leukoplakie ohne DySplasi€n ...........ccoovvuiiiiiiiieeeiieecee e 40
3.2.2 Leichtgradige DYSPIASIE...........uuuiiiiieeieieeece e 41
3.2.3 MaRiggradige DYSPIASIE ..........uuiiiiiieiiiiiiiee e 42
3.2.4  Schwergradige DYSPIasi@ ........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 43
3.2.5 Invasives Plattenepithelkarzinom...........ccccccciiiiiiiee 44

3.3 Analyse der MittelwertSpektren ... 45
3.3.1 Mittelwertspektren der Messpunkte in den basalen Epithelschichten ... 45
3.3.2 Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel .............. 47

3.4  HauptkomponentenanalySe ..........ccouuuiiiiiiiiiiiei e 49
3.4.1 Hauptkomponentenanalyse der Messungen in den basalen
EpithelsChiChten...........oo o 49

3.4.1.1 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Praparats........... 49

3.4.1.2 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der histologischen
DIAGNOSE ..t 50



3.4.1.3 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit sonstiger Kriterien..... 54

3.4.2 Hauptkomponentenanalyse der Messungen im mittleren
EPItNEIAITEEEL ... 56

3.4.2.1 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Praparats ........... 56

3.4.2.2 Hauptkomponentenanalyse in Abh&angigkeit der histologischen
DT o | 10 S =P R 56

3.4.2.3 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der Progression zu
einem invasiven Plattenepithelkarzinom ..........ccccccvvviiiiiiiiiieee 60

3.4.2.4 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit sonstiger Kriterien..... 60

3.5 Lineare DiskriminanzanalySe...........cccovieeiiiiiiiiiiiii e 61
3.5.1 Lineare Diskriminanzanalyse der Mittelwertspektren basierend auf
den Hauptkomponenten eins bis sieben (Modell 1) .........cooovviiiiiiiiiiiiieiiinn. 62
3.5.1.1 Diskriminanz der Gruppe des dysplasiefreien Plattenepithels und der
verschiedenen Dysplasiegrade gegeniber invasiven Karzinomen................. 62
3.5.1.2 Diskriminanz der unterschiedlichen Dysplasiegrade ...................... 62
3.5.1.3 Diskriminanz der Progredienz zum invasiven Tumor ..................... 63
3.5.2 Lineare Diskriminanzanalyse aller Einzelspektren (Modell 2) ............... 64
3.5.2.1  Diskriminanz der Gruppe des dysplasiefreien Plattenepithels und der
verschiedenen Dysplasiegrade gegeniber invasiven Karzinomen................. 64
3.5.2.2  Diskriminanz der unterschiedlichen Dysplasiegrade ...................... 65
3.5.2.3  Diskriminanz der Progredienz zum invasiven Tumor ..................... 66
A, DISKUSSION.....cciiieee e 67
4.1 Limitierungen histopathologischer Klassifikationssysteme hinsichtlich
(0 LT e ToTo | L0 ] SO 67
4.1.1 Korrelation maligner Entartung zur Schwere des Dysplasiegrades ...... 67
4.1.2 Varianz der PrognOSEN ..........uuuiiiieeeeeiiieeiie e e e e e e 68
4.1.3 Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit...............ccccceeeeiiieiiiiiiiinnnnnnn. 69
S - V4 | AP 70
4.2 Diskussion des PatientenkolleKtivs............oouueuiiiiiiieiiieec e 70
4.2.1  Auswahl der Patie@nten ............uiiiieiiiiiieiiie e 70
4.2.2 Vergleichbarkeit des Patientenkollektives mit der Literatur................... 71

4.3 Evaluation des experimentellen Setups und der verwendeten Methoden ... 72

4.3.1 Aufbereitung der Gewebeschnitte............cccveiiiiiiiiiiiie e, 73
4.3.1.1 Formalin-Fixierung und Entparaffinierung der Gewebeschnitte...... 73
4.3.1.2 Schichtdicke des Gewebeschnittes ............ccoovvviiiiiiiiinie i, 74
4.3.1.3 Einfluss des Aufbereitungstages ................euveevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinnns 75

4.3.1.4 Auswahl der ObjJeKttrager...........uuuuuruuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 75



4.3.2 Versuchsaufbau am Raman-Spektroskop..........ccoovvvviviiiiiiiieiiiieiiiinnnnn. 76

4.3.2.1  Orientierung im Praparat.............cceeueeemmmmmmiimiiiiiiiiiiiiiiiiie. 76
4.3.2.2  Zielvolumen der Raman-Spektroskopie............ccccuvveeiiiiiiiiiininnnnnnne 77
4.3.2.3 EINfluSS deS MESSIAQES.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 77
4.3.2.4  Eignung der Raman-Spektroskopie zur Differenzierung
unterschiedlichen GEWEDES..........ooi i 78
4.3.2.5 Weitere StUdIENdESIONS.......cooieeiiiiiiiiiiiee e 78
4.4  Diskussion der Ergebnisse der Datenanalyse mit multivariaten
Y11 T To (= o N 79
4.4.1 DatenVorbereitUNQg ........ccoeeviuiuiiiiieeee e e e e e e e e e e e 79
4.4.2 Analyse der Mittelwertspektren.............ooueiiiiiii i, 80
4.4.3 HauptkomponentenanalySe ............ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 81
4.4.3.1 Probenspezifitt..............uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 81
4.4.3.2 Klassifizierbarkeit der unterschiedlichen Studiengruppen .............. 81
4.4.3.3 Eignung der Hauptkomponentenanalyse zur Klassifikation von mehr
AlS ZWEI GIUPPEN ..ottt 83
4.4.4  Lineare DiskriminanzanalySe ...........cccueuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 84
4.4.4.1 Klassifizierbarkeit der unterschiedlichen Studiengruppen .............. 84
4.4.4.2 ldentifikation von Patienten mit Progression zu einem invasiven
KIZINOM 85
A5 AUSDIICK cccieeiiiiiiieeeee 86
5. ZUSAMMENTASSUNG......uuiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e s 87
T V=T 4= o] ] 1 7S - SRR 89
6.1  LiteratUrverZeiCNIS .........uuuuiiie et e e e e e e e e e eeeenees 89
6.2  ADDIldUNGSVEIrZEICNNIS ... ..uiiiiiiiiiii e 103
6.3  TabellenVerzeiChNiS............iiii e e 105
D= 1] LCT=To U1 oV RO PP 107

LB NS AUT ..o e 108



Abkurzungsverzeichnis

a.u.
B

C
CCD
CO2
DNA
et al.

FN
FP

HE
HNO-
ICD-0O-3

i.S.
LDA
MMC

n
OoP

PC
PCA
Py

SD

Se

Sp

TN

P
VE-Wasser
VS.
WHO

arbitrary unit (willkirliche Einheit)

Bestandigkeit

Celsius

charge-coupled device (ladungsgekoppeltes Element)
Kohlenstoffdioxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)

et alii (und andere)

Fehler

false negative (falsch negativ)

false positive (falsch positiv)

Genauigkeit

Hamatoxylin-Eosin

hals-, nasen- und ohren-

International Classification of Diseases for Oncology 3 Edition
(Internationale Klassifikation der Krankheiten fur die Onkologie,
3. Auflage)

in situ

Lineare Diskriminanzanalyse

Matthews correlation coefficient

(Matthews Korrelationskoeffizient)

Anzahl

Operation

principal component (Hauptkomponente)

principal component analysis (Hauptkomponentenanalyse)
pack year (Packungsjahr)

Standardabweichung

Sensitivitat

Spezifitat

true negative (richtig negativ)

true positive (richtig positiv)

vollentsalztes Wasser

versus (gegen[uber])

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)



1. Einleitung

1.1 Leukoplakie
1.1.1 Definition
Der Begriff Leukoplakie bezeichnet eine weillliche, nicht abwischbare
Schleimhautveranderung, die durch verschiedene histopathologische

Veranderungen bedingt sein kann (Kramer et al., 1978).

1.1.2 Epidemiologie

Informationen zur epidemiologischen Lage von Stimmlippenleukoplakien sind
sparlich. In den Vereinigten Staaten konnte von Bouquot und Gnepp eine
Inzidenz von 10,2 % bei Mannern und 2,1 % bei Frauen pro 100.000 Personen
beobachtet werden. Zudem lasse sich ein Zusammenhang zwischen
Tabakkonsum und dem Auftreten von Leukoplakien der Stimmlippe herstellen
(Bouquot und Gnepp, 1991).

1.1.3 Histologie

Histologisch handelt es sich bei einer Leukoplakie um eine Verhornung des
Epithels, wobei das gesunde Epithel des Larynx im Regelfall nicht verhornend ist
(Isenberg et al., 2008). Es kann sich dabei um eine reine Keratose handeln.
Jedoch besteht auch die Mdglichkeit, dass der Veranderung ein dysplastischer
oder kanzerdser Prozess des darunterliegenden Plattenepithels zu Grunde liegt
(Yu et al., 2009).

In einer Langzeit-Studie von 1999 bis 2017 wurde bei ungefahr 20 % der
Patienten mit einer rezidivierenden Leukoplakie der Stimmlippe ein
Plattenepithelkarzinom diagnostiziert (Jabarin et al., 2018). Dies verdeutlicht die

Wichtigkeit der ausfiihrlichen Diagnostik und Therapie solcher Veranderungen.



1.2 Anatomie des Larynx

1.2.1 Makroskopie

Der Larynx ist das stimmbildende Organ des Menschen, zudem schiitzt er beim
Schluckakt die Atemwege vor Aspiration und ist Teil des Respirationstraktes. Er
reicht von der Epiglottis bis zum Ringknorpel und besteht in seinem groben
Aufbau aus einem Knorpelskelett, Muskeln, Bandern, Bindegewebe und
Schleimhaut (Schiebler und Korf, 2007).

Anatomisch kann man den Kehlkopf in verschiedene Ebenen unterteilen, den
supraglottischen, den glottischen und den subglottischen Raum (Waschke et al.,
2015).

Die Stimmlippen, am Schildknorpel und den Stellknorpeln ansetzend, bestehen
aus dem beidseitigen Ligamentum vocale, dem rechten sowie dem linken
Musculus thyroarytenoideus, pars medialis, auch Musculus vocalis genannt, und
aus bedeckendem mehrschichtigem Plattenepithel (Schinke et al., 2015).

Um entsprechende Verénderungen der Stimmlippen zu verorten, kann man diese
anhand des ICD-O-3-Codes der WHO (Wittekind, 2017) in vordere
beziehungsweise hintere Kommissur sowie vorderes, mittleres und hinteres

Stimmlippendrittel (siehe Abbildung 1) untergliedern.
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Abbildung 1: Glottis in Respirationsstellung
Die Aufnahme verdeutlich die Nomenklatur zur Einteilung der Lokalisation von
Neubildungen auf der Stimmlippe. Der Bereich A stellt die vordere Kommissur dar,
Bereich B ist die Stimmlippe selbst, unterteilt in vorderes (1), mittleres (2) und
hinteres Stimmlippendrittel (3), Bereich C veranschaulicht die hintere rechte
Kommissur. Zudem sind Taschenfalte und Ringknorpel zu erkennen (mit
freundlicher Genehmigung von Dr. med. Fabian Kraus, Klinik und Poliklinik far
Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen des
Universitatsklinikums Wirzburg).

1.2.2 Mikroskopie

Die Schleimhaut des Kehlkopfes besteht in den mechanisch beanspruchten
Teilen, wie den Stimmlippen, aus mehrschichtigem, unverhornten Plattenepithel,
der restliche Anteil wie die kehlkopfzugewandte Seite der Epiglottis oder die
Taschenfalten werden von respiratorischem Epithel bedeckt (Stiblar-Martincic,
1997). In Abbildung 2 ist ein Gewebeschnitt des gesunden Stimmlippenepithels
dargestellt, welcher dessen Aufbau veranschaulicht. In der unteren Schicht des
Plattenepithels, dem Stratum basale, befinden sich vor allem kubische Zellen mit
einem runden, basal liegenden Zellkern (Welsch et al., 2014). Im Stratum

intermedium, in welchem sich die Zellen zunehmend differenzieren, bis hin zur



obersten Schicht, dem Stratum superficiale, werden die Zellen immer

abgeflachter und der Zellkern schrumpft (Lillmann-Rauch, 2012).

Abbildung 2: Gesundes Plattenepithel der Stimmlippe, HE-gefarbt in zehnfacher VergroRerung

Zu sehen ist der charakteristische Aufbau des mehrschichtigen, unverhornten
Plattenepithels mit Stratum basale, Stratum intermedium und Stratum superficiale.

Auf dem hinteren Teil der Glottis (hintere Anteile der Stimmlippen sowie die
Stellkérper bedeckende Schleimhautareale) kann sich zudem auch
respiratorisches Flimmerepithel befinden (Hirano et al., 1986). Daneben kann
auch Ubergangsepithel auftreten, welches wiederum verschiedene Stufen
sowohl des mehrschichtigen Plattenepithels als auch des zylindrischen Epithels

des Respirationstraktes enthalt (Nakano, 1998).

1.3 Keratosen der Stimmlippe

1.3.1 Definition

Keratosen konnen als Verhornungsanomalie mit mafiger Verdickung des
Stratum corneum beschrieben werden (Darier, 1923). Es handelt sich also um

Veranderungen der oberen Epithelschichten.



1.3.2 Histologie

Da das Stimmlippenepithel, wie zuvor beschrieben, in der Regel nicht verhornend
ist, handelt es sich bei dessen Verhornung um einen pathologischen Prozess.
Als Akanthose bezeichnet man die Verbreiterung des Stratum spinosum, in dem
die Verhornungsprozesse beginnen. Lost sich der Zellverbund der Keratinozyten
in dieser Schicht, spricht man von einer Akantholyse (Kempf et al., 2015).
Insgesamt werden frihzeitige, einzelne, pathologische Verhornungen von
Keratinozyten als Dyskeratosen bezeichnet (Altmeyer et al.,, 2002). Die
Verhornung kann dabei regelrecht, also orthokeratotisch, ablaufen. Dort besteht
die Hornschicht aus kernlosen Korneozyten (Riede und Bianchi, 2004).
Geschieht dies Ubermé&Rig, spricht man von einer Hyperkeratose. Dem
gegenuber steht die irregulare Verhornung, die Parakeratose, bei der
Zellkernreste im verhornenden Anteil des Epithels bestehen bleiben (Bocker und
Aguzzi, 2008).

1.3.3 Therapie

Keratosen der Stimmlippe werden Kklinisch als in Kapitel 1.1 beschriebene
Leukoplakien sichtbar. Mit einer reinen Blickdiagnostik ist deshalb keine
Diagnostizierung mdglich, da mit Hilfe der endoskopischen und klinischen
Untersuchung allein keine sichere Zuordnung beziglich der zugrundeliegenden
histopathologischen Veranderung maoglich ist. Somit wird eine Probebiopsie und

eine histopathologische Aufarbeitung des Gewebes durchgefihrt.

1.4 Plattenepitheliale Dysplasien der Stimmlippe

1.4.1 Definition

Das Wort ,Dysplasie” leitet sich etymologisch aus dem Griechischen ab und
bedeutet ,abweichende Form® (Dudenredaktion, 2015).

1.4.2 Histologie

Von dysplastischen Veranderung des Plattenepithels spricht man, sobald das
Stadium der Epithelhyperplasie, also die Erhéhung der Anzahl gesunder und
gewebstypischer Zellen, Uberschritten ist und es zu zytologischen
Veranderungen der Keratinozyten, wie zum Beispiel Zell- oder

Kernpleomorphismen, kommt (Speight, 2007).



In Tabelle 1 sind die zytologischen Merkmale der verschiedenen Dysplasiegrade
zusammengefasst, die der Einteilung der Studiengruppen dieser Arbeit zugrunde
liegen.

Tabelle 1: Zytologische Merkmale der verschiedenen Dysplasiegrade nach WHO-Einteilung
2005 (Barnes et al., 2005)

Vermehrt
Dysplasiegrad Beteiligte Zell- und Kern- Anisozytose und |Mitosefiguren, |VergroRerte Zellen|VergroRerte | Apoptose-
ysp 9 Schichten Kernpleomorphismus |hyperchromatismus |Anisonukleose  [abnormale und Zellkerne Nucleolen |figuren
Mitosen
. . Unteres
v v
Leichtgradig Drittel
. . |[Bisins
v v v
Mafiggradig mittlere Drittel
. |Bisins obere
v v v v v v v
Schwergradig Drittel
. . _ |Gesamte
v v v v v v v
Carcinomai.s. Schicht

Neben den zytologischen Veradnderungen spielt der Aufbau des veranderten
Plattenepithels zur Einteilung in die unterschiedlichen Gruppen der Dysplasien
eine wichtige Rolle. So liegt beim Dysplasiegrad | (leichtgradige Dysplasien) eine
Basalzellhyperplasie vor, wahrend bei Grad Il (maRiggradige Dysplasien) die
Polaritat in den unteren zwei Dritteln des Epithels verloren geht und sich
schlieBlich bei Grad Il (schwergradige Dysplasien) Akantholyse und
Dyskeratosen finden lassen, bis die Polaritdit beim Carcinoma in situ vollig
aufgehoben scheint (Barnes et al., 2005). In Abbildung 3, Abbildung 4 und
Abbildung 5 sieht man Gewebeschnitte mit den zuvor genannten pathologischen

Veréanderungen des Stimmlippenepithels.

P .

Abbildung 3: Leichtgradige Dysplasie des Abbildung 4: MaRiggradige Dysplasie des
Stimmlippenepithels mit Stimmlippenepithels mit
Hyperparakeratose der Hyperparakeratose der
Stimmlippe, HE-geféarbt in 20- Stimmlippe, HE-gefarbt in 20-
facher Vergrof3erung facher VergrofRerung



- I RSP o st o8 o TR -

Abbildung 5: Schwergradige Dysplasie des
Stimmlippenepithels ohne
invasive Komponente, HE-gefarbt
in 20-facher VergrofRerung

1.4.3 Risikofaktoren

Risikofaktoren fur die Entstehung von dysplastischen Veréanderungen der
Stimmlippe sind denen der Entstehung eines plattenepithelialen Karzinoms sehr
ahnlich.  Tabakkonsum  sowie  regelmalliger  Alkoholkonsum  sind
pradisponierende Faktoren fur die Entstehung von Dysplasien des
Stimmlippenepithels (Grasl et al., 1990). Weitere Risikofaktoren sind in Kapitel
1.5.5 dargestellt.

1.4.4 Klassifikationssysteme

Es wurden in der Vergangenheit verschiedene Klassifikationssysteme zur
Einteilung von Dysplasiegraden publiziert, die sich an den histopathologischen
Veranderungen orientieren. Ziel dieser Einteilungen ist es, eine Korrelation
zwischen histologischen Befunden und der Prognose herzustellen, um das
Ausmald der Therapieradikalitat festzulegen. Neben den drei Dysplasiegraden
der WHO-KIlassifikation von 2005 (Barnes et al., 2005), welche vom
Pathologischen Institut der Universitat Wirzburg angewendet werden, gibt es
weitere Moglichkeiten, die Veranderungen des Epithels zu kategorisieren. Als
Beispiel sei hier die ,Ljubljana classification“von 1997 genannt. Unterteilt werden
hier einfache Hyperplasie (regulare Epithelschichtung ohne Zellatypien),
abnorme Hyperplasie (Veranderungen in den basalen Schichten des Epithels),
atypische Hyperplasie (Zellatypien, einige Mitosen, Dyskeratosen in den unteren
zwei Dritteln des Epithels) und das Carcinoma in situ (volliger Polaritatsverlust
des Epithels, Zellatypien, viele mitotische Figuren) (Hellquist et al., 1999). Spater



wurden in einer geanderten Fassung der ,Ljubljana classification® die ersten
beiden  Kategorien zu leichtgradigen  plattenepithelialen  L&sionen
zusammengefasst, die dritte Kategorie in hochgradige plattenepitheliale
Lasionen umbenannt und das Carcinoma in situ als Kategorie belassen (Gale et
al., 2014).

An diesem Schema orientiert sich die Klassifizierung dysplastischer
Veréanderungen der aktuellen Ausgabe der Klassifikation von Tumoren im Kopf-
und Halsbereich von 2017. Dabei werden Kiriterien verschiedener
Klassifikationen zusammengefasst, was mehr Objektivitat schaffen soll, um die
verschiedenen Dysplasiegrade als prognostischen Faktor fur die Entstehung
eines Karzinoms zu verwenden (Naggar et al., 2017). In der neuen Einteilung der
WHO von 2017 wird zwischen ,low-grade dysplasias“ (ehemals leicht- und
mafiggradige Dysplasien) und ,high-grade dysplasias” (ehemals schwergradige

Dysplasien einschlieRlich des Carcinoma in situ) unterschieden.

1.45 Therapie

In der Klinik und Poliklinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische
und &asthetische Operationen des Universitatsklinikums Wdurzburg werden
Stimmlippenleukoplakien im Rahmen einer Mikrolaryngoskopie komplett
exzidiert. Werden leicht- und maRiggradige dysplastische Verdnderungen
diagnostiziert, erfolgen klinische Nachkontrollen des Larynxbefundes, um
maogliche Rezidive zu erkennen. Um ein mdglichst gutes funktionelles Ergebnis
insbesondere in Bezug auf die Stimmfunktion zu erhalten, erfolgt eine sparsame
oberflachliche, aber komplette Resektion. Aufgrund der Reversibilitat gerade
leichtgradiger Dysplasien ist eine subtotale Resektion in diesen Féallen tolerabel,
solange regelmaBige  Nachkontrollen  stattfinden. Wenn in  der
histopathologischen Aufarbeitung eine schwergradige Dysplasie oder ein
Carcinoma in situ nachgewiesen wird, erfolgt in der Regel eine zweite Operation
zur Nachresektion, um eine RO-Resektion, das heif3t einen Resektionsrand in
gesundem Gewebe, mit hochster Sicherheit zu gewahrleisten. In diesen Féllen
werden subtotale Resektionen nicht toleriert. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich

schwergradige Dysplasien oder ein Carcinoma in situ zu einem invasiven



Karzinom entwickeln, liegt bei ungefahr 16 bis 50 % (Ren et al., 2017; Rohde et
al., 2012; Stenersen et al., 1991).

1.5 Plattenepithelkarzinome der Stimmlippen

1.5.1 Definition

Im Unterschied zu den dysplastischen Veranderungen des Plattenepithels und
dem Carcinoma in situ ist bei einem invasiven Karzinom der Stimmlippe die
Basalmembran durchbrochen und Tumorinseln, Tumorstrange oder isolierte
Tumorzellen infiltrieren in die Tiefe (Bocker und Aguzzi, 2008).

Synonym konnen die Begriffe glottisches Larynxkarzinom sowie Glottiskarzinom

verwendet werden.

1.5.2 Epidemiologie

Larynxkarzinome (glottische Larynxkarzinome einschlie3lich supra-, sub- und
transglottischer Larynxkarzinome) gehéren zu den héaufigsten Kopf-Hals-
Malignomen. Diese machen in Deutschland 1,5 % aller Tumoren bei Mannern
aus, wobei diese sieben Mal haufiger betroffen sind als Frauen (Probst et al.,
2008). 2014 gab es in Deutschland insgesamt 3.500 Neuerkrankungen eines
Larynxkarzinoms bei einer Pravalenz von 12.700 Erkrankungen (Robert-Koch-
Institut und Gesellschaft-der-epidemiologischen-Krebsregister-in-Deutschland-
e.V., 2017). Der Anteil der glottischen Larynxkarzinome liegt bei 75 bis 80 % mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 69,9 % (Pantel und Guntinas-Lichius, 2012).
Das mittlere Alter der Erstdiagnose eines Larynxkarzinoms liegt bei 62 Jahren
und im Falle der Lokalisation an der Glottis wird dieses aufgrund der frihzeitig
auftretenden Dysphonie haufig in einem frihen Stadium diagnostiziert (Peller et
al., 2016).

1.5.3 Histologie

Es gelten allgemeine zytologische Kriterien eines Tumors, wie unterschiedlich
groR3e Zellkerne, pathologische Kernformen und eine Veranderung der Kern-
Zytoplasma-Beziehung (Bechtelsheimer et al., 2013), sowie histologische
Merkmale, wie eigenstandiges Wachstum, Infiltration des Nachbargewebes und
eine unscharfe Begrenzung (Addicks et al., 2013). In Abbildung 6 ist ein
Gewebeschnitt eines invasiven Platenepithelkarzinoms der Stimmlippe

dargestellt.
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Der Vorgang der Infiltration Iasst sich, falls dies histopathologisch nicht eindeutig
moglich ist, beispielsweise mit Hilfe einer immunhistochemischen Farbung von
Laminin 5 nachweisen. Der Nachweis eines diskontinuierlichen Musters des in
der Basalmembran vorkommenden Glykoproteins deutet auf eine nicht intakte
Basalmembran hin (Rahman et al.,, 2013). Des Weiteren lassen sich
Unterschiede der Morphologie des Zellkerns von gesundem zu kanzerdsem
Plattenepithel nachweisen (Namyslowski et al., 2004; Scierski et al., 2003).

1.5.4 Symptomatik

Das klinische Hauptsymptom, das auf ein glottisches Larynxkarzinom hindeutet,
ist Heiserkeit, seltener treten Atemnot, Halsschmerzen und Schluckstérungen auf
(Raitiola und Pukander, 2000).

1.5.5 Risikofaktoren
Unumestrittene atiologische Faktoren fir die Entstehung eines Larynxkarzinoms
sind vor allem Nikotinabusus und Alkoholmissbrauch (Vassileiou et al., 2012).

Auch schon das passive Einatmen von Zigarettenrauch kann als
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pradisponierender Faktor angesehen werden (Mallis et al., 2011). Weitere
Risikofaktoren seien das Trinken von Kaffee (Chen und Long, 2014) sowie ein
mafiger Einfluss von Asbest-Belastung (Ramroth et al., 2011). So ist das
Larynxkarzinom in Deutschland eine anerkannte, asbestverursachte
Berufskrankheit (Arendt et al., 2013).

Auch kann ionisierende Strahlung, wie zum Beispiel nach der
Nuklearkatastrophe in Chernobyl (Antoniv et al., 2017) oder nach
vorausgegangener Radiotherapie (Van der Laan et al., 1995; Weichselbaum et
al., 1991) ein Risikofaktor fur die Entstehung eines Larynxkarzinoms sein.
Kontrovers diskutiert wird, ob laryngopharyngealer Reflux die Entstehung eines
Karzinoms beglnstigt (Tae et al, 2011) oder moglicherweise der
Zusammenhang zwischen Tabak- und Alkoholkonsum einen verfalschenden
Einfluss auf die eigentliche Relation von Reflux und der Karzinogenese hat
(Coca-Pelaz et al., 2013). Der Einfluss von Humanen Papillomaviren scheint bei
der Karzinogenese des Larynxkarzinoms eine untergeordnete Rolle zu spielen
(Gheit et al., 2014; Li et al., 2013).

1.5.6 Einteilung

Anhand des Differenzierungsgrades der Epithelzellen des Karzinoms erfolgt das
Grading von Larynxkarzinomen. Es kann zwischen einem gut, m&Rig oder gering
differenzierten plattenepithelialen Karzinom unterschieden werden (Naggar et al.,
2017).

Ein gut differenziertes Karzinom ist gesundem Plattenepithel &hnlich, im mafig
differenzierten Karzinom lassen sich Kernpleomorphismen und mitotische
Figuren finden, wohingegen die Zellen des wenig differenzierten Karzinoms

unreifen Keratinozyten ahneln (Bonhin et al., 2014).

1.5.7 Therapie

Mittels der TNM-Klassifikation wird das Larynxkarzinom anhand von
TumorgroRe, regiondrem Lymphknotenbefall und Fernmetastasen von der
,Union for International Cancer Control“ in verschiedene Stadien eingeteilt
(Brierley et al., 2016).

Die Therapie wird je nach Stadium individuell und interdisziplinar von Patient zu

Patient entschieden. Operative Tumorresektionen kdnnen beispielsweise tber

12



eine mikroskopische, laserchirurgische Tumorresektion, eine
Kehlkopfteilresektion von aul3en oder eine totale Laryngektomie durchgefiihrt
werden. Zudem hat die Strahlentherapie sowohl als alleinige primére Radiatio als
auch als adjuvante Radiatio einen festen Bestandteil in der Therapie des

Larynxkarzinoms (Leitlinienprogramm Onkologie et al., 2018).

1.6 Raman-Spektroskopie

1.6.1 Historie

Die Entdeckung der Raman-Streuung geht auf Sir C. V. Raman und Sir K. S.
Krishnan im Jahre 1928 zurlick, die von ihnen erstmals anhand der
Durchleuchtung von Flissigkeiten nachgewiesen wurde (Raman und Krishnan,
1928). Fur die Dokumentation dieser Streuung und den damit assoziierten
Forschungsergebnissen erhielt Raman 1930 den Nobelpreis im Fach Physik
(Loader, 1970). Die theoretischen Grundlagen hierfir legte der dsterreichische
Physiker Adolf Smekal, der den Effekt bereits 1923 voraussagte (Smekal, 1923).

1.6.2 Physikalischer Hintergrund

Die Raman-Spektroskopie bezieht sich auf den physikalischen Effekt, den Licht
beim Durchdringen von Materie auf dessen Bestandteile austibt. Dabei kénnen
mehrere Effekte eintreten. Zum einen kann eine Interaktion der zu
untersuchenden Materie mit den Photonen ausbleiben oder das Licht kann
partiell oder vollstdndig absorbiert werden. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Streuung des Lichtes an den Molekllen der Materie (Smith und Dent, 2005).
Grundsatzlich existieren mehrere Arten der Streuung, zum Beispiel die elastische
Streuung, auch Rayleigh-Streuung genannt, bei der die eintretenden und die
gestreuten Photonen gleich viel Energie besitzen (Strutt, 1871), wahrend sich bei
der unelastischen Raman-Streuung, auch Stokes- und Anti-Stokes-Streuung
genannt, das Energieniveau der Photonen andert (Kneipp et al., 2007).

Beim Raman-Effekt interagieren die Photonen mit Bindungen des mit einem
Laser bestrahlten Materials. Die entsprechende Bindung wird dabei in einen
anderen Schwingungszustand versetzt, es wird Energie vom Molekll auf das
einstrahlende Photon oder vom einstrahlenden Photon auf das Molekil
Ubertragen (Gilson und Hendra, 1970). Die dabei entstehende Energiedifferenz

drickt sich durch eine Veranderung der Wellenlange des einstrahlenden im
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Verhéltnis zum gestreuten Photon aus (Crow et al., 2003). Auf diese Weise
konnen durch das aufgezeichnete Spektrum bindungs- beziehungsweise
molekilspezifische Maxima dokumentiert werden (Talari et al., 2015). Das
Raman-Spektrum ist damit abhangig von der molekularen Zusammensetzung
des zu untersuchenden Stoffes beziehungsweise des zu untersuchenden
Gewebes. Da sich die Veranderung der Wellenlange umgekehrt proportional zur
Wellenzahl verhalt, wird die Verschiebung des Spektrums mit der Einheit cm*
skaliert (Colthup, 2012).

1.6.3 Technik

In der Regel wird im Raman-Spektroskop ein monochromatischer Laser als
Lichtquelle genutzt. Das gestreute Licht wird mithilfe mehrerer Monochromatoren
und Filter in ein Spektrum aufgefachert und mittels CCD-Sensoren (Sensoren mit
ladungsgekoppelten Elementen) registriert und aufgezeichnet (Smith und Dent,
2005). In den meisten Féllen werden die Spektroskope durch ein Mikroskop
erganzt, um bestimmte Bereiche in der zu untersuchenden Probe zu fokussieren.
In Abbildung 7 ist der Aufbau des verwendeten Raman-Spektroskops

schematisch dargestellt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des verwendeten Raman-Spektroskops
Die Skizze veranschaulicht den Aufbau eines Raman-Spektroskops mit den
Modulen des Mikroskops, der Kamera, des Lasers sowie des Spektrometers (mit
freundlicher Genehmigung der CellTool GmbH).

1.6.4 Anwendung

Die Raman-Spektroskopie findet viele Anwendungsbereiche in der Wissenschatft,
beginnend mit der Untersuchung von anorganischen Stoffen und Mineralien
(Wang et al., 1994), der Identifikation von Polymeren (Chalmers und Griffiths,
2002) sowie der Untersuchung von biologischem Material (Gremlich und Yan,
2000).

Neuere Studien zeigen, dass es in Abhangigkeit des gewahlten Zielvolumens
moglich ist, einzelne Zellen und auch einzelne Zellkompartimente zu
untersuchen. So kann mithilfe der Informationen aus der Raman-Spektroskopie
auf die molekularbiologische Zusammensetzungen der Zelle geschlossen
werden, die einen ,fingerprint® (Ellis und Goodacre, 2006) der jeweiligen Zelle
ergeben. Diesen ,Fingerabdruck® kann man nutzen, um verschiedene Zellen wie
zum Beispiel Bakterien zu identifizieren (Xie et al.,, 2005) oder den
Differenzierungsgrad von Stammzellen zu bestimmen (llin et al., 2015).
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Auch in der Onkologie konnten schon Forschungsergebnisse mithilfe der Raman-
Spektroskopie erzielt werden. So konnte zwischen benignen und malignen
Formen des Prostatakarzinoms unterschieden werden (Magalhaes et al., 2018)
oder aus Feinnadelbiopsien gewonnene Zellen Subtypen von Schilddrisenkrebs
zugeordnet werden (O'Dea et al., 2018). Auch im Kopf- und Halsbereich konnten
Forschungsgruppen zwischen gesundem und kanzerdsem Gewebe
diskriminieren (Cals et al., 2018; Hoesli et al., 2017; Holler et al., 2017).

1.7 Zielsetzung

Derzeit werden Leukoplakien der Stimmlippe unter Berlcksichtigung
histomorphologischer Kriterien klassifiziert. Entsprechend dieser Klassifikation in
Anlehnung des Grades der Dysplasie wird die Radikalitdt der Therapie
angepasst. Es besteht zwar eine prognostische Korrelation zwischen dem
Schweregrad der Dysplasie und der Entstehung eines invasiven
Plattenepithelkarzinoms im Verlauf, jedoch ist diese Korrelation in vielen Fallen
nicht verlasslich.

Daraus resultiert praktisch, dass einige Patienten Untertherapien und einige
Ubertherapien erfahren. Speziell an der Stimmlippe bewirken nur wenige
Millimeter grolRere Resektionen eine erhebliche Einschrankung der
Stimmfunktion, wohingegen zu kleine Resektionen in eine schlechtere
onkologische Prognose minden.

Winschenswert ware eine Klassifikation, welche mit einer héheren Korrelation
die Entstehung eines invasiven Plattenepithelkarzinoms vorhersagen konnte,
woraus sich gegebenenfalls therapeutische Konsequenzen ableiten lassen.
Aktuell verfugbare histopathologische Klassifikationen koénnen bislang nur
eingeschréankt als therapeutischer Marker eingesetzt werden.

Die Raman-Spektroskopie lasst auf biomolekulare Eigenschaften des Gewebes
schlief3en, was einen Ansatz darstellen kann, entsprechende Veranderungen der
Stimmlippe zu klassifizieren.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu evaluieren, ob mithilfe von Spektraldaten der
Raman-Spektroskopie Gewebeproben der Stimmlippe nach Dysplasiegrad oder
klinischen Parametern, wie beispielsweise dem Risiko der Entstehung eines

invasiven Plattenepithelkarzinoms, klassifiziert werden konnen und ob das

16



Raman-Spektrum, zusatzlich zur Histomorphologie, als therapeutischer Marker
geeignet ist.
Dazu wurde ein retrospektives Studiendesign verwendet, um ein grof3es Kollektiv

und einen langen Nachbeobachtungszeitraum zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendetes Gewebe

Die vorliegende Studie wurde an entparaffinierten Gewebeproben durchgefihrt.
Die Gewebeproben wurden allesamt in der Klinik und Poliklinik fur Hals-, Nasen-
und Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen des
Universitatsklinikums ~ Wuarzburg im  Rahmen einer  Operation in
Allgemeinanasthesie entnommen und vom Pathologischen Institut aufbereitet
und begutachtet. Das verdachtige Gewebe der Stimmlippen wurde mithilfe eines
scharfen Doppell6ffels, Scherchen und in einigen Fallen auch mit einem CO2-
Laser entnommen und an die Pathologie verschickt. Daraufhin wurde dieses in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Tabelle 2 stellt die verwendeten
Gewebeproben nach Studiengruppe geordnet dar.

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Universitat Wirzburg genehmigt

(129/18). Es erfolgte eine schriftliche Aufklarung der Patienten.
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Tabelle 2: Liste verwendeter Gewebeproben mit histopathologischen Diagnosen des Patienten

Studien- . . .

nummer Histopathologische Diagnosen

1.1 Hyperparakeratose

1.2 Akanthose, Hyperparakeratose

1.3 Akanthose

1.4 Hyperkeratose

1.5 Hyperparakeratose, Hyperorthokeratose

1.6 Akanthose, Hyperorthokeratose

1.7 Hyperparakeratose

1.8 Akanthose, Hyperkeratose

1.9 Akanthose, Parakeratose, Hyperkeratose

1.10 Akanthose, Hyperparakeratose

1.1 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Parakeratose, Hyperkeratose

1.2 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Hyperkeratose

11.3 leichtgradige, verrukdse plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Hyperparakeratose

1.4 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie

1.5 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperparakeratose

11.6 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Dyskeratose, Parakeratose, Hyperkeratose

1.7 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Dyskeratose, Akanthose, Hyperparakeratose,
Hyperorthokeratose

11.8 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie

1.9 leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie

11.10 Ieichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperkeratose

1.1 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Parakeratose, Orthokeratose

1.2 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperparakeratose

1.3 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Hyperkeratose

1.4 méaRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Hyperparakeratose

1Il.5 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose Hyperorthokeratose

1.6 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie,
Akantholyse, Akanthose, Hyperparakeratose, Orthokeratose

.7 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Akanthose, Hyperparakeratose

1.8 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie,
Parakeratose

111.9 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperparakeratose

111.10 maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperparakeratose

V.1 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie,

V.2 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie,
Hyperorthokeratose

V.3 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, méaRiggradige plattenepitheliale Dysplasie

V.4 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie,
Akanthose, Hyperkeratose

V.5 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie

V.6 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie

V.7 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie,
leichtgradige plattenepitheliale Dysplasie, Hyperparakeratose

V.8 schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale Dysplasie,
Hyperparakeratose, Hyperorthokeratose

V.9 Carcinoma in situ, schwergradige plattenepitheliale Dysplasie, maRiggradige plattenepitheliale
Dysplasie, Hyperparakeratose

V.10 Carcinoma in situ

V.1 invasives plattenepitheliales Karzinom (maRig differenziert, gering verhornt), leichtgradige
plattenepitheliale Dysplasie

V.2 invasives plattenepitheliales Karzinom, Carcinoma in situ

V.3 invasives plattenepitheliales Karzinom (gut differenziert, partiell verhornt), schwergradige
plattenepitheliale Dysplasie

V.4 invasives plattenepitheliales Karzinom (maRig differenziert, abortiv verhornt)

V.5 invasives plattenepitheliales Karzinom (mé&Rig differenziert, abortiv verhornt), Carcinoma in situ

V.6 invasives plattenepitheliales Karzinom (méRig differenziert, verhornt)

V.7 invasives plattenepitheliales Karzinom (gut differenziert, verhornt)

V.8 invasives plattenepitheliales Karzinom (wenig differenziert, nicht verhornt), Carcinoma in situ

V.9 invasives plattenepitheliales Karzinom (gut differenziert, verhornt)

V.10 invasives plattenepitheliales Karzinom (gut differenziert, verhornt)
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2.1.2 Gerate und Software

Tabelle 3: Liste verwendeter Gerate mit Hersteller

Gerat Hersteller
P ——§—§—§—§—m—m—§‘
Abzug Prutscher, Neudorfl [AT]
Kihlblock EG1150C Leica, Wetzlar [DE]
Manueller Objekttragerdrucker Vogel, Fernwald [DE]
VSP5001
Mikroskop Keyence BZ 9000 Keyence, Neu-Isenburg [DE]

Objekttragerschnelltrockner TDO66, | Medite, Burgdorf [DE]
37 °C; 60 °C

Raman Spektroskop BioRam® CellTool, Bernried [DE]
Schlittenmikrotom SM2010R Leica, Wetzlar [DE]
Timer TFA Dostmann, Wertheim-

Reicholzheim [DE]

Wasserbad Typ 1052 GFL, Burgwedel [DE]

Tabelle 4: Liste verwendeter Software mit Entwickler

Software Entwickler

Endnote X8.1 Thomson Reuters, Toronto [USA]
Keyence BZIl-Analyzer 2.1 Keyence, Neu-Isenburg [DE]
Keyence BZIl-Viewer 2.1 Keyence, Neu-Isenburg [DE]

Microsoft Office Excel 2010/2016 Microsoft Corporation, Redmond [USA]

Microsoft Office Word 2010/2016 Microsoft Corporation, Redmond [USA]

Microsoft Paint 2018 Microsoft Corporation, Redmond [USA]

The UnscramblerX 10.3 CAMO Software, Oslo [NO]
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 5: Liste verwendeter Chemikalien mit Hersteller

Chemikalie Hersteller

Isopropanol = 99,95 % Carl Roth, Karlsruhe [DE]

Entellan Merck, Darmstadt [DE]

Eosin, 1 % Morphisto, Frankfurt [DE]

Ethanol vergallt, = 99,8 % Carl Roth, Karlsruhe [DE]

Hamatoxylin sauer nach Mayer Morphisto, Frankfurt [DE]

VE-Wasser Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin, Wirzburg [DE]

Xylol > 98 % Carl Roth, Karlsruhe [DE]

2.1.4 Verbrauchs- und Labormaterialien

Tabelle 6: Liste verwendeter Verbrauchsmaterialien mit Hersteller

Verbrauchsmaterial Hersteller

Deckglaser 24x60 mm Menzel-Glaser, Braunschweig [DE]
Deckglaser 26x76 mm R. Langenbrinck, Emmendingen [DE]
Mikrotomklingen pfm medical, Koin [DE]

Objekttrager Polysine®Slides Menzel-Glaser, Braunschweig [DE]
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg [DE]
Préazisionswischtiicher Kimberly-Clark, Surrey [GB]
Securline lab marker I Aspen Surgical, Caledonia [USA]
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Tabelle 7: Liste verwendeter Labormaterialien mit Hersteller

Labormaterial Hersteller

Becherglaser Schott, Mainz [DE]
Borstenpinsel Sorte 613 F Pelikan, Hannover [DE]
Deckglaspinzette Hartenstein, Wirzburg [DE]

Drahtbtigel aus rostfreiem Edelstahl | Hartenstein, Wirzburg [DE]

Edelstahl-Farbeeinsatz mit Griff Hartenstein, Wirzburg [DE]

Farberahmen fur Objekttrager, Glas | Hartenstein, Wirzburg [DE]

Glaskivette Schott, Mainz [DE]
Haarpinsel Sorte 25 GroRRe 4/5 Pelikan, Hannover [DE]
Mikropipette Eppendorf, Hamburg [DE]
Pipettenspitzen Box neolLab, Heidelberg [DE]
Spruhflasche Hartenstein, Wurzburg [DE]
Trichter Hartenstein, Wurzburg [DE]

2.1.5 Angesetzte L6sungen

Tabelle 8: Liste verwendeter Losungen mit Komponenten und Mischungsverhaltnis

Loésung Komponenten
T ——
Ethanol, 50 % Ethanol vergallt, = 99,8 %,
gemischt mit VE-Wasser im Verhaltnis
1:1
Ethanol, 70 % Ethanol vergallt, 2 99,8 %,
gemischt mit VE-Wasser im Verhaltnis
2,33:1
Ethanol, 96 % Ethanol vergallt, = 99,8 %,
gemischt mit VE-Wasser im Verhaltnis
24:1
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2.2 Methoden

2.2.1 Auswahl der Gewebeproben

Die Identifikation der Praparate erfolgte Uber das Krankenhaus-
Informationssystem der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenkrankheiten, plastische und  &sthetische  Operationen  des
Universitatsklinikums Wiurzburg. Eingeschlossen wurden Patienten, die eine
Operation an dieser erhalten haben und eine erstmalige Biopsie oder auch
Exzisionsbiopsie einer Stimmlippe erhalten haben.

Die entsprechende Probebiopsie sollte dabei die erste Entnahme im Bereich der
Stimmlippen beim jeweiligen Patienten sein. Die so ausgewahlten Félle datierten
auf das Jahr 2013 und friher, mit dem Ziel, die Krankheitsgeschichte des
Patienten Gber mindestens funf Jahre beobachten zu kénnen.

Die verschiedenen Préaparate wurden aufgrund der pathologisch-histologischen
Begutachtung des Pathologischen Instituts der Universitat Wurzburg in die
Studiengruppen | bis V eingeteilt.

Gruppe | beinhaltet Praparate mit Leukoplakien ohne plattenepitheliale Dysplasie
oder invasives Karzinomwachstum.

Der Studiengruppe Il wurden Praparate mit einer leichtgradigen Dysplasie des
Plattenepithels zugeteilt, der Studiengruppe Il Gewebeproben mit
mafiggradigen Dysplasien und Studiengruppe IV Praparate mit schwergradigen
Dysplasien und das Carcinoma in situ.

Gruppe V schlief3t alle Proben mit invasiven, plattenepithelialen Karzinomen der
Stimmlippe als Erstdiagnose ein.

Alle verwendeten Gewebeproben sind in 2.1.1 tabellarisch aufgefuhrt.
Ausschlaggebend fur die Einteilung in die Gruppen | bis V war die - im Rahmen
des ersten Eingriffes - jeweils schwerwiegendste histopathologische Diagnose,
welche vom Pathologischen Institut der Universitdt Wirzburg gestellt wurde.
Wurden bei einem Probanden zum Beispiel innerhalb einer Probe oder in
verschiedenen Fraktionen der gleichen Probenentnahme sowohl leichtgradige
als auch maliggradige Dysplasien diagnostiziert, so erfolgte eine Zuordnung des

entsprechenden Probanden zur Studiengruppe Il (méRiggradige Dysplasien).
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2.2.2 Erhebung der klinischen Parameter

Die patientenbezogenen Daten, wie Alter und Geschlecht, wurden der
Dokumentation der jeweiligen Akten und des Krankenhaus-Informationssystems
der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und
asthetische Operationen des Universitatsklinikums Wirzburg entnommen.
Angaben zum Tabakkonsum und Nikotinabusus wurden bei Erstaufnahme
erfasst. Die Erhebung dieser Daten erfolgte jedoch nicht standardisiert.
Patienten, die Tabak konsumierten, wurden in Raucher, ehemalige Raucher,
keine Raucher und Patienten, zu denen keine Angaben vorlagen, kategorisiert.
Falls anamnestisch erfragt, wurden angesammelte pack years (Multiplikation der
pro Tag konsumierten Zigarettenpackungen mit der Anzahl der Jahre, in denen
Zigaretten konsumiert wurden) dokumentiert. Der Alkoholkonsum der Patienten
wurde unterteilt in regelmaRigen Alkoholkonsum (mindestens ein alkoholisches
Getrdnk pro Tag), ehemalig regelmafligen Alkoholkonsum, gelegentlichen
Alkoholkonsum, seltenen Alkoholkonsum sowie keinen Alkoholkonsum und
Patienten, zu denen keine Angaben vorlagen oder diese nicht angegeben
wurden.

Die Lokalisation der verdachtigen Schleimhautverdnderung im Larynx, die
Anzahl der operativen Eingriffe, der Beobachtungszeitraum (Dauer von
Erstvorstellung bis zur letzten dokumentierten Vorstellung) sowie die Zeitspanne
von Erstvorstellung bis zum histologischen Nachweis eines invasiven
Plattenepithelkarzinoms wurden ebenfalls den gegebenen Operationsberichten
und pathologischen Berichten im Krankenhaus-Informationssystem der Klinik
und Poliklinik for Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und

asthetische Operationen des Universitatsklinikums Wirzburg entnommen.

2.2.3 Herstellung der Paraffinschnitte

Zunachst wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben, die vom
Pathologischen Institut der Universitat Wirzburg bereitgestellt wurden, auf einem
Kuhlblock mit etwa -5° Celsius temperiert.

Fir die H&amatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Praparate 3,5 pm dick
geschnitten und mithilfe von Pinseln in ein Wasserbad aus VE-Wasser

(vollentsalztes Wasser) mit Zimmertemperatur Gbertragen. Anschlie3end wurden
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die Schnitte auf beschriftete Objekttrager lbertragen, um sie in einem
Wasserbad von 50° Celsius zu strecken.

Die Schnitte, die fur die Raman-Spektroskopie verwendet werden sollten, wurden
20 pm dick geschnitten, um spater nicht falschlicherweise das Spektrum des
Deckglases zu messen, sondern des dickeren Gewebeschnittes (Moerth, 2017).
Vorerst wurden die Schnitte nach dem Ubertragen in VE-Wasser mit
Zimmertemperatur auch auf beschichtete Objekttrager tbertragen, weil sich die
Schnitte beim direkten Ubertragen auf die dunnen Deckgldaser nicht mehr
ausreichend strecken lieRen. Im 50°C-Wasserbad wurden die Schnitte
letztendlich auf Deckglaser mit einer Starke von etwa 0,13 bis 0,16 mm
Ubertragen.

Alle Objekttrager wurden in entsprechende Halter Gberfuhrt und fur 24 Stunden
in einen Schnelltrockner bei ungefahr 40° Celsius gelagert, um die
Gewebeschnitte auf dem Objekttrager beziehungsweise dem Deckglas zu

fixieren.

2.2.4 Entparaffinieren der Gewebeschnitte

Als Vorbereitung der HE-Farbung und fir die Raman-Spektroskopie mussten die
Schnitte zuerst vom Paraffin befreit werden. Dazu wurden die mit den
Objekttragern und Deckglasern gefiillten Objekttragerhalter fur eine Stunde in
einen Schnelltrockner bei 60° Celsius gelagert, um das Paraffin zu schmelzen.
Daraufhin wurde das Paraffin flr jeweils zehn Minuten in zwei Xylol-Badern
(> 98 %) aus den Gewebeschnitten herausgeldst. Um die 3,5 um-Schnitte spater
farben und die 20 pm-Schnitte mithilfe des Raman-Spektroskops vermessen zu
kénnen, wurden diese in einer absteigenden Alkoholreihe (zweimal 96%iges,
70%iges und 50%iges Ethanol) durch dreimaliges Auf- und Abtauchen und
Schwenken in VE-Wasser rehydriert.

Im néchsten Schritt wurden die 20 pm-Schnitte zum Trocknen Uber Nacht im
Schnelltrockner bei ungefahr 40° Celsius gelagert.

2.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Um sich in den Praparaten orientieren zu kénnen, wurde die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung gewahlt, eine der am meisten genutzten Farbemethoden in der

Diagnostik der anatomischen Pathologie (Feldman und Wolfe, 2014). Diese
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Farbung wurde auch vom Pathologischen Institut der Universitat Wirzburg zur
Diagnostik der verschiedenen Dysplasiegrade und Karzinome verwendet.

Die 3,5 pm-Schnitte wurden hierfur sechs Minuten in ,Hamatoxylin sauer nach
Mayer“ gegeben, unter schwach fliekendem VE-Wasser ausgewaschen und fur
funf Minuten unter warmem Leitungswasser gespult, um den pH-Wert wieder zu
erhohen. Dabei farbt sich der Farbstoff Hamalaun, der sich an basophile
Strukturen, wie die DNA in den Zellkernen, anlagert, blau (Cardiff et al., 2014).
Als Gegenfarbung wurden die Schnitte wiederum sechs Minuten in 1%iges Eosin
Uberfuhrt und wieder unter schwach flieBendem VE-Wasser ausgewaschen. Der
rote Farbstoff lagert sich in eosinophile Strukturen wie dem Zytoplasma oder
Kollagen ein (Chan, 2014).

Nun mussten die Schnitte wieder entwassert werden. Dies geschah durch
zweimaliges Auf- und Abtauchen in 70%igem Ethanol und einer zweiminitigen
Lagerung in 96%igem Ethanol. Daraufhin wurden die Schnitte fur jeweils zwel
mal funf Minuten in Isopropanol (= 99,95 %) und Xylol (> 98 %) getaucht.

Nach Abschluss des letzten Xylol-Bades wurden die Objekttrager mithilfe einer
Pinzette aus dem Bad entnommen, der Schnitt mit einem Tropfen Entellan
betraufelt und mit einem Deckglas eingedeckt. Um das restliche Xylol
ausdampfen zu lassen, wurden die Objekttrager Uber Nacht im Abzug stehen

gelassen.

2.2.6  Durchlichtmikroskopie der HE-Praparate

Die HE-gefarbten Gewebeschnitte wurden mit einem Lichtmikroskop in
VergroRerungen vom Faktor zwei bis 40 begutachtet. Die Befunde des
Pathologischen Instituts wurden nachvollzogen und entsprechende Bereiche
fotografiert und dokumentiert, um sie spater auf den entsprechenden
20 um-Schnitten fur die Raman-Spektroskopie zu identifizieren. Es wurde
insbesondere versucht, die Position von Atypien, wie zum Beispiel Mitosen in den
oberen Zellschichten oder Apoptosefiguren, des pathologisch veranderten
Epithels aufzusuchen und fur die spateren Messungen am Raman-Spektroskop

vorzumerken.
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2.2.7 Messungen am Raman-Spektroskop

Das Raman-Spektroskop (BioRam®, Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin) musste vor jeder Benutzung kalibriert werden, um die
Ergebnisse verschiedener Messtage vergleichen zu kdnnen und sicherzustellen,
dass das Gerat richtig und konstant arbeitet. Dies geschah mithilfe eines Silikat-
Kristalls, der ein charakteristisches Intensitatsmaximum im Raman-Spektrum bei
520 cm besitzt. Die Differenz zu diesem Maximum, verglichen mit dem
Maximum der aktuellen Messreihe, kann beim Auswerten der Daten
miteinbezogen werden. Fir die Kalibrierung wurde ein 60x-Objektiv verwendet,
gemessen wurde mit einer Belichtungszeit von einer Sekunde, in der 10 einzelne
Messungen vorgenommen wurden. Der Fokus wurde so lange verandert bis das
Maximum des Silikats seinen héchsten Ausschlag hatte und die Wellenzahl des

entsprechenden Intensitatsmaximums notiert (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Kalibrieren des Raman-Spektroskops
Das Raman-Spektroskop wurde vor jedem Messtag mit den zuvor beschriebenen
Einstellungen kalibriert. An diesem Tag lag das Maximum des Silikats bei einer
Wellenléange von 517,2 cmtund 31.487 counts.

Damit die Messungen an den entsprechenden dysplastisch oder kanzerogen
veranderten Bereichen des Gewebes stattfanden, wurde das entsprechende

HE-gefarbte Praparat an einem separaten Lichtmikroskop aufgelegt. Durch
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paralleles Verschieben der Objekttrager und der Orientierung an
morphologischen Besonderheiten wurde die entsprechende Stelle lokalisiert und

vermessen (siehe Abbildung 9).

A b e

Abbildung 9: Orientierung in den Gewebeschnitten mit Lichtmikroskop und Raman-Spektroskop
Zu sehen ist das HE-gefarbte Praparat bei einer VergréRerung von 20, die
entsprechende Stelle wurde bei 20-facher VergréRerung am Raman-Spektroskop
ausgemacht und schlussendlich wurde bei gleicher Position auf das 60x-Objektiv
gewechselt.

Nachdem der zu untersuchende Gewebeabschnitt in der zweidimensionalen
Ebene identifiziert wurde, musste das Gewebe noch richtig fokussiert werden.
Dabei wurde der Abstand vom Objekttrager zum Objektiv beziehungsweise Laser
in der Z-Achse justiert, um nicht falschlicherweise das Spektrum des Deckglases
zu ermitteln. Dieser Messaufbau wurde im Wesentlichen im Rahmen der
Bachelorarbeit von Agnes Moerth entwickelt (Moerth, 2017).

Es wurden an allen Praparaten 20 Messungen, wenn mdoglich, im Epithel im
Abstand von funf bis 15 pm zur Basalmembran Richtung luminal durchgefihrt.
Bei einigen invasiven Karzinomen, bei denen keine Basalmembran ausmachbar
gewesen ist, wurde inmitten des karzinbsen Gewebes gemessen. Daruber
hinaus wurden alle Praparate mit 25 Messungen im mittleren Drittel des Epithels
vermessen (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: 20 Messpunkte nahe der Basalmembran und 25 Messpunkte im mittleren Drittel

des Epithels

Am oberen Bildrand ist sparlich Stoma zu sehen, darunter die Basalmembran,

am unteren Bildrand ist das Lumen zu sehen, dazwischen erstreckt sich das

Plattenepithel.

60x-
akkumulierte

wurden unter Verwendung eines

Messungen

Die

je drei

Es wurden

Wasserimmersionsobjektivs ausgefuhrt.

Messungen von zehn Sekunden durchgefuhrt. Verwendet wurde ein Laser mit

92 nm.
AbschlieRend wurden die Daten exportiert, um die Rohdaten zur weiteren

einer Wellenlange von 784

Auswertung in die Unscrambler-Software zu tberfihren.
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2.2.8 Auswertung

Zunachst wurden die spektralen Rohdaten in die Unscrambler-Software
uberfuhrt. In einem ersten Schritt wurden die spektralen Rohdaten in einem Line-
Plot dargestellt. Hier wurde Uberpruft, ob die Daten passend zu den Messungen
im biologischen Material sind und nicht ein typisches Glas-Spektrum vorliegt.

In der weiteren Auswertung wurde sich auf den Wellenzahlenbereich von 1800
bis 500 cm konzentriert. In diesem Bereich der Wellenzahlen befinden sich
biologisch relevante Informationen (Movasaghi et al., 2007).

Es wurden Mittelwertspektren fur die einzelnen Proben jeweils fir die basalen
und mittigen Messungen erstellt. Des Weiteren wurden Mittelwertspektren in
Abhangigkeit von der histologischen Diagnose erstellt. Die Mittelwertspektren in
Abhangigkeit von der histologischen Diagnose wurden auf sichtbare Differenzen
analysiert und den flur die jeweilige Wellenzahl charakteristischen chemischen
Verbindungen zugeordnet.

In der weiteren Analyse erfolgte die multivariate Datenanalyse anhand einer
Hauptkomponentenanalyse. Mithilfe dieser Methodik wird ein komplexer
Datensatz vereinfacht dargestellt und Unterschiede des Datensatzes durch die
Hauptkomponenten beschrieben. Es sind die Hauptkomponenten eins bis sieben
in das Modell eingeflossen. Die so berechneten Scores-Plots wurden in
Abhangigkeit von verschiedenen Variablen (histologische Diagnose, klinische
Prognose, wusw.) und den verschiedenen Hauptkomponenten auf
Clusterbildungen analysiert.

Die weitergehende statistische Evaluation wurde unter Zuhilfenahme einer
linearen Diskriminanzanalyse unter Verwendung mit dem im mittleren Epithel
ermittelten  Spektren  durchgefuhrt. Hierzu wurde ein  Modell mit
probenspezifischen Mittelwerten erstellt. Die lineare Diskriminanzanalyse
erfolgte anhand der ersten bis siebten Hauptkomponente. Ein weiteres Modell
der linearen Diskriminanzanalyse erfolgte mit den Originalspektren im
Wellenzahlenbereich von 1650 bis 655 cm™. Die Validitat der Modelle wurde
anhand folgender Parameter Uberprift: Spezifitdt, Sensitivitdt, Genauigkeit,
,Matthews correlation coefficient’, Fehler und Bestandigkeit. Entsprechende
Formeln sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.
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Die Auswertung wurde mit Unterstitzung durch Dr. med. Till Meyer und Dr. Maria

Steinke durchgefihrt.

Tabelle 9: Formeln der errechneten Parameter der linearen Diskriminanzanalyse
Die Tabelle stellt jeweils die errechneten Variablen dar, TP entspricht richtig positiven
Ergebnissen, TN richtig negativen Ergebnissen, FP falsch positiven Ergebnissen und
FN falsch negativen Ergebnissen.

Parameter Formel
e —
o TN
Spezifitat Sp =
TN + FP
Sensitivitat Go= 1N
TP + FN
Genauigkeit G = TP+TN
TP +TN + FP + FN
,Matthews correlation vee TP X TN — FP X FN
coefficient* J(TP + FN) x (TP + FP) X (TN + FP) X (TN + FN)
Fehler po_tP
FP +FN
Bestandigkeit po2xG=F
146 —F|
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3. Ergebnisse

3.1 Epidemiologische Auswertung

3.1.1 Epidemiologische Daten des Patientenkollektives

Veréanderungen der Stimmlippe des Patientenstamms wurden zum ersten Mal in
einem mittleren Alter von 63,76 Jahren diagnostiziert (SD=11,94).
Plattenepithelkarzinome der Stimmlippe als Erstdiagnose ohne vorherige
Probeentnahme wurden in einem mittleren Alter von 70,6 Jahren (SD=11,73)
festgestellt. Es waren mehr Manner als Frauen betroffen, das Verhaltnis betrug
ungefahr 6:1. In der Studiengruppe der Plattenepithelkarzinome waren alle

Patienten mannlich.

3.1.2 Suchtmittelanamnestik

Bei Erstvorstellung in der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenkrankheiten, plastische und  &asthetische  Operationen des
Universitatsklinikums Wurzburg werden Patienten auf die Risikofaktoren Alkohol-
und Nikotinabusus befragt.

In Abbildung 11 ist der Tabakkonsum der verschiedenen Studiengruppen
dargestellt. 56 % der Patienten waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einer
plattenepithelialen Veréanderung der Stimmlippe aktive Raucher, 26 % der
Patienten waren ehemalige Raucher. Somit kann bei 82 % der Patienten ein
bestehender oder ehemaliger Tabakkonsum festgestellt werden. Bei drei

Patienten lagen keine Angaben zum Rauchverhalten vor.
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Abbildung 11: Tabakkonsum geordnet nach Studiengruppe
Anhand der Anamnesen bei Erstaufnahme wurde erfasst, ob die Patienten Tabak
konsumieren. Es wurde kategorisiert in Raucher, ehemalige Raucher, keine
Raucher und Patienten, zu denen keine Angaben vorlagen. Die verschiedenen
Studiengruppen an der x-Achse sind der Anzahl der Patienten an der y-Achse
gegenibergestellt.

In Abbildung 12 sind die durchschnittlichen pack year-Angaben der Raucher
veranschaulicht. Uber alle Gruppen hinweg waren durchschnittlich 40,13 pack
years zu verzeichnen, wobei bei vier Patienten keine genauen Angaben

hinsichtlich der pack years dokumentiert wurden.
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Abbildung 12: Nikotinabusus in py geordnet nach Studiengruppe mit Standardabweichung
Dargestellt sind die durchschnittlichen py-Angaben der Raucher aus den
jeweiligen Studiengruppen, sofern diese angegeben wurden. Eine standardisierte
Anamneseerhebung der angesammelten py erfolgte nicht. Die verschiedenen
Studiengruppen an der x-Achse sind den angesammelten pack years an der
y-Achse gegeniibergestellt. Die eingefugten Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung.

In Abbildung 13 ist der Alkoholkonsum der Patienten veranschaulicht. Insgesamt
war bei 20 % der Patienten ein regelmafiiger Alkoholkonsum (mindestens ein
alkoholisches Getrank pro Tag) dokumentiert, bei einem Patienten ein ehemals
regelmaniger Alkoholkonsum. Bei dem Grof3teil der Patienten (48 %) bestand ein

gelegentlicher Alkoholkonsum.
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Abbildung 13: Alkoholkonsum geordnet nach Studiengruppe
Anhand der Anamnesen bei Erstaufnahme wurde erfasst, ob die Patienten
Alkohol konsumieren. Es wurde unterteilt in regelmafRigen Alkoholkonsum
(mindestens ein alkoholisches Getrank pro Tag), ehemalig regelmaRigen
Alkoholkonsum, gelegentlichen Alkoholkonsum, seltenen Alkoholkonsum sowie
kein Alkoholkonsum und Patienten, zu denen keine Angaben vorlagen oder diese
nicht angegeben wurden. Eine standardisierte Anamneseerhebung des
Alkoholkonsums erfolgte nicht. Die verschiedenen Studiengruppen an der
x-Achse sind der Anzahl der Patienten an der y-Achse gegenilbergestellt.

3.1.3 Kilinische Daten zu Veranderungen der Stimmlippen

Bei 82 % der Patienten war Dysphonie der Grund der Vorstellung und somit
Hauptsymptom. Weitere Symptome waren rezidivierender Husten und Dyspnoe.
Bei drei Patienten lagen keine dokumentierten Symptome bei Erstvorstellung vor.
Hier war die Leukoplakie im Rahmen einer HNO-éarztlichen Untersuchung
aufgrund eines anderen Vorstellungsgrundes aufgefallen.

Die Veranderungen der Stimmlippe wurden im OP-Bericht anhand des
ICD-0-3-Codes verschiedenen Regionen zugeordnet. Am haufigsten waren
vorderes, mittleres oder das hintere Stimmlippendrittel betroffen, weniger haufig
die vordere sowie hintere Kommissur. Neben der Glottis waren Areale wie die
subglottische Region, Taschenfalten, der Sinus morgagni und die interarytenoide
Region betroffen. Entsprechende Lokalisationen der suspekten Veranderungen

mit prozentualer Verteilung sind in Tabelle 10 aufgelistet.
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Tabelle 10: Lokalisationen der verdachtigen Veranderungen
Bei der Probeentnahme wurden die entsprechend verdéachtigen Veranderungen der
Stimmlippe lokalisiert. Es ist eine Mehrfachnennung moglich gewesen, wenn sich
mehrere Veranderungen auf einer Stimmlippe befanden oder beide Stimmlippen
betroffen waren.

Lokalisation Anzahl des Areals, in welcher eine

verdachtige Schleimhautveranderung

vorlag (prozentualer Anteil)

vorderes Stimmlippendrittel | 50 (35 %)
mittleres Stimmlippendrittel | 40 (28 %)
hinteres Stimmlippendrittel 23 (16 %)

vordere Kommissur 9 (6 %)
subglottische Region 7 (5 %)
Taschenfalte 5 (3 %)
hintere Kommissur 4 (3 %)
Sinus morgagni 3 (2 %)
Interarytenoidregion 2 (1 %)
Trachea 11 %)

In 54 % der Falle waren die Veranderungen unilateral, betrafen also nur eine
Stimmlippe. 15 Schleimhautveranderungen waren auf der rechten Stimmlippe,
zwolf auf der linken Stimmlippe zu objektivieren. In 46 % der Patientenfélle waren
die Veranderungen auf beiden Stimmlippen sichtbar oder Uberschritten die
Mittellinie der vorderen oder hinteren Kommissur.

In Abbildung 14 ist der durchschnittliche Beobachtungszeitraum der Patienten
dargestellt. Als Beobachtungszeitraum wurde der Zeitraum zwischen erster
Vorstellung und letzter dokumentierter Vorstellung gewertet. Leichtgradige
Dysplasien und Leukoplakien ohne Dysplasien wurden im Schnitt am kiirzesten
beobachtet, wohingegen maRiggradige Dysplasien am langsten beobachtet

wurden.
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Abbildung 14: Durchschnittlicher Beobachtungszeitraum geordnet nach Studiengruppe mit
Standardabweichung
Dargestellt ist der durchschnittliche Beobachtungszeitraum der verschiedenen
Studiengruppen von Erstvorstellung bis zur letzten Vorstellung des Patienten. Die
verschiedenen Studiengruppen an der x-Achse sind dem Zeitraum in Monaten an
der y-Achse gegentibergestellt, in welchem die Patienten an
Nachuntersuchungen der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen des
Universitatsklinikums Wirzburg bezlglich der initial diagnostizierten
Schleimhautveranderung der Stimmlippe teilnahmen. Die eingefligten
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

Auffallig ist, dass schwergradige Dysplasien und Plattenepithelkarzinome im
Mittel kiirzer als méaRiggradige Dysplasien beobachtet wurden. Im Schnitt fanden
jedoch innerhalb dieses Zeitraumes mehr operative Eingriffe statt, was in
Abbildung 15 zu sehen ist.
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Abbildung 15: Anzahl der durchschnittlichen operativen Eingriffe nach Studiengruppe geordnet
mit Standardabweichung
Beriicksichtigt wurden alle operativen Eingriffe der Klinik und Poliklinik fur Hals-,
Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen des
Universitatsklinikums Wiurzburg, die in lokalem und thematischem
Zusammenhang mit der Stimmlippe standen. Die verschiedenen Studiengruppen
an der x-Achse sind der Anzahl der operativen Eingriffe an der y-Achse
gegentbergestellt. Die eingeflgten Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung.

Aus Studiengruppe Il entwickelte sich bei einem Patienten ein invasives
Plattenepithelkarzinom (10 %), aus Studiengruppe Il bei drei Patienten (30 %)
und bei Studiengruppe IV bei funf Patienten (50 %). In der Studiengruppe |
entwickelten sich keine invasiven Karzinome im follow-up. In Abbildung 16 ist die
durchschnittliche Zeit bis zum histologischen Nachweis eines invasiven
plattenepithelialen Karzinoms der Stimmlippe dargestellt. Es lasst sich vor allem
beobachten, dass der Zeitraum, in welchem sich die Karzinome, die aus einer
schwergradigen Dysplasie oder einem Carcinoma in situ hervorgegangen sind,

sehr viel kiirzer ist, als der der anderen Gruppen.
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Abbildung 16: Durchschnittliche Zeit von erster Vorstellung bis zum histologischen Nachweis

eines invasiven Plattenepithelkarzinoms mit Standardabweichung

Die verschiedenen Studiengruppen an der x-Achse sind dem durchschnittlichen
Zeitraum in Wochen an der y-Achse gegentibergestellt, in dem beim Patienten
ein invasives Plattenepithelkarzinom aufgetreten ist. Aus Studiengruppe |
entwickelte sich bei einem Patienten ein invasives Plattenepithelkarzinom des
Larynx, aus Studiengruppe Il bei drei Patienten und aus Studiengruppe IV bei
funf Patienten. Die eingefligten Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung.
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3.2 Histologische Auswertung der Praparate anhand von Beispielen
In diesem Kapitel sollen fur jede Studiengruppe exemplarisch die Begutachtung
und die histopathologischen Besonderheiten der Gewebeschnitte beschrieben

werden.

3.2.1 Leukoplakie ohne Dysplasien

Die Studiengruppe | umfasst Patienten mit einer Leukoplakie, wie in Kapitel 1.1
beschrieben, die keine dysplastischen Veranderungen des Epithels aufweist. In
Abbildung 17 ist ein histologischer Schnitt des Préparats |.7 dargestellt. Man
erkennt die typische, gesunde Schichtung eines mehrschichtigen Plattenepithels
mit kubischen Zellen im Stratum basale und immer flacher werdenden
Keratinozyten nach luminal (von rechts unten nach links oben). Unterhalb der
Basalmembran befindet sich aufgelockertes Stroma mit Bindegewebe,
Blutgefallen, sowie Nerven und LymphgefaRen. Das mehrschichtige
Plattenepithel weist hier eine Verhornungsstérung auf, die im histologischen
Schnitt eosinophil dem Epithel aufgelagert scheint. Aufgrund des
Vorhandenseins  pyknotischer Kerne spricht man hier von einer
Hyperparakeratose. Die Hornschicht hat sich bei der histologischen Aufbereitung

und Schnittfihrung zum Teil vom Epithel abgeldst.

it

Abbildung 17: Leukplakie ohne dysplastische Véranderung des Stimmlippenepithels (Praparat
1.7) der Stimmlippe mit Hyperparakeratose, HE-geférbt in 20-facher
VergréRerung
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3.2.2 Leichtgradige Dysplasie

Der abgebildete histologische Schnitt (Abbildung 18) stellt ein Praparat der
Studiengruppe 1l dar. Man erkennt von rechts unten nach links oben Stroma, die
Basalmembran, ein verdicktes Stratum basale mit Verdnderungen im unteren
Epitheldrittel, jedoch sich langsam abflachende Keratinozyten weiter luminal. Die
Verhornungsstérung der dem Plattenepithel aufgelagerten Zellen sind als
Hyperparakeratose zu werten. Die dysplastischen Veranderungen im unteren

Epitheldrittel umfassen starker basophil angefarbte Zellkerne sowie

unterschiedlich grof3e und geformte Kerne der Keratinozyten. Eine Schichtung

a" o Z o 27 £ S04 wﬁ;?‘ & i
ung 18: Leichtgradige Dysplasie des Stimmlippenepithels mit Hyperparakeratose

(Praparat 11.5) der Stimmlippe, HE-geféarbt in 20-facher VergrolZerung

Abbild
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3.2.3 Maliggradige Dysplasie

Das Praparat 111.3 weist, wie in Abbildung 19 zu sehen ist, Veranderungen des
Epithels bis ins mittlere Epitheldrittel auf und stellt somit eine malfiggradige
Dysplasie des Plattenepithels dar. Diese Praparate werden der Studiengruppe I
zugeordnet.

Im abfotografierten Schnitt ist die Verdnderung gegenuber gesundem
mehrschichtigen Plattenepithel besonders in der Mitte des Bildes deutlich. Dort
befinden sich veranderte Zellen, welche nicht dem abflachenden Prozess einer
gesunden Epithelschichtung folgen. Stattdessen sind die Epithelzellen bis in das

mittlere Epitheldrittel rundlicher und mit hyperchromem Zellkern charakterisiert.
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Abbildung 19: MaRiggradige Dysplasie des Stimmlippenepithels mit Hyperkeratose (Praparat
111.3) der Stimmlippe, HE-gefarbt in 20-facher VergréRerung

Zudem lassen sich bis in das mittlere Epitheldrittel unterschiedlich gro3e Zellen

finden, ohne vorhandene Polaritat. Im oberen Epitheldrittel, weiter nach luminal,

sind die Zellen wieder abgeflachter. Zudem ist hier eine Hyperkeratose im Sinne

einer aufgelagerten Hornschicht mit Korneozyten ohne Zellkern sichtbar.
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3.2.4 Schwergradige Dysplasie

Zu Studiengruppe IV gehorige Praparate sind schwergradige Dysplasien des
Plattenepithels sowie das Carcinoma in situ.

Die Epithelpolaritat scheint in dieser Aufnahme (Abbildung 20) aufgehoben. Es
ist keine Abflachung der Keratinozyten von basal nach luminal (links nach rechts)
erkennbar. Zudem ist das Epithel verdickt. Zellen sowie Zellkerne weisen
unterschiedliche Grof3en auf. Man erkennt keine Ordnung der Zellen, sie
scheinen desorganisiert. Eine Infiltration des Stromas mit einem Durchbruch der
Basalmembran (linker Bildrand) durch Keratinozyten ist nicht zu erkennen.

Vereinzelt sieht man sich teilende Zellen, sowie Apoptosefiguren.

Abbildung 20: Schwergradige Dysplasie des Stimmlippenepithels ohne Keratosen (Praparat
IV.5) der Stimmlippe, HE-gefarbt in 20-facher VergréRerung

Die Veranderungen, die fur das Praparat IV.5 zuvor beschrieben wurden, sind
Uber die gesamte Epithelbreite hinweg zu erkennen. Sie erstrecken sich vom
unteren bis ins obere Epitheldrittel. Eine Keratose des Stimmlippenepithels ist
hier nicht zu beobachten.
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3.2.5 Invasives Plattenepithelkarzinom

Praparat V.8 stellt beispielhaft Studiengruppe V dar. In zu dieser Studiengruppe
gehdrigen histologischen Schnitten befinden sich das Stroma infiltrierende und
die Basalmembran Uberschreitende Epithelzellen.

In diesem Foto (Abbildung 21) ist der Ausschnitt eines invasiven
Plattenepithelkarzinoms dargestellt.
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Abbildung 21: Invasives, wenig differenziertes, nicht verhorntes Plattenepithelkarzinom
(Praparat V.8) der Stimmlippe, HE-gefarbt in 20-facher Vergré3erung

Man erkennt unkoordiniert angeordnete, dicht aneinander liegende
Keratinozyten, die denen aus basalen Schichten eines gesunden
mehrschichtigen Plattenepithels dhneln. Der Tumor ist somit wenig differenziert.
Die Relation von Zytoplasma zu Kern liegt erheblich auf Seiten des Zellkerns.

Zum Teil erkennt man Tumorriesenzellen sowie zahlreiche atypische Mitosen.
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3.3 Analyse der Mittelwertspektren

Um einen Uberblick tber die spektralen Unterschiede der verschiedenen
Studiengruppen zu erhalten, wurden diagnosespezifische Mittelwertspektren fir
die basal und mittig durchgefihrten Messungen erstellt und visuell auf
Unterschiede an den prominenten peaks beurteilt. Die verschiedenen
Mittelwertspektren der Messpunkte in den basalen Epithelschichten und derer im
mittleren Epitheldrittel sind in Kapitel 3.3.1 und 3.3.2 dargestellt und beschrieben.
Anhand der Mittelwertspektren erkennt man bereits grobe Unterschiede der
Raman-Intensitaten an unterschiedlichen Wellenzahlen der Raman-Streuung.
Da sich das Mittelwertspektrum des Praparats 111.5 derartig von den anderen
Mittelwertspektren unterschied, wurde es aus allen folgenden Analysen und
Modellen ausgeschlossen. Auch in der folgenden Hauptkomponentenanalyse
und der linearen Diskriminanzanalyse wurde Praparat IlIl.5 als Ausreil3er

identifiziert und aus der Auswertung ausgeschlossen.

3.3.1 Mittelwertspektren der Messpunkte in den basalen Epithelschichten
In Abbildung 22 sind die Mittelwertspektren der basalen Messpunkte dargestellt.
Man erkennt Intensitatsunterschiede in einzelnen peaks der Studiengruppen. In
der Mittelwertspektren-Analyse der Messungen, welche in den basalen
Epithelschichten aufgenommen wurden, zeigen sich unterschiedliche
Intensitaten der Maxima, wie zum Beispiel bei der Wellenzahl 1437 cm-* oder
1003 cm™. Weitere gut sichtbare Unterschiede der verschiedenen Spektren
betreffen die Wellenzahlen 1653 cm, 1328 cm?, 1117 cm, 1084 cm™ und
950 cm™. In Tabelle 11 sind die den Wellenzahlen zugeordneten biologischen
Informationen der Raman-Spektroskopie aufgelistet. So unterscheiden sich die
verschiedenen Mittelwertspektren aufgrund der optischen Auswertung an der
Intensitat der Wellenzahlen, die auf Unterschiede der DNA-, Lipid- und

Aminosaure-Anteile in den einzelnen Gruppen hindeuten.
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Abbildung 22: Mittelwertspektren der Messungen in den basalen Epithelschichten in

Abhangigkeit der histologischen Diagnose

Dargestellt sind die Mittelwertspektren der basalen Messpunkte. Man erkennt den
Verlauf der Mittelwertspektren aufgetragen an der x-Achse die Wellenzahl der
Raman-Streuung in cm1, an der y-Achse die entsprechende Intensitat der

Streuung.

Tabelle 11: Visuelle, qualitative Analyse der Mittelwertspektren der Messpunkte in den basalen

Epithelschichten

In der Tabelle sind die entsprechenden Wellenzahlen dargestellt, an denen sich die
Mittelwertspektren der verschiedenen Studiengruppen unterscheiden. Die
Zuordnung erfolgte anhand der Publikation ,Raman Spectroscopy of Biological

Tissues“ (Movasaghi et al., 2007).

Wellenzahl in cm™? Zugeordnete molekularbiologische Information
1653 |Lpce

1437 Lipide

1328 DNA

1117 Glukose

1084 DNA

1003 Phenylalanin

950 Aminosauren
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Die unterschiedlichen peaks an der Wellenzahl 1328 cm, die fiir Bestandteile
der DNA charakteristisch ist, folgen in ihrer Intensitat abstufend von invasiven
Plattenepithelkarzinomen und schwergradigen Dysplasien tber mafig- und
leichtgradige Dysplasien bis hin zu dysplasiefreiem Plattenepithel.

Generell gibt es bei den unterschiedlichen peaks jedoch keine lineare Abfolge im
Sinne unterschiedlicher Intensitaten auf- oder absteigend von der dysplasiefreien
Gruppe Uuber die dysplastischen Veranderungen bis hin zur Gruppe der

Karzinome.

3.3.2 Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel

In Abbildung 23 sind die Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel aufgezeichnet. Es finden sich unter anderem unterschiedliche
Intensitaten an den Wellenzahlen 1652 cm™, 1437 cm™, 1328 cm™, 1084 cm™,
1053 cm?, 1003 cm™ und 729 cm™.

In Tabelle 12 sind die Wellenzahlen, in denen sich die Mittelwertspektren
unterscheiden, den biologischen Informationen der Raman-Spektroskopie
gegenubergestellt. Auch hier betreffen die optischen Unterschiede vor allem
molekularbiologische Informationen der DNA, von Lipiden, Aminosauren und
Proteinen.

Auch bei den Messpunkten im mittleren Epitheldrittel ist keine lineare Abfolge
nach Schwere der Dysplasie erkennbar
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Abbildung 23: Mittelwertspektren der Messungen im mittleren Epitheldrittel in Abh&éngigkeit der
histologischen Diagnose
Dargestellt sind die Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel.
Man erkennt den Verlauf der Mittelwertspektren aufgetragen an der x-Achse die
Wellenzahl der Raman-Streuung in cm-, an der y-Achse die entsprechende
Intensitat der Raman-Streuung.

Tabelle 12: Visuelle, qualitative Analyse der Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel
In der Tabelle sind die entsprechenden Wellenzahlen dargestellt, an denen sich die
Mittelwertspektren der verschiedenen Studiengruppen unterscheiden. Die
Zuordnung erfolgte anhand der Publikation ,Raman Spectroscopy of Biological
Tissues“ (Movasaghi et al., 2007).

Wellenzahl in cmt Zugeordnete molekularbiologische Information
es2 . |Lpice

1437 Lipide

1328 DNA

1084 DNA

1053 Protein

1003 Phenylalanin

729 DNA
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3.4 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse erfolgte getrennt fur die Messungen in den

basalen Epithelschichten und denen im mittleren Epitheldrittel.

Es wurden Hauptkomponentenanalysen in Abhangigkeit verschiedener Kriterien

durchgefuhrt (beispielsweise in Abhangigkeit der histologischen Diagnose oder

der Progression zu einem invasiven Plattenepithelkarzinom).

Das Praparat 111.5 wurde, wie bereits erwahnt, als Ausreil3er identifiziert und aus

den weiteren Analysen ausgeschlossen.

Clusterbildung in den Scores-Plots zeigt eine Differenzierbarkeit der Daten

anhand der fur die Clusterbildung verantwortlichen Hauptkomponenten an.

Anhand der Loading-Plots werden die Wellenzahlen bestimmt, die einen

statistisch starken Einfluss auf die jeweilige Hauptkomponente haben.

3.4.1 Hauptkomponentenanalyse der Messungen in den basalen
Epithelschichten

3.4.1.1 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Praparats

In Abbildung 24 ist der Scores-Plot der Messpunkte in den basalen

Epithelschichten in Abhangigkeit der einzelnen Praparate zu sehen.

Die Messpunkte der einzelnen Préaparate bilden Cluster.
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Abbildung 24: Scores-Plot der Messpunkte in den basalen Epithelschichten nach Préaparat mit
erster und zweiter Hauptkomponente

Zu sehen sind alle Praparate, die Praparate 1 bis 10 gehéren zur Gruppe der
leichtgradigen Dysplasien, die Praparate 11 bis 20 zu der Gruppe der
mafiggradigen Dysplasien, 21 bis 30 zu der Gruppe der schwergradigen
Dysplasien, 31 bis 40 zu der Gruppe des dysplasiefreien Plattenepithels und die
Préaparate 41 bis 50 gehoéren zu der Gruppe der invasiven Plattenepithel-

karzinome.
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3.4.1.2

Bei

der

Diagnose

Abhangigkeit
dysplasiefreien Praparate (Studiengruppe 1) Cluster vornehmlich rechts oben,

Darstellung des Ergebnisses der

histologischen

Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der histologischen

Hauptkomponentenanalyse in
Diagnose (Abbildung 25) bilden die

leichtgradige und mafiggradige Dysplasien (Studiengruppe Il und I11) finden auch

grof3tenteils eine Anhaufung. Die schwergradigen Dysplasien (Studiengruppe 1V)

sowie die invasiven Plattenepithelkarzinome (Studiengruppe V) zeigen kein

eindeutiges Cluster. Zudem kommt ein Cluster, welches alle Studiengruppen

enthalt, nahe der Basis zur Darstellung.
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Abbildung 25: Scores-Plot der Messpunkte in den basalen Epithelschichten in Abhangigkeit der
histologischen Diagnose mit erster und zweiter Hauptkomponente

Bei der Darstellung der Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse im Scores-

Plot ist in den darauffolgenden Hauptkomponenten keine gute Clusterbildung in

Abhéangigkeit der histologischen Diagnose zu erkennen. Beispielsweise ist dies

anhand der Scores-Plots fur die Hauptkomponenten zwei bis vier in Abbildung

26 und Abbildung 27 dargestellt. Sowohl bei Gegenuberstellung der zweiten und

dritten Hauptkomponente, der dritten und vierten Komponenten als auch der
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hoheren Hauptkomponenten sind keine Cluster in Abhangigkeit der

histologischen Diagnose erkennbar.
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Abbildung 26: Scores-Plot der Messpunkte in den basalen Epithelschichten in Abh&ngigkeit der
histologischen Diagnose mit zweiter und dritter Hauptkomponente
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Abbildung 27: Scores-Plot der Messpunkte in den basalen Epithelschichten in Abhangigkeit der
histologischen Diagnose mit dritter und vierter Hauptkomponente
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Die Loading-Plots der Hauptkomponenten eins bis sieben weisen peaks auf,
insbesondere die erste Hauptkomponente bei den Wellenzahlen 1460 cm,
1423 cm™, 1130 cm?, 1043 cm ™t und 1003 cm™, in der zweiten Hauptkomponente
bei den Wellenzahlen 1450 cm, 1424 cm, 1400 cm, 1008 cm™* und 980 cm™
(Abbildung 28 und Abbildung 29).

Mit zunehmender Hauptkomponente sind keine klar definierten peaks mehr
abgrenzbar, was insbesondere fiir die Hauptkomponenten fiinf und sieben zutrifft
(siehe Abbildung 30 bis Abbildung 34). Zudem ergab sich fur die
Hauptkomponenten drei bis sieben im Scores-Plot in Abhangigkeit der
histologischen Diagnose keine Clusterbildung der verschiedenen Gruppen.
Daher sind die Loading-Plots der Hauptkomponenten drei bis sieben fur diese

Auswertung weniger relevant.
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X-variables (PC-1) {(42%)

Abbildung 28: Loading-Plot der 1. PC nach PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten kategorisiert nach histologischer Einteilung
Man kann aufgetragen an der x-Ache die Wellenzahlen in cm und an der
y-Achse den statistischen Einfluss, den die Wellenzahl auf die hauptsachlichen
Unterschiede in der ersten Hauptkomponente haben, ablesen. Die gré3ten
Ausschlage befinden sich bei den Wellenzahlen 1460 cm, 1423 cm?, 1130 cm™,
1043 cm?, 1003 cm™.
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Abbildung 29: Loadlng Plot der 2. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten
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Abbildung 31: Loadlng Plot der 4. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten
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Abbildung 33: Loading-Plot der 6. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten

Die Zuordnung der als relevant identifizierten peaks zu den biologischen
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Abbildung 30: Loadlng Plot der 3. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten
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Abbildung 32: Loading-Plot der 5. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten
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Abbildung 34: Loadlng Plot der 7. PC nach
PCA der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten

01

Informationen ist in Tabelle 13 zusammengefasst.

Hauptkomponente eins erklart statistisch gesehen 42 % der Unterschiede,

Hauptkomponente zwei 33 %.
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Tabelle 13: Peaks der Loading-plots der PCA der Messpunkte in den basalen Epithelschichten
In der Tabelle sind die entsprechenden Wellenzahlen der relevanten peaks der
Loading-Plots der ersten und zweiten Hauptkomponente dargestellt. Die Zuordnung
erfolgte anhand der Publikation ,Raman Spectroscopy of Biological Tissues*
(Movasaghi et al., 2007).

Wellenzahl in cm (PC) Zugeordnete molekularbiologische Information
1450 (PC 2) Lipide, Proteine, Kohlenhydrate

1424 (PC 2) DNA

1423 (PC 1) DNA

1400 (PC 2 Aminosauren

1130 (PC 1) Phospholipide

1043 (PC 1) Kohlenhydrate, Aminosauren

1008 (PC 2) Phenylalanin

1003 (PC 1) Phenylalanin

980 (PC 2) Proteine, Lipide

Die peaks der Loading-Plots sind charakteristisch fur Wellenzahlen, welche
spezifisch flir Bestandteile der DNA sind. Daruber hinaus erfolgte eine
Auftrennung der verschiedenen Gruppen anhand von Wellenzahlen, welche

Proteinen, Lipiden und Kohlenhydraten zugeordnet werden.

3.4.1.3 Hauptkomponentenanalyse in Abh&ngigkeit sonstiger Kriterien

Es wurde keine Clusterbildung in der Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit
der Variablen Nikotinabusus, Alkoholverhalten, Vorhandenseins eines gastro-
oesophagealen Refluxes, Geschlecht oder der Tumorgré3e anhand der TNM-
Klassifikation in der ersten und zweiten Hauptkomponente beobachtet. Auch
ergab sich keine Clusterbildung einer Hauptkomponentenanalyse nach dem Tag
der Aufbereitung der histologischen Schnitte (siehe Abbildung 35), dem Tag der
Messung am Raman-Spektroskop (siehe Abbildung 36) und dem Alter der
Praparate, sodass diese Faktoren als Messungenauigkeiten ausgeschlossen

werden konnten.
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Abbildung 35: Scores-Plot der basalen Messpunkte in Abhangigkeit des Datums der
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Aufbereitung der Paraffin-Schnitte mit erster und zweiter Hauptkomponente
Es ist keine Clusterbildung der verschiedenen Tage, an denen die Praparate
aufbereitet wurden, erkennbar.
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Abbildung 36: Scores-Plot der basalen Messpunkte in Abhéngigkeit des Datums der
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Messungen am Raman-Spektroskop mit erster und zweiter Hauptkomponente
Es ist keine Clusterbildung der verschiedenen Tage, an denen die Praparate
mithilfe des Raman-Spektroskops vermessen wurden, erkennbar.
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3.4.2 Hauptkomponentenanalyse der Messungen im mittleren Epitheldrittel
3.4.2.1 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Praparats

Es wurde eine Hauptkomponentenanalyse der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel in Abhangigkeit der einzelnen Praparate durchgefihrt.

Zu sehen ist in Abbildung 37, dass die Messpunkte der einzelnen Praparate
Gruppierungen bilden.
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Abbildung 37: Scores-Plot der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel nach Praparat
Es zeigen sich Cluster in Abhangigkeit der einzelnen Préaparate. Die Praparate 1
bis 10 gehoéren zu der Gruppe der leichtgradigen Dysplasien, die Praparate 11
bis 20 zu der Gruppe der maRiggradigen Dysplasien, 21 bis 30 zu der Gruppe
der schwergradigen Dysplasien, 31 bis 40 zu der Gruppe des dysplasiefreien
Plattenepithels und die Praparate 41 bis 50 gehoren zu der Gruppe der invasiven
Plattenepithelkarzinome.

3.4.2.2 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der histologischen
Diagnose

In Abbildung 38 ist der Scores-Plot fur die Hauptkomponentenanalyse der
Messpunkte aus dem mittleren Epitheldrittel in Abhangigkeit der ersten und
zweiten Hauptkomponente dargestellt. Dort erkennt man ein Cluster sowohl der
dysplasiefreien Gruppe als auch der leicht-, maRig- und schwergradigen
Dysplasien. Die invasiven Karzinome finden kein klares Cluster in der gewahlten
Darstellung.

Stellt man im Scores-Plot die zweite Hauptkomponente der vierten
Hauptkomponente gegenuber (Abbildung 39), so ist eine sehr gute Auftrennung
in Abhangigkeit der histologischen Diagnose der Gruppe der leicht-, maRig- und

schwergradigen Dysplasien zu erkennen.
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Abbildung 38: Scores-Plot der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel in Abhéngigkeit der
histologischen Diagnose mit erster und zweiter Hauptkomponente

Scores
2500
2000 "
1500
1000

500

PC-2 (32%)

-500

-1000

-1500
-1000 -500 0 500 1000 1500 2000 2500

PC-4 (5%)

M leichtgradige Dysplasien @ méRiggradige Dysplasien A schwergradige Dysplasien
dysplasiefreies Plattenepithel  V¥invasive Plattenepithelkarzinome

Abbildung 39: Scores-Plot der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel in Abh&éngigkeit der
histologischen Diagnose mit zweiter und vierter Hauptkomponente
Es bilden die Gruppen der leichtgradigen Dysplasien (dunkelblaue Vierecke),
Cluster weiter rechts oben etwas diffuser die Gruppe der maRiggradigen
Dysplasien (rote Kreise) und darliber die der Gruppe der schwergradigen
Dysplasien (grine Dreiecke).
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In der Darstellung der Ubrigen Hauptkomponenten im Scores-Plot sind in
Abhangigkeit der histologischen Diagnose keine Cluster erkenntlich.

Bei der weitergehenden Analyse der Loading-Plots konnen fur die erste
Hauptkomponente die Wellenzahlen 1465 cm™, 1424 cm®, 1130 cm,
1112 cm™ und 1003 cm?, fir die zweite Hauptkomponente die Wellenzahlen
1454 cm?, 1437 cm, 1417 cm, 996 cm™ und 980 cm und fir die vierte
Hauptkomponente die Wellenzahlen 729 cm™ und 710 cm™ als statistisch
relevant fur die Unterschiede in den Spektraldaten identifiziert werden (siehe
Abbildung 40, Abbildung 41 und Abbildung 43).

Bei dem Vergleich mit dem Loading-Plot fur die vierte Hauptkomponente, zeigen
sich peaks an Wellenzahlen, die fir DNA-Bestandteile kodieren (Abbildung 43).
Die Loading-Plots der Hauptkomponente drei und funf bis sieben sind fur diese
Auswertung weniger relevant, da sich im Scores-Plot in Abhangigkeit der
histologischen Diagnose keine Clusterbildung der unterschiedlichen Gruppen
zeigt (Abbildung 42, Abbildung 44, Abbildung 45 und Abbildung 46).

Die Zuordnung der relevanten peaks in den Wellenzahlen der Loading-Plots zu

den molekularbiologischen Informationen ist in Tabelle 14 aufgezeigt.
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Abbildung 40: Loading-Plot der 1. PC nach Abbildung 41: Loading-Plot der 2. PC nach
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................

03 04

0.2 03

02
0,1
0.1
0
0
-0,1

0.1

0,2 -0,2

-0,3 -0,
1793 1717 1639 1560 1478 1395 1311 1224 1135 1045 957, 872, 784, 696, 605, 512 1793 1717 1639 1560 1478 1395 1311 1224 1135 1045 957, 872, 784, 696, 605, 512
X-variables (PC-3) (7%) X-variables (PC-4) (5%)

Abbildung 42: Loading-Plot der 3. PC nach Abbildung 43: Loading-Plot der 4. PC nach
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Abbildung 44: Loading-Plot der 5. PC nach Abbildung 45: Loading-Plot der 6. PC nach
PCA der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel PCA der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel
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Abbildung 46: Loading-Plot der 7. PC nach
PCA der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel

Tabelle 14: Peaks der Loading-Plots der PCA der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel
In der Tabelle sind die entsprechenden Wellenzahlen der relevanten peaks der
Loading-Plots der ersten, zweiten und vierten Hauptkomponente dargestellt. Die
Zuordnung erfolgte anhand der Publikation ,Raman Spectroscopy of Biological

Tissues” (Movasaghi et al., 2007).

Wellenzahl in cm (PC)

Zugeordnete molekularbiologische Information
P —————@—@—m———hi_uy

1465 (PC 1) Lipide

1454 (PC 2) Kollagen, Phospholipide
1437 (PC 2) Lipide

1424 (PC 1) DNA

1417 (PC 2) Chinone

1130 (PC 1) Phospholipide
1112 (PC 1) Saccharid

1003 (PC 1) Phenylalanin
996 (PC 2) Ribose

980 (PC 2) Proteine, Lipide
729 (PC 4) DNA

710 (PC 4) DNA

Hauptkomponente eins erklart 42 % der Varianz, Hauptkomponente zwei 32 %

und Hauptkomponente vier 5 %.
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3.4.2.3 Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der Progression zu
einem invasiven Plattenepithelkarzinom

Im Scores-Plot der Hauptkomponenten eins und zwei (Abbildung 47) ist keine
Clusterbildung fur die Spektren zu erkennen, welche in Proben von Patienten
aufgenommen wurden, die im follow-up ein invasives Plattenepithelkarzinom der

Stimmlippe entwickelt haben im Vergleich zu den Patienten, die im follow-up kein

invasives Plattenepithelkarzinom entwickelt haben.
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Abbildung 47: Scores-Plot der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel, ob sich bei Patienten mit
einer Verénderung der Stimmlippe ein invasives Plattenepithelkarzinom
entwickelt hat mit erster und zweiter Hauptkomponente

3.4.2.4  Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit sonstiger Kriterien

Es wurde keine Clusterbildung in Abhangigkeit der Variablen Nikotinabusus,
Alkoholverhalten, Vorhandenseins eines gastro-oesophagealen Refluxes,
Geschlecht oder der Tumorgréf3e anhand der TNM-Klassifikation in der ersten
und zweiten Hauptkomponente beobachtet.

Auch ergab sich keine Clusterbildung im Scores-Plot nach dem Tag der
Aufbereitung der histologischen Schnitte, dem Tag der Messung am Raman-

Spektroskop und dem Alter der Préparate.
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3.5 Lineare Diskriminanzanalyse

Mithilfe der linearen Diskriminanzanalyse (LDA) wurden Modelle erstellt, die die
Unterschiede in den Spektraldaten in Abhangigkeit von selbst gewahlten
Variablen analysieren. In dem mathematisch-statistischen Verfahren der LDA
wird analysiert, in wie weit die Spektraldaten anhand der spektralen Merkmale
(Modell 1: Hauptkomponenten eins bis sieben; Modell 2: Intensititen der
einzelnen Wellenzahlen) zu dem vom Untersucher gewahlten abhangigen
Variablen zugeordnet werden konnen. Herangezogen wurden jeweils die
Messungen im mittleren Epitheldrittel.

Jeweils zwei verschiedene Datensatze wurden zu der Erstellung eines LDA-
Modells verwendet. Die Datenvorverarbeitung wurde in beiden Féllen wie in
Kapitel 2.2.8 beschrieben durchgefuhrt.

Im ersten Modell wurden die Daten der Mittelwertspektren jeder Probe im
Wellenzahlenbereich von 1500 bis 600 cm?, basierend auf den
Hauptkomponenten eins bis sieben, verwendet.

Im zweiten Modell wurden die Daten der Einzelspektren jeder Probe im
Wellenzahlenbereich von 1650 bis 655 cm™ berticksichtigt.

Die Validitat des jeweiligen statistischen Modells wurde anhand folgender
statistischer Parameter evaluiert (Berechnung siehe Kapitel 2.2.8). Die Spezifitat
zeigt das Verhaltnis der Proben an, welche richtigerweise nicht der falschen
Gruppe zugeordnet werden. Durch Ermittlung der Sensitivitat hingegen erhéalt
man das Verhdaltnis der Spektren, die korrekt zugeordnet werden. Die
Genauigkeit gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit das Spektrum der richtigen
Gruppe zugewiesen wird. Die Werte des Matthews correlation coefficient (MMC)
sowie der Bestandigkeit fungieren als Variablen der Vorhersage und befinden
sich zwischen -1 und +1, wobei ein gro3erer Wert eine bessere Vorhersehbarkeit
angibt. Der Fehler gibt das Verhaltnis der Spektren an, die falsch zugeordnet

werden.
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3.5.1

Hauptkomponenten eins bis sieben (Modell 1)

3.5.1.1

Lineare Diskriminanzanalyse der Mittelwertspektren basierend auf den

Diskriminanz der Gruppe des dysplasiefreien Plattenepithels und der

verschiedenen Dysplasiegrade gegenuber invasiven Karzinomen

Zwischen

invasiven Karzinomen und Plattenepithel

ohne dysplastischen

Veranderungen kann gut diskriminiert werden. Sowohl Spezifitat als auch

Sensitivitat und Genauigkeit liegen bei 80 % (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Lineare Diskriminanzanalyse der Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 1) der Studiengruppe V (invasive Karzinome) gegenuber
Studiengruppe | (keine Dysplasie), Il (leichtgradige Dysplasie), 11l (maRiggradige Dysplasie) und

IV (schwergradige Dysplasie)

Vvs. | Vvs. |l Vvs. Il | Vvs. IV
Spezifitat 80,00 % | 60,00 % | 88,89 % | 100,00 %
Sensitivitat 80,00 % | 70,00 % | 90,00 % | 100,00 %
Genauigkeit 80,00 % | 65,00 % | 89,47 % | 100,00 %
,Matthews correlation coefficient" | 0,60 0,30 0,79 1,00
Fehler 0,20 0,40 0,11 0,00
Bestandigkeit 0,75 0,40 0,88 1,00

Auch zwischen den dysplastischen Veranderungen und invasiven Karzinomen
kann aufgrund der Mittelwerte der Raman-Spektren relativ gut differenziert
werden, was in Tabelle 15 zu sehen ist. Anhand des gewahlten
LDA-Modells sind die leichtgradigen Dysplasien gegentber den Karzinomen nur
mafig abgrenzbar. Die mafig- und schwergradigen Dysplasien sind gegenuber
den invasiven Karzinomen besser abgrenzbar. Die beste Differenzierung kann
zwischen invasiven Karzinomen und schwergradigen Dysplasien erzielt werden.

Dort liegen Spezifitat, Sensitivitat und Genauigkeit bei 100 %.

3.5.1.2

In Tabelle 16 ist die Diskriminanz der Dysplasiegrade mit unterschiedlicher

Diskriminanz der unterschiedlichen Dysplasiegrade
therapeutischer Konsequenz zusammengefasst. Werden Leukoplakien ohne

dysplastische Veranderung des Epithels oder mit leicht- oder mafiggradigen
Dysplasien diagnostiziert, finden in der Regel engmaschige Nachkontrollen statt,
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wohingegen schwergradige Dysplasien und das Carcinoma in situ in einer

zweiten Operation nachreseziert werden.

Tabelle 16: Lineare Diskriminanzanalyse der Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 1) zwischen Leukoplakien und Dysplasiegraden mit unterschiedlicher
therapeutischer Konsequenz (Studiengruppe I+II+lll vs. Studiengruppe V)

Spezifitat 68,97 %
Sensitivitat 60,00 %
Genauigkeit 65,31 %

,Matthews correlation coefficient” | 0,29

Fehler 0,31

Bestandigkeit 0,51

Zwischen diesen Gruppen kann mit dem LDA-Modell mit einer Spezifitat von
ungefahr 69 % unterschieden werden. Die Werte der Sensitivitat und der
Genauigkeit liegen etwas darunter bei 60 % respektive circa 65 %.

Die Werte der MCC, des Fehlers und der Bestandigkeit hingegen erzielen jedoch

nur etwas bessere Ergebnisse als eine zufallige Voraussage.

3.5.1.3  Diskriminanz der Progredienz zum invasiven Tumor

Durch die Informationen, die mithilfe der Raman-Spektroskopie ermittelt wurden,
kann mit einer Spezifitdt von ungefahr 77 % vorausgesagt werden, ob sich beim
jeweiligen Patienten aus dysplastisch oder keratotisch verdndertem
Stimmlippenepithel im follow-up ein invasives Karzinom dessen entwickelt. Die
Werte der Sensitivitat (circa 58 %) und der Genauigkeit (circa 69 %) liegen etwas
darunter (siehe Tabelle 17).
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Tabelle 17: Lineare Diskriminanzanalyse der Mittelwertspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 1), ob Patienten spater an einem invasiven Plattenepithelkarzinom der
Stimmlippe erkrankt sind

Spezifitat 76,67 %
Sensitivitat 57,89 %
Genauigkeit 69,39 %

,Matthews correlation coefficient” | 0,35

Fehler 0,23

Bestandigkeit 0,63

3.5.2 Lineare Diskriminanzanalyse aller Einzelspektren (Modell 2)

3.5.2.1  Diskriminanz der Gruppe des dysplasiefreien Plattenepithels und der
verschiedenen Dysplasiegrade gegenulber invasiven Karzinomen

Unter Zuhilfenahme der linearen Diskriminanzanalyse kann sehr gut zwischen
invasiven Plattenepithelkarzinomen und Plattenepithel ohne dysplastischen
Veranderungen differenziert werden. Sowohl Spezifitat als auch Sensitivitat und
Genauigkeit liegen bei 99,20 % (siehe Tabelle 18).

Die Werte der Differenzierung zwischen den verschiedenen Dysplasiegraden
und invasiven Karzinomen liegen zwar etwas unterhalb der Werte des
Plattenepithels ohne Dysplasien, jedoch kann man auch hier von einer guten
Aufteilung sprechen. Mit entsprechenden Werten der Spezifitat, Sensitivitat und
Genauigkeit von jeweils Uber 95 % (siehe Tabelle 18) werden die Raman-
Spektren mit hohen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Gruppe zugeordnet. Auch
eine niedrige Fehlerquote und hohe Werte des MCC und der Bestandigkeit
lassen auf eine gute Vorhersehbarkeit des Modells zwischen den
Studiengruppen |, 1, Il und IV (Leukoplakien ohne Dysplasien, leicht-, maRig-
und schwergradige Dysplasien) gegeniber der Studiengruppe V (invasive

Plattenepithelkarzinome) schliel3en.
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Tabelle 18: Lineare Diskriminanzanalyse der Einzelspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 2) der Studiengruppe V (invasive Karzinome) gegeniber Studiengruppe |
(keine Dysplasien), Il (leichtgradige Dysplasie), 11l (méRiggradige Dysplasie) und

IV (schwergradige Dysplasie)

Vvs. | Vvs. |l Vvs. Il | Vvs. IV
Spezifitat 99,20 % | 96,00 % | 96,89 % | 97,60 %
Sensitivitat 99,20% | 97,60 % | 99,20 % | 99,20 %
Genauigkeit 99,20 % | 96,80 % | 98,11 % | 98,40 %
~,Matthews correlation coefficient” | 0,98 0,94 0,96 0,97
Fehler 0,01 0,04 0,03 0,02
Bestandigkeit 0,99 0,96 0,97 0,98

3.5.2.2  Diskriminanz der unterschiedlichen Dysplasiegrade

Legt man der linearen Diskriminanzanalyse die verschiedenen Dysplasiegrade
und Veradnderungen des Stimmlippenepithels mit  unterschiedlicher
therapeutischer Konsequenz zugrunde, erhalt man immerhin noch eine Spezifitat
von 84,83 % und eine Sensitivitat von 86,60 % (siehe Tabelle 19). Diese zwei
Gruppen lassen sich mit einer Genauigkeit von 85,55 % aufgrund der

Informationen des Raman-Spektrums unterscheiden.

Tabelle 19: Lineare Diskriminanzanalyse der Einzelspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 2) zwischen Leukoplakien und Dysplasiegraden mit unterschiedlicher
therapeutischer Konsequenz (Studiengruppe I+lI+lll vs. Studiengruppe 1V)

Spezifitat 84,83 %
Sensitivitat 86,60 %
Genauigkeit 85,55 %

,Matthews correlation coefficient” | 0,71

Fehler 0,15

Bestandigkeit 0,83
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3.5.2.3  Diskriminanz der Progredienz zum invasiven Tumor

In Tabelle 20 sieht man die Diskriminanz der Spektraldaten, ob sich beim
jeweiligen Patienten aus dysplastisch oder keratotisch verdndertem
Stimmlippenepithel im follow-up ein invasives Karzinom dessen entwickelte. Mit
einer Spezifitat von 94,93 %, einer Genauigkeit von 93,64 % und noch einer
Sensitivitat von 89,33 % ist eine Differenzierung sehr gut méglich. Auch die MCC
und die Bestandigkeit sind relativ hoch. So kann mithilfe der Informationen aus
dem Raman-Spektrum einer unbekannten Probe mit einer relativ hohen
Wahrscheinlichkeit prognostiziert werden, ob sich beim Patienten spater ein

invasives Plattenepithelkarzinom entwickelt.

Tabelle 20: Lineare Diskriminanzanalyse der Einzelspektren der Messpunkte im mittleren
Epitheldrittel (Modell 2), ob Patienten spater an einem invasiven Plattenepithelkarzinom der
Stimmlippe erkrankt sind

Spezifitat 94,93 %
Sensitivitat 89,33 %
Genauigkeit 93,64 %

,Matthews correlation coefficient” | 0,83

Fehler 0,05

Bestandigkeit 0,94
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Leukoplakien des Stimmlippenepithels ohne Dysplasien,
mit leicht-, mafiig- und schwergradigen Dysplasien des Plattenepithels sowie
invasive Plattenepithelkarzinome der Stimmlippe anhand ihres Raman-
Spektrums klassifiziert. Zudem wurde untersucht, ob anhand der Raman-
Spektren des entnommenen Stimmlippengewebes die Prognose des Patienten
in Bezug auf das Risiko der Entwicklung eines invasiven Plattenepithelkarzinoms
im follow-up vorhersagbar ist.
4.1 Limitierungen histopathologischer Klassifikationssysteme hinsichtlich
der Prognose
4.1.1 Korrelation maligner Entartung zur Schwere des Dysplasiegrades
Dass dysplastische Verdnderungen mit der Entstehung eines invasiven
Karzinoms des Stimmlippenepithels assoziiert sind, ist durch zahlreiche Studien
belegt (Cuchi et al., 1994; Karatayli-Ozgursoy et al., 2015; Montgomery und
White, 2012; Ricci et al., 2003).
Es besteht jedoch ein Dissens in der vorhandenen Literatur, inwieweit der Grad
der Dysplasie eine prognostische Aussagekraft bezlglich des Risikos der
Entwicklung eines Malignoms im Verlauf hat.
In einer Studie von Rohde et al. wurde beobachtet, dass mit Zunahme des
Grades dysplastischer Veranderung des Stimmlippenepithels das maligne
Entartungsrisiko positiv korreliert (Rohde et al., 2012). In einer weiteren
retrospektiven Studie von Weller et al., die Uber 900 Falle dysplastischer
Veranderungen der Stimmlippe untersuchte, konnte auch ein Zusammenhang
der Entartungswahrscheinlichkeit zum invasiven Plattenepithelkarzinom mit der
Schwere der Dysplasie beobachtet werden. Dort wurden maligne Entartungen,
ahnlich der Ergebnisse der Studie dieser Dissertation aus schwergradig
dysplastischen Veranderungen des Stimmlippenepithels zu ungefahr 30 %
beobachtet, bei mafig- und leichtgradigen Dysplasien zu circa 11 % (Weller et
al., 2010).
Diskrepant zu diesen Daten beobachteten einige Studien ein hoheres
Entartungsrisiko fur maliggradige Dysplasien. Beispielsweise beschrieben

Zhang und Liu bei maRiggradig dysplastisch verandertem Stimmlippenepithel ein
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hoheres malignes Entartungsrisiko verglichen mit schwergradigen Dysplasien.
Dort wurde festgestellt, dass aus mafiggradigen Dysplasien etwas haufiger
(20 %) als aus schwergradigen Dysplasien (15 %) ein invasives
Plattenepithelkarzinom hervorgeht, wobei ein vergleichsweise kleines
Patientenkollektiv untersucht wurde und das Carcinoma in situ eine
eigenstandige Gruppe bildete (Zhang und Liu, 2012).

Ein malgeblicher Grund fur die Diversitat der Prognosen hinsichtlich des
malignen Entartungsrisikos kénnten die unterschiedlichen Operationsmethoden
und die Art der Exzision der verschiedenen Dysplasiegrade und des Carcinoma
in situ sein.

So wurden auch in der Studie, welche dieser Arbeit zugrunde liegt, bei Patienten
mit leicht- und maRiggradigen Dysplasien subtotale Resektionen toleriert,
wohingegen bei Patienten mit schwergradigen Dysplasien oder einem
Carcinoma in situ totale Resektionen durchgefiihrt wurden.

Die jeweilige Operationstechnik der verschiedenen Studien wirkt sich somit auch
auf die divergierenden Progressionsrisiken aus.

Zudem seien rezidivierende Leukoplakien der Stimmlippe, sowie schwergradige
Dysplasien als Initialdiagnose erhebliche Risikofaktoren fur die Entartung zu
einem invasiven Plattenepithelkarzinom (Jabarin et al., 2018).

Gesamt betrachtet wird durch die aktuelle Datenlage indes beschrieben, dass
schwergradige Dysplasien mit einem hoheren Risiko einer malignen Entartung
korrelieren als maRig- oder leichtgradig dysplastische Veranderungen
(Montgomery und White, 2012; Rohde et al., 2012; Spielmann et al., 2010; Weller
et al., 2010).

4.1.2 Varianz der Prognosen

Die Prognosen zum Progressionsrisiko der dysplastischen Veranderungen der
Stimmlippe zu einem invasiven Plattenepithelkarzinom weichen in
unterschiedlichen Studien zum Teil sehr voneinander ab.

Verschiedene wissenschaftliche Arbeiten, die eine maligne Entartung des
Stimmlippenepithels bei zuvor diagnostizierten dysplastischen Veranderungen

untersuchten, weisen eine uneinheitliche Datenlage auf.
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So existieren unterschiedliche Daten fir leichtgradige Dysplasien, in denen
zwischen null und 30 % der Félle eine maligne Entartung stattfindet (Blackwell et
al., 1995; Nielsen et al., 1986; Plch et al., 1998; Uno et al., 1997). Bei
malfiggradigen Dysplasien reicht das maligne Entartungsrisiko von null bis 44 %
(Blackwell et al., 1995; Hellquist et al., 1982; Hgjslet et al., 1989; Nielsen et al.,
1986; Plch et al., 1998; Riera et al., 1987; Uno et al., 1997). Fur schwergradige
Dysplasien wird eine maligne Entartung in 20 bis 57 % der Falle prognostiziert
(Blackwell et al., 1995; Hellquist et al., 1981; Plch et al., 1998; Riera et al., 1987;
Uno et al., 1997).

Aufgrund dieser Varianz der Prognosen ist allein mithilfe der histopathologischen
Klassifizierung keine zuverlassige Identifikation der Patienten mit einer
schlechten Prognose mdglich. Es kann nicht vorausgesagt werden, welche
therapeutischen Konsequenzen gezogen werden missen. Dies hat in der Praxis
zur Folge, dass bei einigen Patienten Ubertherapien und bei einigen
Untertherapien durchgefuhrt werden.

Insbesondere an der Stimmlippe kénnen sich nur wenige Millimeter grof3ere oder
kleinere Resektionen erheblich auf die Stimmfunktion auswirken, weswegen ein
Klassifikationssystem erforderlich ist, das die Prognose und die damit
einhergehende Therapieradikalitat moglichst gut vorhersagt. Damit kdnnten
sowohl Untertherapien, die eine verschlechterte onkologische Prognose mit sich
bringen als auch Ubertherapien, die in ein schlechteres funktionelles Ergebnis,
zum Beispiel hinsichtlich der Stimmqualitat, als notwendig minden, vermieden
werden. Zudem konnte ein solches System als Kriterium zur Bestimmung des
Intervalls der Nachsorge dienen. Patienten mit schlechter Prognose konnten
engmaschiger kontrolliert werden als Patienten, die eine gute Prognose

hinsichtlich einer malignen Entartung aufweisen.

4.1.3 Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit

Es ist zu beachten, dass die derzeitige histopathologische Einteilung
unterschiedlicher Dysplasiegrade zum Teil auf subjektiven Kriterien beruht, was
auch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von verschiedenen Studien

beeinflussen kdonnte (Naggar et al., 2017; Warnakulasuriya, 2001). Damit besteht
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das Problem, dass die histopathologische Einteilung nur bedingt reproduzierbar
ist (Bosman, 2001).

Wie in Kapitel 1.4.4 beschrieben gibt es verschiedene Klassifikationssysteme,
um dysplastische Veranderungen im Plattenepithel der Stimmlippe zu
beschreiben, die aktuelle Einteilung der WHO in ,low-grade® und ,high-grade*
Dysplasien (Naggar et al., 2017), die vorherigen Einteilung der WHO in leicht-,
malfig- oder schwergradige Dysplasien (Barnes et al., 2005) oder die ,Ljubljana
classification®, welche zwischen drei oder vier Dysplasiegraden unterscheidet
(Gale et al., 2014; Hellquist et al., 1999).

Weniger untersucherbedingte Abweichungen werden bei der Verwendung von
einer Klassifizierung mit zwei Dysplasiegraden (,Jow-grade dysplasias‘l,high-
grade dysplasias®) beschrieben als bei jenen mit drei Graden dysplastischer
Veranderungen (leicht, maRig und schwergradige Dysplasie) (McLaren et al.,
2000).

4.1.4 Fazit

Es ergeben sich zwei grundsatzliche Probleme der histopathologischen
Einteilung der Dysplasiegrade.

Zum einen ist die histopathologische Einteilung nicht objektiv und nicht sicher
reproduzierbar, zum anderen bilden sich die Prognosen der unterschiedlichen
dysplastischen Veré&nderungen nicht eindeutig in der histopathologischen
Diagnose ab.

Diese erheblichen Unterschiede der Prognosen in den verschiedenen Studien
erharten die Annahme, dass allein aufgrund der histopathologischen Einteilung
keine verlasslichen Schlisse hinsichtlich der Progressionsprognose gezogen
werden konnen. Es muss also auf andere Klassifizierungssysteme der
Histopathologie oder zusatzliche Methoden zurlickgegriffen werden, um

Patienten kongruent zu ihrer Prognose einer adaquaten Behandlung zuzufihren.

4.2 Diskussion des Patientenkollektivs

4.2.1 Auswahl der Patienten

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben, wurden die Patienten, welche dem
Studiendesign entsprachen, retrospektiv anhand der Diagnose der ersten

Gewebeentnahme ausgewahlt.
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Bei allen Patientenfallen handelt es sich um jeweilige Erstdiagnosen von
Veranderungen der Stimmlippe, die zum Zeitpunkt der Datenerhebung
mindestens funf Jahre zurtucklagen. Dies garantiert einen
Nachbeobachtungszeitraum der Erkrankung von mindestens funf Jahren, um
eventuelle Rezidive oder Entartungen zu dokumentieren.

Bei Patienten mit der Diagnose einer schwergradigen Dysplasie, die innerhalb
eines kurzen Zeitraums ein invasives Plattenepithel entwickelten, ist es
wahrscheinlich, dass zum Zeitpunkt der ersten Biopsie bereits ein invasives
Karzinom vorlag, dieses aber mittels Biopsie nicht erfasst wurde. Grund hierfur
konnte eine zu oberflachliche oder zu weit am Rand gelegene Biopsie der
Leukoplakie gewesen sein.

Da jedoch bewusst die histopathologische Erstdiagnose in dieser Arbeit
ausschlaggebend fir die Einteilung in die verschiedenen Studiengruppen ist,
bestand fur diese Praparate die Mdglichkeit aufgrund der histopathologischen
Diagnose einer anderen Gruppe zugeordnet zu werden.

Montgomery und White, welche die Epidemiologie und Prognostik dysplastischer
Veranderungen des Stimmlippenepithels in Schottland untersuchten, schlossen
in ihrer Studie Patienten mit dysplastischen Veranderungen aus der Auswertung
aus, die innerhalb von drei Monaten ein invasives Karzinom entwickelten
(Montgomery und White, 2012). In der dieser Dissertation zugrundeliegenden
Studie wurden diese Falle nicht ausselektiert, da es von besonderem Interesse
ware, solche Falle eventuell mithilfe der Raman-Spektroskopie zu identifizieren,
die zuvor falsch klassifiziert wurden, weil in der diagnostizierten Gewebeprobe

kein invasives Plattenepithelkarzinom vorhanden war.

4.2.2 Vergleichbarkeit des Patientenkollektives mit der Literatur

Das Ziel des dieser Dissertation zugrundeliegenden Studiendesigns ist nicht
darauf ausgelegt, die klinischen Parameter der verschiedenen Patienten an sich
zu untersuchen, sondern diese in Zusammenhang mit den Spektraldaten aus der
Raman-Spektroskopie zu bringen. Trotz dessen wurde die Patientenkohorte auf
epidemiologische Daten untersucht, um zu Uberprifen, inwieweit die

Patientenkohorte mit der gangigen Literatur vergleichbar ist.
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Das mittlere Alter der Patienten mit einer Erstdiagnose einer Veranderung des
Stimmlippenepithels dieser Studie von 63,76 Jahren entspricht den erhobenen
Daten der géngigen Literatur (Karatayli-Ozgursoy et al., 2015; Montgomery und
White, 2012).
Ebenso kann, kongruent zu den aktuell vorhandenen Daten anderer Studien, in
der vorliegenden Arbeit beobachtet werden, dass mehr Manner als Frauen an
dysplastischen Veranderungen oder einem Karzinom des Stimmlippenepithels
erkranken (Bouquot und Gnepp, 1991; Ricci et al., 2003).
Der Risikofaktor des Rauchens fir die Entstehung einer keratotischen oder
dysplastischen Veranderung bis hin zu einem Plattenepithelkarzinom der
Stimmlippe ist wissenschaftlich durch zahlreiche Studien belegt (Grasl et al.,
1990; Mdller und Krohn, 1980). Dieser Zusammenhang ist auch beim
Patientenkollektiv der hier vorliegenden Studie zu erkennen. Das
Patientenkollektiv besteht zu einem sehr hohen Anteil aus ehemaligen oder
aktuellen Rauchern. Dennoch ist einschrankend zu bedenken, dass keine
standardisierte und skalierte Anamnese des Tabakkonsums stattgefunden hat.
Ein Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und der Entstehung einer
plattenepithelialen Veranderung der Stimmlippe kann aufgrund der kleinen
Kohorte sowie der nicht standardisierten Anamnese mit dieser Arbeit nicht
objektiviert werden.
Zusammengefasst kann die Patientenkohorte dieser Studie als reprasentativ
betrachtet werden und stellt sich als gut vergleichbar mit der aktuellen Literatur
dar.
4.3 Evaluation des experimentellen Setups und der verwendeten
Methoden
Im folgenden Kapitel soll das methodische Vorgehen diskutiert und dem
Vorgehen anderer Arbeitsgruppen gegenubergestellt werden, um einen
Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit und Arbeiten mit anderen Studiendesigns

zu ermoglichen.
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4.3.1 Aufbereitung der Gewebeschnitte

4.3.1.1 Formalin-Fixierung und Entparaffinierung der Gewebeschnitte

Die Versuche wurden an entparaffinierten, histologischen Schnitten
durchgefuhrt.

Insbesondere bei Untersuchungen von Stimmlippengewebe ist aufgrund der
geringen GroRe der Gewebeproben und der gewebeschonenden Enthahme zum
Erhalt der Stimmfunktion keine eigene Probe aus unbehandeltem Gewebe fir die
Untersuchungen mit dem Raman-Spektroskop zu rechtfertigen. So wurde auf
Gewebe aus Paraffin-Blocken zurtickgegriffen, welches im Institut fir Pathologie
der Universitat Wurzburg archiviert wurde. Bei diesen Praparaten war die
Diagnostik bereits abgeschlossen.

Ob eine Formalin-Fixierung, die Einbettung in Paraffin und die anschlie3ende
Entparaffinierung Auswirkungen auf die Raman-Spektren haben, wird vielseitig
diskutiert.

Untersuchungen von malignem und gesundem Lungengewebe, welches zum
einen in Formalin fixiert wurde und zum anderen unbehandelt analysiert wurde,
konnten zwar einen Einfluss der Formalin-Fixierung auf das Raman-Spektrum
dokumentieren, die wichtigen peaks zur Differenzierung zwischen gesundem und
maligne verdndertem Gewebe blieben jedoch erhalten (Huang et al., 2003).
Zudem konnte diese Veranderung durch Waschen der Formalin-fixierten
Gewebeproben mit Salzldsungen vor den anschlielBenden Messungen mit einem
Raman-Spektroskop minimiert werden (Huang et al., 2003; Podshyvalov et al.,
2005).

Formalin-Fixierung von Gewebe ist eine anerkannte Methodik, um
entsprechendes Gewebe vor der Untersuchung mit einem Raman-Spektroskop
zu fixieren und beeinflusst das Gewebe nur wenig, sodass die gewonnenen
Spektraldaten mit denen einer vitalen Zelle verglichen werden kénnen (Galli et
al., 2014; Meade et al., 2010).

Der Einfluss der Einbettung mittels Paraffins und der Vorgang des
Entparaffinierens muss ebenfalls als eine mogliche StoérgroRe fur die

gewonnenen Spektraldaten beachtet werden.
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Krishna et al. untersuchten die Differenzierung zwischen gesundem und
malignem Ovarialgewebe mithilfe von durch die Raman-Spektroskopie
gewonnenen Spektraldaten. Bei Messungen an Praparaten, die zuvor mit
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurden, konnte eine gute
Differenzierung der Gewebetypen beobachtet werden, nicht jedoch bei
Messungen an entparaffinierten Praparaten. Die Entparaffinierung verandere das
Gewebe, wodurch sich eine Differenzierung von gesundem und malignem
Gewebe schwieriger gestalte (Krishna et al., 2005).

Entgegen der zuvor zitierten Studie etablierte sich das Entparaffinieren von
Gewebeschnitten vor Untersuchungen durch die Raman-Spektroskopie
(Devpura et al., 2010), weil auch Paraffin ein starkes eigenes Raman-Spektrum
aufweist. Residuale peaks des Paraffins konnten identifiziert werden (Faolain et
al., 2005) und somit konnte trotz einer geringfugigen Veranderung des Gewebes
gut zwischen verschiedenen Gewebetypen differenziert werden (lbrahim et al.,
2017).

Infolgedessen konnten entparaffinierte Gewebeschnitte bereits zur Diagnostik
mithilfe der Raman-Spektroskopie benutzt werden, um Neuroblastome und
Ganglioneurome zu diagnostizieren (Devpura et al., 2013).

Auch laut Depciuch et al. konnte bei Untersuchungen von Gewebeschnitten der
Lunge ein Einfluss des Entparaffinierens auf das Raman-Spektrum zwar
festgestellt werden, die wichtigen Informationen, um das Gewebe zu
klassifizieren, blieben jedoch erhalten. Es wurden die peaks des Paraffins aus
der Auswertung ausgeschlossen und beobachtet, dass die Aufbereitung des
Gewebeschnittes mittels Entparaffinieren keinen erheblichen Einfluss auf die
Auswertung hatte (Depciuch et al., 2016).

4.3.1.2  Schichtdicke des Gewebeschnittes

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine Gewebe-
Schichtdicke von 20 um notwendig ist, um eine verlassliche Messung im Gewebe
zu ermoglichen. Bei kleineren Schichtdicken war der Messfokus zum Teil im Glas
des Objekttragers lokalisiert (Moerth, 2017). Auch andere Arbeitsgruppen
verwendeten bereits Gewebeschnitte mit dieser Schichtdicke zur Diagnostik
mithilfe eines Raman-Spektroskops (Cals et al., 2016).
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Was in dem 20 um dicken Gewebeschnitt allerdings vermessen wurde (Zellkern,
Zytoplasma oder andere Zellkompartimente) konnte nicht mit Sicherheit
festgestellt werden. Zwar waren auch Zellkerne im nicht gefarbten Schnitt bei 60-
facher VergrofRerung mit einem Wasserimmersionsobjektiv erkennbar, jedoch
war nicht exakt abschatzbar in welcher Tiefe des 20 pm-Schnittes gemessen

wurde.

4.3.1.3 Einfluss des Aufbereitungstages

Das entsprechende Verfahren der Aufbereitung der Gewebeschnitte wurde
standardisiert fur alle Praparate gleichermal3en durchgefuhrt. Da schon kleinste
Abweichungen im Aufbereitungsverfahren Veré&nderungen des Raman-
Spektrums bewirken kdnnten, wurde im Rahmen einer internen Qualitatskontrolle
eine Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Tages der Aufbereitung der
Gewebeschnitte durchgefuhrt.

Dabei kann im Scores-Plot keine Clusterbildung der einzelnen Tage festgestellt
werden (siehe Abbildung 35).

Dies kann als Hinweis dienen, dass der Faktor der aul3eren Bedingungen am Tag
der Aufbereitung des Gewebeschnittes als Messungenauigkeit keinen Einfluss

auf die Auswertung hatte.

4.3.1.4  Auswahl der Objekttrager

Problematisch ist, dass Glas ein eigenes Raman-Spektrum aufweist (Kujumzelis,
1935). Dennoch wurde auf Glas als Material des Objekttragers zuriickgegriffen,
da dieses in der Routinediagnostik weit verbreitet, gut verfiigbar und preiswert
ist. Zudem besitzen Objekttrager aus Glas die fur das Verfahren wichtige
Transparenz.

Aufgrund der technischen Gegebenheiten des verwendeten Raman-Systems
mussten jedoch die Messungen durch das Deckglas hindurch vorgenommen
werden und es bestand die Mdglichkeit, dass der Mess-Fokus auf das Volumen
des Glases der Objekttrager projiziert wurde.

Aufgrund dieses Umstandes wurde der Messaufbau so modifiziert, dass sich das
Glas mdglichst wenig auf das gewonnene Spektrum auswirkt. Es wurden sehr
dinne Deckglaser verwendet und der Z-Fokus der Messung so eingestellt, dass

die Messung moglichst weit vom Deckglas entfernt durchgefthrt wurde. Die
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Methodik, dinne Deckglaser und entsprechend dicke Gewebeschnitte zu
verwenden, ist der Bachelorarbeit von Agnes Moerth entnommen (Moerth, 2017).
Zudem wurden dem Glasspektrum ahnliche Spektren selektiv geléscht und die
entsprechende Messung wiederholt. Die verbliebenen Messungen wurden
anhand eines Line-Plots validiert. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass
es sich um keine Glasspektren, sondern um biologische Informationen des

Gewebeschnittes handelt.

4.3.2 Versuchsaufbau am Raman-Spektroskop

4.3.2.1  Orientierung im Praparat

Die entsprechend aufbereiteten Gewebeschnitte wurden, anders als bei
gebrauchlichen histologischen Auswertungsmethoden mit der Hamatoxylin-
Eosin-Farbung oder der Immunfluoreszenz, vor Vermessung nicht weiter gefarbt,
sodass das reine Gewebe ohne Fremdstoffe untersucht werden konnte. Es
erfolgte keine Anfarbung des Gewebes, die eine Veranderung des Gewebes zur
Folge haben und so mdoglicherweise einen verfalschenden Einfluss auf die
Diagnostik nehmen kénnte.

Dieses Verfahren hatte jedoch den Nachteil, dass sich die Orientierung in einem
Gewebeschnitt ohne entsprechende Farbung erheblich schwieriger gestaltete als
im entsprechenden HE-gefarbten Praparat.

Vorteile solcher ,label-free““-Methoden sind, dass an der zu untersuchenden
Probe keine Verédnderung vorgenommen und somit die Probe unbehandelt
untersucht werden kann (Chen et al., 2017). Sogenannte ,Labelling“Artefakte,
wie beispielsweise in der Fluoreszenz-Mikroskopie, werden vermieden (Alfonso-
Garcia et al., 2014). Aul3erdem eribrigt sich bei dieser Methode eine aufwendige
Praparation des Gewebes (Butler et al., 2016).

Der grof3te Nachteil hingegen ist, wie bereits genannt, die schwierigere
Orientierung im Vergleich zu ,labelled“ respektive mittels histologischen
Farbemethoden veranderten Proben.

So wurden in dieser Arbeit beide Methoden kombiniert. Man orientierte sich an
entsprechenden Charakteristika des HE-Préparats eines konsekutiven Schnittes
und suchte eben diese Bereiche im ungefarbten Gewebeschnitt fir die Raman-

Spektroskopie auf (siehe Kapitel 2.2.7).
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4.3.2.2  Zielvolumen der Raman-Spektroskopie

Das Zielvolumen wird durch geratebedingte Installationen des jeweiligen
Spektroskop-Aufbaus vorgegeben. In diesem Fall betrug das Zielvolumen des
Raman-Spektroskops, mit dem die Messungen dieser Dissertation
zugrundeliegender Studie durchgefiihrt wurden, zwei ums3.

Andere Arbeitsgruppen arbeiteten mit einem gré3eren Zielvolumen. In diesem
Fall kann man homogenere Spektraldaten erwarten, denn Zellkompartimente
oder Auffalligkeiten einzelner Zellen beeinflussen das Spektrum in einem
schwacheren Ausmal3. Unter einem grof3eren Zielvolumen leidet jedoch die
raumliche Auflosung.

Ziel dieser Arbeit war es, die spektroskopischen Eigenschaften des Gewebes in
Relation zur Histopathologie zu ermitteln und einzelne Gewebeabschnitte zu
charakterisieren. Es kann somit nicht mit der Raman-Spektroskopie von
Einzelzellen verglichen werden.

Im Vergleich zu Arbeiten mit hdheren Zielvolumina, weist die Vermessung von
Gewebeschnitten mit kleinerem Zielvolumen per se eine gewisse Heterogenitét
auf, da je kleiner das Zielvolumen ist, desto unterschiedlichere
Zellkompartimente konnen vermessen werden. So konnen bei kleinerem
Zielvolumen zum Teil Zellkerne, Zytoplasma, andere Zellkompartimente oder

Interzellularraume vermessen werden.

4.3.2.3 Einfluss des Messtages

Aufgrund der Anfalligkeit der Methodik der Raman-Spektroskopie fur aul3ere
Bedingungen, wie zum Beispiel Raumtemperatur oder Luftfeuchtigkeit, wurde
mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit des Messtages durch
das Raman-Spektroskop eine interne Qualitatskontrolle durchgefihrt.

Eine Darstellung dieses Ergebnisses der Hauptkomponentenanalyse in
Abhangigkeit des Messtages ergibt im Scores-Plot keine Clusterbildung in
Abhéngigkeit der einzelnen Messtage (siehe Abbildung 36). Dies spricht gegen
einen Einfluss der &ul3eren Gegebenheiten des Messtages auf die Ergebnisse

der Hauptkomponentenanalyse.
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4.3.2.4  Eignung der Raman-Spektroskopie zur Differenzierung
unterschiedlichen Gewebes

Dass es generell mdglich ist, mit den Spektraldaten der Raman-Spektroskopie
zwischen zwei unterschiedlichen Geweben zu differenzieren, belegen zahlreiche
Studien.

In einer Studie, in welcher Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome des
Gebarmutterhalses Gegenstand der Untersuchung waren, konnte mit einer
Hauptkomponentenanalyse in Verbindung mit einer ,Support Vector Machine*
zwischen diesen Karzinomen mithilfe der Spektraldaten aus der Raman-
Spektroskopie differenziert werden (Zheng et al., 2019).

Auch eine Unterscheidung zwischen maligne entartetem Plattenepithelgewebe
der Stimmlippe und gesundem Stimmlippenepithel wurde bereits mehrfach
beschrieben (Lau et al., 2005; Teh et al., 2009).

Dartber hinaus wurde die Raman-Spektroskopie bereits als erganzendes
Diagnostikinstrument wahrend Endoskopien des Magens getestet und es besteht
prinzipiell die Moglichkeit, in Echtzeit zwischen Karzinomen und gesundem
Gewebe zu unterscheiden (Lin et al., 2016).

Zudem konnen durch die Methode der Raman-Spektroskopie intraoperativ
Resektionsrander beurteilt werden, um eine sichere Entfernung tumordésen oder
dysplastisch veranderten Gewebes im Gesunden zu gewahrleisten und damit
einen Residualtumor zu verhindern, was eine deutlich bessere Prognose fiir den
Patienten bedeuten wirde (Mannelli et al., 2019). Zu diesem Vorgehen gibt es
aktuell jedoch nur eine Studie. Die Etablierung dieser Methodik steht noch am
Anfang ihrer Entwicklung.

Die Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Gewebetypen ist durch
Spektraldaten der Raman-Spektroskopie moéglich. Unbekanntes Gewebe durch
Spektraldaten der Raman-Spektroskopie zu klassifizieren bedarf jedoch mehr

prospektiver Studien, die bisher selten durchgefuhrt wurden.

4.3.2.5 Weitere Studiendesigns
Samtliche Versuche, ohne Wasserimmersionsobjektiv und umgedrehten
Objekttragern zu arbeiten, ergaben keine sinnvollen Ergebnisse, da eine

gerateinterne Glaskorrektur im Raman-Spektroskop bereits vorinstalliert war.
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Zudem wurde eine Versuchsreihe nicht weiterverfolgt, in der jeweils 50
Messpunkte mit dem Raman-Spektroskop pro Praparat gesetzt wurden.
In der Gruppe der leichtgradigen Dysplasien wurde dabei im unteren Drittel des
Plattenepithels gemessen. Die Praparate der Gruppe der maRiggradigen
Dysplasien wurden in den unteren zwei Dritteln des Epithels, vornehmlich im
mittleren Drittel, vermessen und in den Praparaten der Gruppe der
schwergradigen Dysplasien wurden die Messpunkte Uber die gesamte Breite des
Plattenepithel verteilt gesetzt, vornehmlich im oberen Drittel des Plattenepithels.
Die Kontrollgruppe mit dem Plattenepithel aufgelagerten Keratosen wurde in
dieser Versuchsreihe im Bereich bereits ausdifferenzierter Epithelzellen im
mittleren Drittel des Plattenepithels vermessen, wohingegen bei Praparaten der
Gruppe V in Bereichen des invasiven Karzinoms gemessen wurde, also, falls
noch vorhanden, unterhalb der Basalmembran.
Eine Hauptkomponentenanalyse unter diesem Design ergab keine verwertbaren
Ergebnisse, weshalb das Studiendesign so verandert wurde, dass jeweils
dieselben Bereiche miteinander verglichen wurden (siehe Kapitel 2.2.7).
4.4 Diskussion der Ergebnisse der Datenanalyse mit multivariaten
Methoden
4.4.1 Datenvorbereitung
Der Datensatz wurde auf den Wellenzahlenbereich zwischen 1800 und
500 cm? eingegrenzt. Dieser Wellenzahlenbereich ist hauptsachlich durch
biologische Informationen gekennzeichnet (Movasaghi et al., 2007; Talari et al.,
2015).
Anséatze aul3erhalb dieses Bereiches zu messen, um malignes und gesundes
Gewebe voneinander zu unterscheiden (Holler et al., 2017) wurden nicht
durchgefiihrt, da das verwendete Raman-System speziell fir Messungen in
einem Wellenzahlenbereich zwischen 1800 und 500 cm ausgelegt ist.
Dariiber hinaus wurde eine Glattung der Daten mithilfe der Ableitung
Savitzky-Golay durchgefuhrt, um Rauschen zu minimieren, wobei relative
Hochst- und Kleinstwerte sowie Varianzen erhalten bleiben. Mit dieser Ableitung
wurde die deutlichste Differenzierung der unterschiedlichen Gruppen erzielt.
Auch andere Arbeitsgruppen verwendeten diesen Filter bereits zur Bearbeitung
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der Rohdaten und einer Optimierung der Auswertung (Chen et al., 2014; Huang
et al., 2018; Tangwen und Jiawen, 2017).

4.4.2 Analyse der Mittelwertspektren

Um einen groben Uberblick Uber Unterschiede der verschiedenen Raman-
Spektren zu erhalten, wurde eine Analyse der jeweiligen Mittelwertspektren
durchgefuhrt.

Die Ergebnisse dieser Auswertung ergeben Unterschiede der Intensitaten der
verschiedenen Mittelwertspektren an unterschiedlichen peaks.

Sowohl die Auswertung der Mittelwertspektren der Messpunkte in den basalen
Epithelschichten als auch derer im mittleren Epitheldrittel weisen
Intensitatsunterschiede an peaks auf, die mit Lipiden assoziiert werden, was mit
dem veranderten Lipid-Metabolismus wahrend der Karzinogenese in
Zusammenhang stehen koénnte (Long et al., 2018).

Auch eine Abstufung der Intensitaten bei der Wellenzahl 1117 cm (Glucose)
von schwergradigen Dysplasien Uber invasive Plattenepithelkarzinome, die
Ubrigen Dysplasiegrade, bis hin zum dysplasiefreien Plattenepithel deuten auf
den  veranderten  Glucose-Stoffwechsel in maligne  verédndertem
beziehungsweise dysplastischem Epithel hin (Shaw, 2006).

Mithilfe der Analyse der Mittelwertspektren kdnnen Intensitatsunterschiede an
den Wellenzahlen 1328 cm, 1084 cm* und 729 cm! festgestellt werden, die flr
Bestandteile der DNA kodieren. Diese kénnen anhand der gedrangteren
Anordnung der Epithelzellen mit héherer Proliferationsrate, einer Anderung der
Kern-Zytoplasma-Relation zugunsten des Zellkerns sowie einer Vergrof3erung
desselben in dysplastisch oder maligne verandertem Gewebe erklart werden.
Die Auswertung der Raman-Mittelwertspektren wird in verschiedenen
Publikationen angewandt. Sie dient meist dem Zweck, einen groben Uberblick zu
schaffen. So werden zum Beispiel Wellenzahlen identifiziert, in denen sich die
Spektren malR3geblich unterscheiden, um die gewonnenen Erkenntnisse dann in
eine detailliertere Auswertung einfliel3en zu lassen (Jenkins et al., 2016).

Li et al. untersuchten mithilfe der Raman-Spektroskopie gesundes und
dysplastisches Gewebe sowie invasive Karzinome des oralen Plattenepithels.

Dort ergaben sich nach Auswertung der Mittelwertspektren, &ahnlich der
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Ergebnisse dieser Dissertation zugrundeliegender Studie, Unterschiede der
verschiedenen Gruppen an Wellenzahlen, die mit DNA und Proteinen assoziiert
werden (Li et al., 2017).

Eine Klassifizierung der Gewebeproben ausschlie8lich aufgrund des
Mittelwertspektrums erfolgte nicht, weshalb weitere Auswertungsmethoden

angewendet werden mussten.

4.4.3 Hauptkomponentenanalyse

4.4.3.1 Probenspezifitat

Bei einer Hauptkomponentenanalyse in Abhangigkeit der einzelnen
Gewebeproben bilden die verschiedenen Messungen der jeweiligen Praparate
Gruppierungen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Spektren
innerhalb eines Praparats ahnliche spektrale Informationen aufweisen. Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Spektraldaten probenspezifisch sind.

4.4.3.2 Klassifizierbarkeit der unterschiedlichen Studiengruppen

Die vorbereiteten Daten wurden mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse in
Abhéangigkeit verschiedener Variablen auf eine Clusterbildung untersucht. Es
wurde dabei versucht, die histologische Einteilung der Leukoplakien ohne
Dysplasien, der leicht-, maRig- und schwergradigen Dysplasiegrade und der
invasiven Plattenepithelkarzinome nachzuvollziehen.

Bei den Messungen in den basalen Epithelschichten kann eine Clusterbildung in
Abhangigkeit der ersten und zweiten Hauptkomponente der dysplasiefreien
Praparate sowie der Praparate mit leicht- und maliggradigen Dysplasien
dokumentiert werden.

Bei den Messpunkten im mittleren Epitheldrittel hingegen sind Clusterbildungen
der dysplasiefreien Praparate und der Praparate mit leicht-, maRig- und
schwergradigen Dysplasien erkennbar.

Die invasiven Plattenepithelkarzinome bilden sowohl bei den Messungen in den
basalen Epithelschichten als auch bei den Messungen im mittleren Epitheldrittel
keine Cluster.

Mithilfe der Hauptkomponentenanalyse kann eine Klassifizierbarkeit durch
Spektraldaten der Raman-Spektroskopie mit Messungen in den basalen

Epithelschichten der dysplasiefreien Praparate und der Praparate mit leicht- und
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mafiggradigen Dysplasien, mit Messungen im mittleren Epitheldrittel zusatzlich
der schwergradigen Dysplasien objektiviert werden.

Im Scores-Plot der Hauptkomponentenanalyse, ob Patienten ein invasives
Plattenepithelkarzinom entwickelten oder nicht, kann keine Clusterbildung
festgestellt werden.

Diese Methodik allein lasst also keine Ruckschlisse auf die Prognose der
jeweiligen Patienten mit dysplastisch verandertem Stimmlippenepithel zu.

Die Wellenzahlen die einen statistischen Einfluss auf die Auftrennung dieser
Hauptkomponentenanalyse waren, lassen auf eine Verdnderung des
Metabolismus der Epithelzellen (Lipid-Stoffwechsel, Veranderung des
Kohlenhydrat-Haushaltes, Proteinbiosynthesen) und eine andere
Zusammensetzung von Bestandteilen der DNA schlie3en (vergleiche auch
Kapitel 4.4.2).

Am unteren Rand der graphischen Auswertung der Scores-Plots in Abhéngigkeit
der histologischen Diagnose der basalen Messpunkte und der Messpunkte im
mittleren Epitheldrittel kumulieren einige Praparate (siehe Abbildung 25 und
Abbildung 38).

Um herauszufinden, warum sich diese Gruppe am unteren Rand des
Schaubildes absondert, wurde mittels klinischer Parameter und den Daten der
Aufbereitung oder Messungen am Raman-Spektroskop versucht, eine
Auftrennung eben dieser Gruppe zu erreichen und eventuelle Fehler am Mess-
oder Aufbereitungstag der verschiedenen Gewebeschnitte festzustellen.

Eine genaue Differenzierung der fir die Abspaltung der Gruppierung am unteren
Rand des Schaubildes verantwortlichen Parameter zeigte sich nicht.

Bei der Hauptkomponentenanalyse der Messpunkte im mittleren Epitheldrittel
kann au3erdem beim Vergleich der zweiten und vierten Hauptkomponente eine
signifikante Clusterbildung in Abhangigkeit des Dysplasiegrades beobachtet
werden. Die fir die Auftrennung statistisch relevanten Wellenzahlen, die in den
Loading-Plots dargestellt werden, sind charakteristisch fir Bestandteile der DNA.
Dies kann damit begrindet werden, dass sich die histologische Einteilung der
Dysplasiegrade darauf bezieht, bis in welches Epitheldrittel dysplastische

Veranderungen diagnostiziert werden. So wurden bei leichtgradigen Dysplasien
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bei Messungen im mittleren Epitheldrittel Abschnitte vermessen, die keine
vermehrten Zellteilungen und somit keinen erhéhten Anteil an DNA aufwiesen.
Bei maliggradigen Dysplasien konnte per definitionem in Abschnitten mit oder
ohne erhdhte mitotische Aktivitdt gemessen worden sein, je hachdem wie weit
die dysplastische Verédnderung in Richtung luminal fortgeschritten war. Hingegen
wurde bei schwergradigen Dysplasien in allen Fallen in einem Abschnitt
gemessen, in welchem vermehrt Zellteilungen stattgefunden haben.
Mithilfe der Hauptkomponentenanalyse ist es alles in allem maoglich, die
Studiengruppen des dysplasiefreien Plattenepithels sowie der leicht-, maRig- und
schwergradigen Dysplasien, nicht jedoch die Gruppe der invasiven
Plattenepithelkarzinome zu klassifizieren.
4.4.3.3  Eignung der Hauptkomponentenanalyse zur Klassifikation von mehr
als zwei Gruppen
Mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse zwischen nur zwei unterschiedlichen
Geweben zu differenzieren ist statistisch leichter als zwischen drei oder mehr
Untersuchungsgruppen zu diskriminieren, wie in der dieser Dissertation
zugrundeliegenden Studie versucht wurde (siehe auch Kapitel 4.3.2.4).
Eine Studie von Li et al. evaluierte die Differenzierung der unterschiedlichen
Dysplasiegrade des oralen Plattenepithels mittels Daten aus der Raman-
Spektroskopie. Es wurde die Differenzierungsmdglichkeit von drei
unterschiedlichen Gruppen untersucht. Es konnte dabei sehr gut zwischen einem
oralen Plattenepithelkarzinom und leicht- sowie schwergradigen Dysplasien des
Plattenepithels unterschieden werden (Li et al., 2017). Die Forschungsgruppe um
Li et al. konnte mittels der eingesetzten Methodik jedoch nicht zwischen den
einzelnen Dysplasiegraden untereinander unterscheiden.
Mathematisch stellt die Unterscheidung zwischen funf Gruppen ein schwierigeres
Problem dar, als die Unterscheidung zwischen zwei Gruppen. Statistisch fur funf
Gruppen Besonderheiten zu finden, an denen eine sichere Zuordnung zu einer
Gruppe moglich ist, beschreibt somit eine grol3ere Herausforderung.
Es besteht weiterhin ein Forschungsbedarf hinsichtlich der Differenzierung von
mehr als zwei Untersuchungsgruppen, wie zum Beispiel von leicht-, mafiig- und

schwergradigen Dysplasien.
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Eine Losungsstrategie kann die Zuhilfenahme weiterer Auswertungsmethoden
wie ein hierarchisches Clustermodell sein, um deutlichere Ergebnisse in der

Differenzierung von mehr als zwei Untersuchungsgruppen zu erzielen.

4.4.4 Lineare Diskriminanzanalyse

4.4.4.1 Klassifizierbarkeit der unterschiedlichen Studiengruppen

Es wurde nach der Auswertung der Hauptkomponentenanalyse versucht, mithilfe
einer linearen  Diskriminanzanalyse  zwischen den  verschiedenen
Studiengruppen zu unterscheiden.

Mit dieser Methodik konnen signifikante Ergebnisse erzielt werden. Die
verschiedenen Dysplasiegrade, Keratosen und invasiven Karzinome konnen der
richtigen histologischen Diagnose mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat
zugeordnet werden.

Im ersten Modell wurde die LDA mit den Mittelwertspektren jeder Probe,
basierend auf der ersten bis zur siebten Hauptkomponente, durchgefuhrt.

Mit dem Verwenden der Mittelwertspektren gehen durch die Reduzierung des
Datensatzes zwar einige Daten verloren, dies tragt allerdings zu einer
Homogenisierung des Datensatzes bei. Durch die Reduktion der Datenséatze von
mehreren Einzelspektren auf ein Mittelwertspektrum wird dieses Modell
vereinfacht und dadurch weniger fehleranfallig. Die Bildung von Kovarianzen wird
reduziert.

Das zweite LDA-Modell kann in allen Analysen deutlichere Werte erzielen. In
diesem Modell wurden alle Einzelspektren der Proben beriicksichtigt.

Konkret finden sich sehr gute Differenzierungen zwischen invasiven Karzinomen
und allen anderen Studiengruppen (dysplasiefreies, leicht-, maRig- und
schwergradig dysplastisch verandertes Stimmlippenepithel).

Durch die Verwendung aller Einzelspektren flielBen mehr Informationen in das
Modell ein als in das erste Modell. Dies fuhrt zu einem aussagekraftigeren Modell
aufgrund des gro3eren Datensatzes. Jedoch zeichnet sich dieses Modell durch
eine hohere Fehleranfélligkeit aus. Durch die Verwendung von mehr Daten
kénnen hier auch Kovarianzen dazu fiihren, dass die verschiedenen Gruppen

klassifizierbar sind.

84



Die Klassifikation der verschiedenen Studiengruppen mithilfe einer linearen
Diskriminanzanalyse wurde erfolgreich evaluiert.

Alles in allem beruhen die mathematischen Modelle der linearen
Diskriminanzanalyse jedoch auf einem retrospektiven Datensatz, der noch mit

prospektiven Studien zu validieren ist.

4.4.4.2 Identifikation von Patienten mit Progression zu einem invasiven
Karzinom

Es konnte mit relativ hoher Sicherheit, aufgrund der aus der Raman-
Spektroskopie gewonnenen Informationen, festgestellt werden, ob die
dysplastische oder keratotische Veranderung des Plattenepithels im 5-Jahres-
follow-up maligne entartet und sich zu einem invasiven Plattenepithelkarzinom
entwickelt.

Dieser Zusammenhang konnte bislang aufgrund histologischer Einteilung nur
unzureichend hergestellt werden.

Mit einer Genauigkeit von ungefahr 94 9% kann mithilfe der linearen
Diskriminanzanalyse in Modell 2 prognostiziert werden, ob der Patient spater an
einem invasiven Plattenepithelkarzinom erkrankt. Wenn sich dies in weiteren
Versuchen bestatigt, kénnten sich Konsequenzen fir die Therapie ergeben. So
konnte beispielsweise durch Informationen aus der Raman-Spektroskopie als
gefahrlich  eingestuftes  dysplastisches oder keratotisch  verandertes
Stimmlippengewebe friher oder grof3ziigiger reseziert werden.

Patienten mit diagnostiziertem pathologisch verdndertem Stimmlippengewebe,
das Tendenz zur Entartung aufweist, kénnten in ein engmaschigeres Nachsorge-
System eingepflegt werden. Dies kénnte durch diese Methode identifizierten
Risikopatienten helfen, mdgliche Entartungen zu einem invasiven
Plattenepithelkarzinom zu verhindern oder zumindest frihzeitig zu erkennen.
Anhand der Daten aus der Raman-Spektroskopie kann versucht werden, die
dysplastischen Veranderungen nach dem Risiko der Entwicklung eines invasiven
Plattenepithelkarzinoms im Verlauf zu klassifizieren.

Grundsatzlich kann mithilfe der Klassifizierung mit Spektraldaten aus der Raman-

Spektroskopie eine Verbesserung der gegenwartigen histopathologischen
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Klassifizierung erzielt werden und Patienten mit einer schlechten Prognose

kdnnen besser identifiziert werden.

4.5 Ausblick

Die Raman-Spektroskopie wird in Zukunft in vivo grol3es Potential haben, als
diagnostisches Mittel Verwendung zu finden, auch wenn in der Entwicklung und
Optimierung entsprechender klinisch einsetzbarer Instrumente noch erhebliche
Entwicklungsarbeit zu leisten sein wird (Hanlon et al., 2000).

Vorteil dieser nicht invasiven Methode ist die gewebeschonende
Vorgehensweise (Hughes et al., 2010), welcher bei Resektionen im Bereich der
Stimmlippen zum Erhalt der Stimmqualitat enorme Bedeutung zukommt.

Um die Anwendung der Raman-Spektroskopie erfolgreich in die klinische Arbeit
zu integrieren, musste ein standardisiertes Setup der Messungen etabliert
werden. Es muss sichergestellt sein, dass die Spektraldaten nur biologische
Informationen des Gewebes widerspiegeln.

Dartber hinaus mussen entsprechende Messstellen mit der klassischen
Histologie korreliert werden, um das Vermessen des richtigen Areals im Gewebe
zu garantieren, damit eben dysplastische Veranderungen oder maligne entartete
Veranderungen des Epithels vermessen werden.

Bisher liegen nur wenige Studien vor, die Spektraldaten der Raman-
Spektroskopie mit klinischen Aspekten korrelieren.

Hierzu bedarf es noch prospektiver Studien, klinischer Testung und Evaluation
des Verfahrens, um den Erhalt von Mehrinformation gegenuber
histopathologischen Methoden sicherzustellen. Nicht zuletzt, um den erhdhten

Kosten- und Zeitaufwand der Methode zu rechtfertigen.
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5. Zusammenfassung

Leukoplakien der Stimmlippe konnen verschiedene histopathologische
Diagnosen wie beispielsweise Hyper- oder Parakeratosen, dysplastische
Prozesse oder invasive Karzinome des Epithels zugrunde liegen.

Bisher werden klinisch detektierte Leukoplakien nach Probeexzision und
histologischer Aufarbeitung anhand verschiedener histomorphologischer
Klassifikationssysteme, wie zum Beispiel dem System der WHO oder dem
sLjubljana classification“-System, eingeordnet.

Hinsichtlich der Aussagekraft in Bezug auf die Prognose einer Entwicklung eines
invasiven Plattenepithelkarzinoms sind die genannten Systeme jedoch
eingeschrankt.

In der Raman-Spektroskopie wird das zu untersuchende Gewebe mit einem
Laser bestrahlt. Die beim Durchdringen des Materials entstehende Raman-
Streuung ist charakteristisch fur verschiedene Molekule und Bindungen. So kann
mithilfe dieser Methodik auf die molekularbiologische Zusammensetzung des
Gewebes geschlossen werden.

In dieser Arbeit wurde die Klassifikation verschiedener Dysplasiegrade des
Stimmlippenepithels mittels Spektraldaten aus der Raman-Spektroskopie
nachvollzogen und erortert, ob aus den gewonnenen Informationen auf das
Risiko der Entstehung eines invasiven Plattenepithelkarzinoms geschlossen
werden kann.

Durch den Vergleich der Mittelwertspektren dysplasiefreier, dysplastischer und
maligne  entarteter ~ Gewebeproben  sowie der  Methodik  einer
Hauptkomponentenanalyse kann auf eine unterschiedliche Zusammensetzung
der Studiengruppen an Bestandteilen der DNA, Proteine, Lipide und
Kohlenhydrate geschlossen werden.

Unter Verwendung einer linearen Diskriminanzanalyse wurden Modelle erstellt,
um die Klassifizierbarkeit der verschiedenen Studiengruppen nachzuvollziehen.
AulRerdem wurden die Modelle auf die Aussagekraft einer Prognose hinsichtlich
einer moglichen Karzinomentwicklung tberpruft.

Durch diese Modelle kdnnen gute Differenzbarkeiten durch die Spektraldaten der

einzelnen Studiengruppen untereinander erreicht werden
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(Genauigkeit 65 - 100 %). Zudem kann mit hoher Spezifitdt (77 %, 95 %),
Sensitivitat (58 %, 98 %) und Genauigkeit (69 %, 94 %) prognostiziert werden,
ob sich beim jeweiligen Patienten ein invasives Plattenepithelkarzinom der
Stimmlippe entwickeln wird.

Um die erlangten Erkenntnisse zu validieren und das Verfahren in den klinischen

Alltag zu integrieren, bedarf es jedoch prospektiver Studien.
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