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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die Bedeutung der Stimme

,»Zeichnen ist Sprache flr die Augen, Sprache ist Malerei fir das Ohr.*

[Herv. durch den Verf.] (J. JOUBERT, 1838)

Die Stimme ist neben dem Augenlicht eines der wichtigsten Giiter des Menschen. Dies
verdeutlichen Aussagen von DUFLO et al. (2006, S. 2171), die in Stimmerkrankungen eine
Einschriankung der Lebensqualitdt in jedem Lebensbereich sehen. Untersuchungen von
RUBEN (2000, S. 241ff.)) zu Folge, liegt der volkswirtschaftliche Verlust durch eine
beeintrichtigte Kommunikationsfahigkeit allein in den USA bei tiber 150 Mrd. USS$ jahrlich.
Besonders schwer in eine Arbeitsstelle zu vermitteln sind diejenigen, deren stimmliche
Kommunikation eingeschrinkt ist. Ganz unabhidngig davon ist es flir den Betroffenen und
dessen Angehorige ein schwerer Schicksalsschlag, wenn durch Stimmfunktionsstérungen der

Informationsaustausch beeintrichtigt ist.

Aus den genannten Griinden sind Maflnahmen zur Wiederherstellung der physiologischen
Stimmfunktion erklértes Ziel der Phonochirurgie und Inhalt dieser Arbeit. Das erste Kapitel
befasst sich mit den Voraussetzungen fiir eine physiologische Phonation. Im Mittelpunkt des
zweiten Kapitels steht der Vergleich géngiger Verfahren zur Stimmrehabilitation sowie
herkdmmlicher Kehlkopfmodelle. Gegenstand des dritten Kapitels ist die Entwicklung eines
Modells zur Stimmlippenaugmentation am Beispiel von Kollagen, Hyaluronsdure und
Fibringel. Die Auswertung der Experimente erfolgt im vierten Kapitel und beriicksichtigt
hochgeschwindigkeitsglottographische, histologische sowie rheologische Eigenschaften der
drei Augmentationsmaterialien. Zum Abschluss wird diskutiert, inwieweit das Modell den

Anforderungen geniigt und Fibringel klinisch einsetzbar ist.

1.2 Anatomie des Kehlkopfes

Die folgende Darstellung lehnt sich an ALZHEIMER et al. (2007 S. 154), BOENNINGHAUS
et al. (2005, S.239ff.)) und SOMMER (2006, S. 7ff.) an. Sie haben die Anatomie des
menschlichen Kehlkopfs wie folgt beschrieben:



1 Einleitung

Der Kehlkopf, Larynx, befindet sich auf Hohe des 5. und 6. Halswirbels, wobei die Lage
abhéngig von der Funktion bis zu zwei Zentimeter variieren kann. Die Kehlkopfknorpel,
Cartilagines laryngis, bilden das Wandskelett des Kehlkopfes; durch die inserierende
Muskulatur sind die Knorpel im Bereich der Gelenke gegeneinander beweglich. Der
Schildknorpel, Cartilago thyroidea, und der Ringknorpel, Cartilago cricoidea, zihlen zu
den groBen Kehlkoptknorpeln. Die beiden Stellknorpel, Cartilagines arytenoideae, und der
Kehldeckel, Cartilago epiglottica, gehoren zu den kleineren. Zwei paarige Schleimhautfalten,
die Taschenfalten, Plicae vestibulares, und die Stimmlippen, Plicae vocales, teilen die

Kehlkopfhohle, Cavitas laryngis, in drei Etagen:

e Vestibulum laryngis, supraglottischer Raum
e Cavitas laryngis intermediale, Glottis

e Cavitas infraglottica, subglottischer Raum

Der Kehlkopfeingang und die mechanisch stark beanspruchten Stimmlippen sind mit
mehrschichtigen Plattenepithel ausgekleidet. Alle anderen Bereiche sind von respiratorischen

Epithel (mehrreihiges Flimmerepithel) bedeckt.

Epliglogtis —— \i
argepigiottische Falie — =SS

]
[

Recessus pirifoamis —— a8 '
Taschenlalte | ] A

Wentricubus Morgogry e . 3 = }__ Il
Simmbnd B "d Glotti

Schildknerpel < d

supraglottischer Raum

Stimmlippe mit WL vocalls 1 ’ subglonischer Raum

Rimgknorpel

[rachesspange

Abb. 1: Querschnitt durch das Kehlkopfinnere (Quelle: BOENNINGHAUS et al. 2005, S. 241)
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1 Einleitung

Die Abbildung von BOENNINGHAUS et al. (2005, S. 241) zeigt das Kehlkopfinnere
schematisch. Besondere Relevanz besitzt nach Meinung des Autors die Lage der Stimmlippen.
Deren Aufgabe liegt sowohl in der Modulation des Luftstroms (vgl. KOB 2002, S. 114), als
auch im Verschluss der Trachea. Dies ermoglicht den physiologischen Ablauf der Atmung
und des Schluckvorgangs (vgl. BOENNINGHAUS et al. 2005, S. 239; ALZHEIMER et al.
2007, S. 154). Folgt man den Uberlegungen von BOENNINGHAUS et al. (2005, S. 239),

wirken sich Stérungen in diesem Mechanismus negativ auf die Lebensqualitit aus.

1.3 Ablauf der Phonation

Was hat eine Trompete mit der Phonation gemeinsam?

Abb. 2: Trompete mit Mundstiick (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

Gemdl der Ausfithrungen von KHOSLA et al. (2008, S. 134) entsteht der Klang durch die
Stimmlippenvibration und wird anschlieBend vom Vokaltrakt gefiltert. TITZE et al. (1996,
S.2234) bezeichnen den Epilarynx (den zum Mund gerichteten Anteil des Kehlkopfes)
treffend als Mundstiick einer Trompete. Seine Aufgabe besteht darin, die hohe innere
Impedanz (korpereigener Widerstand) der Glottis der niedrigen Impedanz des Stimmtraktes
und des freien Raumes anzupassen. Mit Hilfe von Tierversuchen wiesen KHOSLA et al.

(2008, S. 136) nach, dass ein stabiler Ton aus Flussraten von 350-410 cm?/s resultiert.
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1 Einleitung

Exakt beschreiben ALZHEIMER et al. (2007, S. 155) den Vorgang bei der Phonation:
Vorraussetzung ist die BERNOULLI-Schwingung der Stimmlippen. Diese entsteht durch
Ausatmen gegen die verschlossenen Stimmlippen. Kennzeichen sind periodische Anderungen
von Druck und Stromungsgeschwindigkeit. Hat der subglottische Druck Werte tiber 500-1500
Pascal [Pa] erreicht, 6ffnet sich die Stimmritze und die Luft kann hindurch stromen. Dem
Gesetz von BERNOULLI folgend, fiihrt eine erhohte Stromungsgeschwindigkeit in
Glottisndhe zu einem Unterdruck, der die Stimmlippen wieder anndhert und die Glottis
verschlieBt. Bei der Exspiration steigt der subglottische Druck wieder, bis die Luft durch die
Stimmritze erneut entweichen kann. Dabei hat die Spannung der Stimmlippen Einfluss auf die
Stimmfrequenz. Diese ist definiert als die Hiufigkeit mit der das Offnen und SchlieBen der
Stimmlippen aufeinander folgt. Das Stimmspektrum variiert zwischen 80 und 1400 Hertz [Hz]
und ist zusétzlich von der Stimmlippenlédnge abhingig.

Man findet folgende Einteilung (vgl. ALZHEIMER et al. 2007, S. 155):

Alt | |
Tenor 7 | |
Bass 7 q
0 500 1000 1500

Frequenz [Hz]

Abb. 3: Einteilung der Stimmfrequenzen (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

e Bass: 80-450 Hz
e Tenor: 120-650 Hz
o Alt: 160-880 Hz
e Sopran: 220-1400 Hz
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1 Einleitung

Der Klang enthélt ein reiches Spektrum an verschiedenen Tonen. Geschulte Stimmen erzielen
Werte iiber 100 Dezibel [dB] SPL (Sound Pressure Level, zu deutsch Schalldruckpegel)
gemessen in einem Meter Entfernung zur Schallquelle. Es handelt sich dabei um eine
technische Grofe, die in Dezibel angegeben wird und nur bedingt Riickschliisse auf die
wahrgenommene Empfindung zuldsst. Dies entspricht einem subglottischen Druck von

1500 Pa (vgl. ALZHEIMER et al. 2007, S. 155).

AnschlieBBend folgt die Artikulation: Im Ansatzrohr, das Mund-, Rachen- und Nasenraum
umfasst, wird die Stimme moduliert. Ebenfalls Einfluss auf das Frequenzspektrum haben
Rachenwand, Zunge und Wangen, welche die Resonanzeigenschaften des Ansatzrohres
andern. Der niedrigste Druck, der gerade eine Schwingung erzeugt, wird als Grenzdruck
bezeichnet (vgl. ALZHEIMER et al. 2007, S. 155). Stimmlippengeometrie und viskoelastische
Eigenschaften bestimmen die Stimmlippenschwingungen. Viskoelastizitdt ist durch ein partiell
elastisches und zugleich viskoses Verhalten gekennzeichnet. Diese besonderen Merkmale
bezeichnen TAO et al. (2007, S. 1637) und TITZE (1988 S. 1536, 1989 S. 901) als
proportional zu der Glottiskonfiguration und den Gewebeeigenschaften. Das Ziel TITZEs
(1988, S. 903) war, die Relation zwischen Schwingungsamplitude und subglottischem Druck
zu quantifizieren. Dies gelang durch Beobachtungen des Kehlkopfes mittels
Videostroboskopie: groBlere Drucke erzeugen groflere Amplituden. Er kommt zu dem
Ergebnis, dass die Amplitude anndhernd mit der Quadratwurzel des subglottischen Drucks

korreliert.
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2 Zielsetzung

2 ZIELSETZUNG

2.1 Beschreibung der Stimmlippenaugmentation

Wenn nach Recurrensparesen kein Anhaltspunkt zur Remission besteht, kann eine
Stimmlippenaugmentation indiziert sein (vgl. LUERBEN 2005, S.1, ROSANOWSKI et al.
1996, S. 290). Der folgende Abschnitt lehnt sich an BOENNINGHAUS et al. (2005, S. 290)
an, welche die Auffassung vertreten, dass eine Schidigung des N. recurrens negative
Auswirkungen auf eine bzw. beide Stimmlippen haben kann. Ldhmungen der Stimmlippe sind

grundsitzlich als Symptom zu werten und konnen unterschiedlichste Ursachen haben (vgl.

BOHME 2003, S. 242):

e Bronchialkarzinome: Recurrensparesen infolge von Bronchialkarzinomen nehmen an
Hiufigkeit zu. Vorwiegend linksseitig, hdufigste Ursache einer Stimmlippenldhmung
e Strumektomie: Zweithdufigste Ursache einer Stimmlippenldhmung
e Osophaguskarzinom: oberes Drittel, postoperativ
e Mediastinalerkrankungen: M. Hodgkin, Non-Hodgkin-Tumoren, Metastasen
e Osophagusoperationen: Pulsionsdivertikel
e Neck dissection
e scharfes oder stumpfes Halstrauma
e Intubationsnarkose: Uberdehnung des N. vagus durch Lagerung
e Entziindliche Erkrankungen: Grippe, Neuroborreliose
e Neurotoxisch: medikamentds bedingte Vagus-/Recurrensparesen (z.B. Zytostatika wie
Vincristin)
e Herz- und GefaBerkrankungen: a. Aneurysma der Aorta
b. Ortner Syndrom bei Vitien, Perikarditis
c. nach herzchirurgischen Eingriffen
(Ductus Botalli, Herz-Lungen-Transplantation)

d. rekonstruktive Karotischirurgie

Ein weiterer Grund besteht in myogenen L&hmungen durch direkte Schiadigung der

Kehlkopfmuskulatur  (Entziindungen, Diphtherie). Danach Dbleibt gelegentlich ein
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2 Zielsetzung

ungeniigender  Glottisschluss  zurlick, eine so genannte Internusschwéche. Bei
Spiegeluntersuchungen zeigt sich ein ovoldrer Spalt zwischen den Stimmlippen. Ein dhnlicher
Befund besteht bei sehr geschwichten Patienten oder im hohen Alter aufgrund geringerer
Spannung der Stimmlippen. Man spricht dann von Presbysphonie (vgl. BOHME, S. 239f).
Gemdl der klinischen Erfahrung von HACKI et al. (1999, S. 508) hat die temporire
Behandlung von Glottisschlussinsuffizienzen mittels Stimmlippenaugmentation bestehende
Relevanz. Diese Technik erlaubt eine Anndherung der Stimmlippen von extern bzw. intern.

Der erzielte Glottisschluss ist Grundvoraussetzung zur Phonation.

Lahmungen der Stimmlippe konnen auBlerdem bei Schadigung des N. vagus auftreten. Neben
der Parese aller Muskeln verharrt die geldhmte Stimmlippe in Mittelstellung zwischen
Offnung und Schluss, so dass kein Glottisschluss mdglich ist. Die geeignete Therapie besteht
in einer Stimmlippenaugmentation bzw. einer Thyreoplastik (vgl. BOHME 2003, S. 203f.).

Eine weitere Indikation stellen Substanzdefekte dar wie der Sulcus glottidis, der sowohl
angeboren als auch erworben sein kann: Die Langsfurche entlang der medianen Stimmlippe
beruht auf Adhésion des Stimmlippenepithels mit dem Ligamentum vocale und ist einseitig
haufiger zu finden. Dabei sind keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bekannt (vgl.
BOHME 2003, S. 203f.). Neben konservativer Stimmtherapie wird ein phonochirurgischer
Eingriff empfohlen. Maflnahmen zur Wiederherstellung der Stimme werden unter dem Begriff
Phonochirurgie subsumiert. Grundsétzlich stellt die Phonochirurgie bei klarer
Indikationsstellung eine Alternative zur konservativen Stimmtherapie dar (vgl. BOHME 2003,
S. 265). Diese Eingriffe sollten jedoch nicht isoliert durchgefiihrt werden. Nachstehend
aufgefiihrte Behandlungen sind im Rahmen des Eingriffs ebenfalls durchzufiihren (vgl.
BOHME 2003, S. 265):

e Medikamente
e Stimmtherapie (prd- und postoperativ)
e Psychotherapie

e Chirurgie

15



2 Zielsetzung

Diese komplexe Behandlung sollte praoperativ entsprechend vorbereitet werden. Es erfolgt
eine Absprache der zu erwartenden Stimmfunktion sowie der Patientenwiinsche hinsichtlich
Klang, Belastbarkeit und Durchdringlichkeit. Zusétzlich sind in diesem Zusammenhang
konservative Verfahren zu iiberpriifen. Die Phonochirurgie umfasst auch die postoperative
Behandlung: Diese sieht zehn Tage Stimmruhe bei Glottisplastik vor (Gefahr der
Nahtdehiszenz und der Lappendestruktion) sowie eine modifizierte Stimmruhe. Diese
Malnahme bedeutet kein Sprechen {ber ldngere Zeit, kein Schreien, Singen oder

Unterrichten, kein Sprechen im Léarm, kein Telefonieren, kein Riuspern oder Husten, kein

Fliistern, kein Alkohol und kein Rauchen. Auf eine begleitende stroboskopische Untersuchung

sollte keinesfalls verzichtet werden (vgl. BOHME 2003, S. 265).

Ab. 4: Procedere bei der Stimmlippenaugmentation (Quelle: WITTEKINDT 2008, S. 46)

Die Abbildung von WITTEKINDT (2008, S. 46) veranschaulicht die iibliche Vorgehensweise
bei einer Stimmlippenaugmentation. Unter Lokalandsthesie wird mit einer Kaniile die
entsprechende Stimmlippe augmentiert, wobei bei den Versuchen auf eine Applikation in den
lateralen Bereich des M. vocalis oder zwischen M. vocalis und M. thyroarytenoideus geachtet
wird. Nach Ansicht von HACKI et al. (1999, S. 509) verhindert dies eine Fiillung des
REINKE schen Raumes, die negative Auswirkungen auf die Stimmbildung hétte, da es zu
einer Versteifung der Stimmlippen kommen kann. Dies stellt eine Innovation dar, da
iiblicherweise in die Lamina propria randkantennah augmentiert wird. Der Sinn besteht
darin, die Stimmlippe nach medial zu verlagern und somit einen Glottisschluss und damit auch

die fiir die Phonation bendétigte Schwingung zu erzielen. ROSANOWSKI et al. (1996, S. 290)
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2 Zielsetzung

betonen, dass diese phonochirurgischen MaBBnahmen lege artis nicht vor Ablauf eines Jahres
nach Auftreten der Parese indiziert sind, da es hdufig zu einer Spontanremission kommen

kann.

Vorteile der Stimmlippenunterfiitterung sind laut WITTEKINDT (2008, S. 46):

Die kurze Operationszeit fiir einen endoskopisch durchfiihrbaren Eingriff mit niedriger
Komplikationsrate ohne sichtbare Narben. Dies ist gerade im dsthetisch anspruchsvollen
Kopf-, Halsbereich fiir den Patienten relevant. Fiir diesen Eingriff stehen verschiedene
Materialien zur Verfligung, die sowohl resorbierbar, als auch nicht resorbierbar sind. Eine
Korrektur ist bei allen Materialien moglich. Auf die einzelnen Produkte soll im folgenden

Abschnitt eingegangen werden.

2.2 Synopsis herkdmmlicher Augmentationsmittel

FORD (2008, S. 1711ff.) beschreibt chronologisch die Entwicklung der verschiedenen
Injektionsmittel:

1911 wurde zur ersten Stimmlippenaugmentation Paraffin benutzt. 50 Jahre spéter gelang es
ARNOLD (1963, S. 179ff.) Teflon (Polytef Paste) zu injizieren. Die heute immer noch
aktuellen Grundsitze fiir Stimmlippenaugmentationsmaterial wurden ebenfalls von ihm

festgelegt:

1. vom Host toleriert
2. leicht zu applizieren

3. ausreichend stabil

Dem ersten Anschein nach entsprach Teflon diesen Kriterien. Laborstudien hingegen wiesen
Granulombildung und Teflonpartikelwanderung nach. ROSANOWSKI et al. (1996, S. 292)
betonen, dass durch die Teflonmigration der REINKE "sche Raum obliterieren kann. Dies fiihrt
zu  ungiinstiger  Narbenbildung.  Objektive = Untersuchungsmethoden (wie  z.B.
Videostroboskopie) bestétigten die schlechten Eigenschaften und forcierten die Suche nach

einem optimalen Injektionsmaterial gemiB den ARNOLD’schen Paradigmen. Friihe
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2 Zielsetzung

Teflonvariationen wie Silikon und Bioplastik wurden zu Polyacrylamid Hydrogel und
Hydroxylapatit weiterentwickelt. Zusétzlich erleichterte der technische Fortschritt die exakte
Positionierung des Implantats. HIRANOs (1974, S. 89ff.) histologische Aufarbeitung der
Stimmlippenstruktur fiihrte zu Versuchen, Rinderkollagen in die tiefe Lamina propria zu
injizieren, die von Natur aus besonders kollagenreich ist. Kollagen erfiillte zwei
Vorraussetzungen fiir ein gelungenes Implantat, leichte Injektion bei guter biologischer
Vertraglichkeit, hatte aber in vivo eine ungewiss lange Persistenz. Studien von HACKI et al.
(1999, S. 511) zeigen, dass Kollageninjektionen hinsichtlich des Schwingungsverhalten der
Stimmlippen, verglichen mit Teflon und Gelatine, klinisch akzeptabel sind. Negative Aspekte
sind voraussichtlich auf Diffusion in den paraglottischen Raum zuriickzufiihren. Ein weiterer
Nachteil besteht in der relativ kurzen Resorptionszeit von vier bis zwolf Monaten. Bedingung
ist zudem ein negativer, intrakutaner Allergietest, der mindestens vier Wochen erfordert.
Diese Nachteile fithrten zur Entwicklung weiterer Biomaterialien wie Kollagenvariationen,
Fett, Faszie und azellulire Matrix. Autologe Faszie ist besonders tauglich fiir Injektionen in
den REINKE schen Raum, weniger geeignet dagegen fiir den Muskel. Langzeitstudien iiber
36 Monate von TSUNODA et al. (2001, 453ff.) und REIJONEN (2002, S. 523ff.) wiesen

positive Eigenschaften nach.

Eine weitere Eigenschaft von Augmentationsmitteln konnte nachgewiesen werden:

Die entsprechende Porositit ermoglicht das Einsprossen von Blutgefilen im
Empfingerorganismus. Diese Vaskularisierung ist Basis der Gewebeintegration. Fett hat sich
entsprechend der Meinung von HSIUNG et al. (2000, S.1026ff.), REMACLE et al. (2001,
S. 393ff.) und Mc CULLOCH et al. (2002, S.1235ff.) nicht durchsetzen kdnnen. Histologische
Analysen kombiniert mit biomechanischen Versuchen riickten Hyaluronsdure in den Fokus
wissenschaftlicher Untersuchungen. Interessant ist ihr vermehrtes Vorkommen in fetalen
Wunden, die narbenfrei abheilen (vgl. ROUSSEAU et al. 2004, S. 767). Diese Eigenschaften
stammen daher, dass Hyaluronsdure frither als Kollagen in der Lage ist, Gewebe umzubauen.
Postoperative Erfolge sorgen fiir einen steigenden FEinsatz von Hyaluronsdure. Auf
molekularer Ebene erklirt sich ihr Erfolg darin, dass die extrazellulire Matrix (EZM) der
Stimmlippe aus unterschiedlichen Molekiilen besteht, die fiir das charakteristische

Schwingungsverhalten sorgen. Das Glycosaminoglycan Hyaluronsdure beeinflusst die
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2 Zielsetzung

viskoelastischen Eigenschaften durch Fliissigkeitsgehalt und Dicke der Lamina propria und ist
ein besonders geeignetes Biomaterial zur Geweberegeneration. Die enzymatische Entfernung
von Hyaluronsdure aus der Lamina propria sorgte fiir eine nachlassende Steifigkeit der
Stimmlippe um 35 %, wihrend die dynamische Viskositét bei Frequenzen iiber 1 Hz um 70 %
anstieg. CHAN et al. (2001, S. 607ff.) zog daraus den Schluss, dass Hyaluronsdure
wahrscheinlich die Gewebeviskositdt einstellt, die die Grundvoraussetzung fiir eine
physiologische Phonation ist (vgl. ROUSSEAU et al. 2004, S. 767). Hyaluronsdure-Hydrogele
verursachen keine immunologischen Abwehrreaktionen. Sie verweilen linger im Korper als
reine Hyaluronsdure, wie DUFLO (2006, S. 2172) betont, dennoch werden sie vom

Organismus nach und nach resorbiert.

FORD (2008, S. 1712) sieht das Ziel von Tissue engineering darin, injizierbare Materialien
zu entwickeln, die nicht allein passive Fiillstoffe sind, sondern physiologisches Gewebe
wiederherstellen sollen. Stimmlippen erfordern wie jedes andere Gewebe eine Kombination

aus Zellen, Stiitzgeriist und Signalmolekiilen.

Ex vivo Modelle konnen die mechanischen Eigenschaften simulieren. Von extern bieten sich
weitere Moglichkeiten zur Wiederherstellung der Stimmlippenkontur an:

Autologer Knorpel und Fremdmaterial wie Metalllegierungen oder Polymerisate. Wegbereiter
war die HNO- Abteilung des Krankenhauses der Barmherzigen Briider in Wien, die erstmals
Hydroxylapatit implantierten. Physiologisch kommt dieses biokompatible Material im
Knochen und im Zahnschmelz vor und hat den Vorteil, in der Rontgendiagnostik keine
Artefakte zu bilden. Gerade bei Tumorpatienten mit Rezidivgefahr ist dies ein entscheidender
Faktor. Negative Aspekte dieser Materialien bestechen in der potentiellen

Allergisierungstendenz sowie Migrationsgefahr.

2.3 Eigenschaften von Fibringel
Angesichts der Nachteile der auf dem Markt befindlichen Augmentationsmaterialien, wéchst
das Interesse an einem Material, das optimierte biomechanische FEigenschaften mit

Langzeitstabilitit und Vertrdglichkeit kombiniert. Fibringel stellt eine Modifikation von
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Fibrinkleber dar, der seit iiber 20 Jahren medizinisch genutzt wird (vgl. EYRICH 2006,
S.13). Laut EYRICH (2006, S. 52) kann man annehmen, dass Fibringel in vitro wenigstens
zwOlf Monate stabil ist. Von EYRICH et al. wurde das Fibringel wie folgt modifiziert:

5 Units (U) Thrombin mit der gleichen Menge an 10 % Fibrinogen mischen. Nach
45 Sekunden geliert es aus und ist bereits nach zehn Minuten schnittfest. Nach weiteren

40 Minuten ist das Gel komplett polymerisiert (vgl. EYRICH 2006, S. 69).

Da Fibringel in vitro exzellente Ergebnisse geliefert hat, bietet sich der Schritt an, im
Kehlkopfmodell weitere Erfahrungen zu sammeln, um die klinische Praktikabilitidt zu
erforschen. Durch das spezielle Mischkaniilensystem werden die beiden Komponenten erst
kurz vor der Injektion gemischt. Dies ermdglicht die einfache Applikation im fliissigen
Zustand bevor das Gemisch am Zielort aushértet. Aufgrund der Zeitspanne von 45 Sekunden
kann die Strecke in der 10,4 cm langen Kaniile zwischen Mund und Stimmlippe problemlos

uberwunden werden.

Abb. 5: Fibringel-Mischkaniile (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

Den ARNOLD schen Paradigmen folgend, ist neben der einfachen Applizierbarkeit und der
Langzeitstabilitdit besonders die biologische Vertrdglichkeit von Relevanz (vgl. ARNOLD
1963, S. 179ff.). Auch in dieser Hinsicht zeigt Fibringel klinisch akzeptable Ergebnisse. Da
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die einzelnen Bestandteile in der intrinsischen Blutgerinnungskaskade vorkommen, sollten sie
im menschlichen Organismus keine allergischen Reaktionen hervorrufen (vgl. EYRICH 2006,
S. 14), insbesondere wenn sie vor der Augmentation aus dem Empfangerblut isoliert wurden.
Die folgende Abbildung zeigt, dass Thrombin im letzten Schritt der Blutgerinnung Fibrinogen
in Fibrin umwandelt (vgl. LOFFLER et al. 1998, S. 923).

stahilas Fibrinpolyrrier =—— jnstzbiles fibrinzarymer =—— Tibrinmoname: =—— Fibrinogen

Fillla s—— Fxll

e

Frathrombin
.

FRl — " tEla
&

i
Kantakt mit subendathelialer batriz
ritravaskulares Seslzm

Abb. 6: Fibrin in der menschlichen Blutgerinnung (Quelle: LOFFLER et al. 1998, S. 923)

Diese Schritte laufen physiologisch stindig im Korper ab und befinden sich durch die
Fibrinolyse im Gleichgewicht. Plasmin lysiert das Fibringerinnsel wieder und beugt der

Thrombenbildung vor.

Um ein Augmentationsmaterial zu kreieren, das auf lange Sicht hin mechanisch stabil ist, gibt
es die Moglichkeit, Fibringel als Matrix fiir andere Zellen zu nutzen. Die Uberlegungen von
EYRICH (2006, 15ff) fiihrten dazu, Chondrozyten (5 Mio. in 200 ul Fibringel) als
,Fullkorper zu verwenden. Diese Zellpopulation zeichnet sich dadurch aus, dass sie

physiologisch im Kehlkopf vorkommt und zudem ein inertes Verhalten zeigt. Das bedeutet,
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dass sie nicht proliferativ oder kanzerogen ist. Ein ungehemmtes Wachstum wére katastrophal,
da der Kehlkopf die engste Stelle der Atemwege ist. Knorpel gilt entsprechend der
Ausfiihrungen von BUCHELER et al. (2003, S. 549) als Goldstandard in der rekonstruktiven
Chirurgie. Da er normalerweise avaskuldres Gewebe ist, besitzt er ein niedriges
Regenerationspotential. Im Fibringel behalten die Chondrozyten ihre runde Form, sie
dedifferenzieren nicht und produzieren extrazellulire Matrix (vgl. HOMMINGA et al. 1993,
S. 441ff., FORTIER et al. 1998, S. 514ft.). In der Studie von EYRICH (2006, S. 52) wurde
nachgewiesen, dass Fibringel als dreidimensionales Gerlist fiir die Kultivierung von
Chondrozyten geeignet ist. Der Vorteil besteht darin, dass die Zellen im Fibringel suspendiert
werden konnen. Das Gemisch wird anschlieend in den Defekt injiziert. Dieses Procedere ist

minimal invasiv und wenig belastend fiir den Patienten (vgl. EYRICH 2006, S. 16).

Ziel des modernen Tissue Engineerings ist, wie FORD (2008, S. 1712) eingehend darlegte,
eine interdisziplindre Zusammenarbeit, die im Idealfall, verglichen mit einer rein passiven
Implantation, zu einer Geweberegeneration fiihrt. Eine Stimmlippenaugmentation mit
Fibringel und Zellen wiirde im Sinne der ,,zelluldren Therapie* eine Regeneration statt einer

Reparatur zur Folge haben.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Préaparation des Kehlkopfmodells

Schweinekehlkdpfe wurden so prépariert, dass die extralaryngale Muskulatur entfernt wurde
und die Trachea iibrig blieb. AnschlieBend wurden sie gesdubert und vor der endgiiltigen
Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Kein Schwein wurde zum Zweck dieser Arbeit getdtet. Zum
Zeitpunkt des Schlachtens waren die Tiere 90 Tage alt. Entscheidend fiir die Klangqualitét ist
die Art des Einfrierens: Ideal ist, wenn dieses schnell erfolgt und die Kehlkopfe langsam
wieder aufgetaut werden. Diese Vorgehensweise bewahrt die viskoelastischen Eigenschaften

des Gewebes (vgl. CHAN et al. 2003, S. 3841t.).

Die Kehlkopfe wurden so préipariert, dass sie die vergleichenden Untersuchungen
ermdglichten. Dabei wurde sowohl auf Ubersichtlichkeit als auch auf Funktionalitit geachtet.
Dank der anatomischen Ahnlichkeit zum menschlichen Kehlkopf ist es mdglich, Riickschliisse
auf die klinische Anwendung zu ziehen. Es liegt die Intention zu Grunde, alle
labortechnischen Vorraussetzungen zu schaffen, um in einem zweiten Schritt die in vivo
Vertrdglichkeitsstudien am Versuchstier sowie am menschlichen Probanden zu starten. Fiir
das Modell wurde das supraglottische Gewebe entfernt, um eine bessere Ubersicht zu
gewihrleisten. Von den beiden Stimmlippenpaaren wurden die oberen Stimmlippen anhand
zweier Einzelknopfnéhte lateral fixiert. Dafiir eignen sich monofile, nicht resorbierbare
Resolon® Nahte (Resorba® Niirnberg). Abbildung 7 zeigt exemplarisch einen vorbereiteten
Kehlkopf.

Abb. 7: Stimmlippenfixierung mit Resolon® -Fiden (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)
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Die urspriinglichen Bestrebungen, die oberen Stimmlippen zu entfernen, wurden verworfen,
weil durch die zwangslaufige Verletzung des Epithels keine saubere Unterscheidung zwischen
unteren und oberen Stimmlippen vorgenommen werden konnte, ein intaktes Epithel jedoch die
Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche in vitro Augmentation ist. Die Lange der Luftrohre,
Trachea, hat ebenfalls Auswirkungen auf den Klang. Entscheidend ist, dass die

Stromungsverhéltnisse an den Stimmlippen linear sind.

Abb. 8: Testreihe mit Kehlkopfen, sortiert nach Trachealdnge von 3-8 cm aufsteigend
(Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

In zahlreichen Vorversuchen erwies sich eine Linge der Trachea von acht bis zehn
Zentimeter als optimal, um das Risiko von Resonanzen zu reduzieren. Diese Trachealdnge
wurde auch in anderen Studien als geeignet betrachtet (vgl. ZHANG et al. 2006, S. 1558). Die
Abbildung 8 zeigt eine Testreihe von Kehlkdpfen mit einer Trachea von drei bis acht

Zentimeter Lange.
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3.2 Versuchsaufbau

Fiir einen dichten Abschluss wurde die Trachea auf einem stabilen Kunststoffadapter mit
0,8 cm Durchmesser mittels einer Schelle fixiert. Der Druck wurde auf 0,2-0,3 bar eingestellt.
Die Stimmlippen wurden in der Stativklemme angenéhert. Bei provozierten Glottisschluss
wurden die Stimmlippen in einem 45° Winkel am besten zum Schwingen angeregt. Die Luft
wurde in Anlehnung an ALIPOUR et al. (1997, S. 187) erwarmt und befeuchtet. Statt einer
Conchathermeinheit wurde ein selbstgebauter Luftbefeuchter dazwischen geschaltet. Dieser
besteht aus einem mit Wasser gefiillten Glas, das auf einer Heizplatte auf 75 °C erwidrmt wird.
So wird ein Aerosol erzeugt, das in das System eingeschleust werden kann. Die Abbildung
zeigt den Luftbefeuchter, dessen zu- und abfithrender Schlauch nicht in das Wasser reichen

darf, damit der Widerstand im Gesamtsystem nicht zu hoch ist.

Abb. 9: Luftbefeuchter mit Stativklemme (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)
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Folgender Versuchsaufbau wurde entwickelt: Mithilfe eines Manometers wird die zufiihrende
Luft reguliert und iiber den Luftbefeuchter geleitet. Dieser ist mittels eines Adapters direkt an
die Trachea angeschlossen und in einem Stativ in der Héhe von 23 cm fixiert, so dass die
Trachea senkrecht hdngen kann. Stromungsgiinstig ist ein 45° Winkel der Stimmlippen in
6,5 cm Abstand zum Endoskop der Hochgeschwindigkeitsglottographie-Kamera. Dieses ist in
ein zweites Stativ eingebaut, um die notige Standruhe fiir qualitativ hochwertige Bilder zu
liefern. Extern ausgelést konnen storende Eingriffe in den Versuchsaufbau vermieden
werden. Der Kameraabstand sollte so grol wie moglich gewahlt werden. Die Aufnahmen
diirfen nicht zu lang dauern, weil die Hitze der Kamerabeleuchtung das Gewebe austrocknet.
Bei einem Kamera-Objektabstand von 6,5 cm lédsst sich auerdem das Beschlagen des

Kameraobjektivs in Grenzen halten. Das folgende Schema skizziert den Versuchsaufbau.

1 Druckluft

2 Manometer
3 Luftbefeuchter
4 Kehlkopf mit Trachea

5 Hochgeschwindigkeitskamera

6 PC gestiitztes Archivierungssystem

Abb. 10: Schema zum Versuchsaufbau (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)
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3.3  Hochgeschwindigkeitsglottographische Aufnahmen

Stimmlippenschwingungen sind so hochfrequent, dass sie klassischerweise mit Hilfe eines
Stroboskops beobachtetet werden kénnen (vgl. BOHME 2003, S. 170). BERGHAUS et al.
(1996, S. 651) sprechen hierbei von einer visuellen Tauschung, die diese Vorgénge sichtbar
macht. Mit der Entwicklung computergestiitzter Hochgeschwindigkeitskameras wurde es
moglich, die tatsdchlichen Stimmlippenbewegungen zu untersuchen und zu beurteilen. Fiir
eine Aufnahme von 4000 Bildern ist bei einem Hochgeschwindigkeitsglottographen eine
Aufnahmezeit von nur einer Sekunde noétig, so dass zum FEinen der gesamte
Schwingungsumfang der menschlichen Stimme reproduziert werden kann, zum Anderen die
Belichtungszeit minimiert wird. Zwischen den einzelnen Aufnahmesequenzen wurden die
Kehlkopfe mit einem feuchten Tuch rehydriert, was nach JIANG et al. (1999, S. 51) moglich
ist. Ideal zur Augmentation eignen sich grofle Schwingungsamplituden, die mit einem tiefen

Ton einhergehen.

S

Abb. 11: Bedienung der Hochgeschwindigkeitskamera (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)
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Zuerst wurden alle Versuchskehlkdpfe in den Versuchsaufbau eingespannt und im nicht
augmentierten Zustand glottographisch aufgenommen. Die Abbildung 11 =zeigt die
Vorbereitung der Augmentation. Das Stativ mit dem Kehlkopf fand auf einem
Behandlungsstuhl Platz und die glottographische Kamera wurde an einem weiteren Stativ
befestigt. Zur Augmentation wurde unter dem Operations-Mikroskop ein Volumen von 0,1 ml
sowohl in die rechte als auch in die linke Stimmlippe injiziert. Die Injektion erfolgte lateral
des M. vocalis mit der Absicht, die Randkanten intakt zu lassen und den REINKEschen
Raum nicht zu fiillen. Dies beugt gemal3 der Ausfiihrungen von HACKI et al. (1999, S. 509)

einer Versteifung der Stimmlippen vor.

Abb. 12: Augmentation an einem halbierten Kehlkopf (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Fibringel-Augmentation an einem halbierten
Kehlkopf. Das Fibringel wird dabei erst unmittelbar vor der Injektion in einer Duploject®
(Baxter, UnterschleiBheim) Mischkaniile gemischt: In der einen Spritze befindet sich bovines

Fibrinogen (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in der anderen humanes Thrombin (Bestandteil
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von Tissucol®, Baxter UnterschleiBheim). Durch ein gemeinsames Endstiick mit Mischspirale
werden die beiden Bestandteile homogen vermischt und konnen im fliissigen Zustand

eingespritzt werden.

Als Materialien wurden sowohl Kollagen (Zyplast® Collagen Implant, Inamed Corporation,
Santa Barbara CA USA), Hyaluronsdure (Hydra Fill Softline®, Pharm Allergan GmbH)
sowie Fibringel (mit und ohne Chondrozyten) verwendet. Jeweils 0,1 ml Material wurden
in die beiden Stimmlippen augmentiert. Nach 20 min wurden die Stimmlippen mit Hilfe des
durch die Trachea zugefiihrten Luftstromes von 0,2-0,3 bar zum Schwingen angeregt und die
Stimmlippenbewegungen mittels Hochgeschwindigkeitsvideolaryngoskopie (Hres Endocam

5562, Wolf) digital aufgezeichnet.

Die humanen Chondrozyten stammen aus dem Nasenseptum, Ohr- und Rippenknorpel. Der
Knorpel wurde in kleine Stiicke geschnitten und dreimal mit Phosphatpuffer (PBS) (Gibco®,
Karlsruhe) gewaschen. Dieser enthielt 50 U/ml Penicillin und 50 U/ml Streptomycin. Der
enzymatische Verdau erfolgte {iber Nacht in einem kompletten Chondrozyten-Medium
(Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium DMEM), das 4.5 g/l Glucose, 584 mg/l Glutamin,
10 % fotales, bovines Serum, 50 U/mg Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 0,1 mM nicht-
essentielle Aminosduren, 0,4 mM Prolin, 50 ng/ml Ascorbinsdure und 470 U/ml Typ II
Kollagenase. Der Verdau wurde durch einen Filter mit 149 pm PorengréBle gefiltert und
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellzahl wurde mit einer NEUBAUER Zahlkammer in
einem umgekehrten Phasenkontrast Mikroskop bestimmt. 5 Mio. Zellen wurden in 200 pl

Fibringel eingesetzt.

3.4.  Histologische Untersuchungen

Zur Kontrolle des Augmentationsergebnisses wurden zusitzlich histologische Schnitte
augmentierter Stimmlippen angefertigt. Dafiir wurden acht weitere Kehlkdpfe prépariert und
jeweils eine Stimmlippe mit Kollagen, Hyaluronsdure und Fibringel (mit und ohne Zellen)
augmentiert. Als Vergleich diente die nicht augmentierte Stimmlippe der Gegenseite. Es

wurde zuerst eine Stimmlippe augmentiert. Dann wurde die Muskulatur an der Hinterseite des
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Kehlkopfs durchtrennt. Der Kehlkopf wurde halbiert und anschlieBend die obere und untere
Stimmlippe entfernt (Abb. 13: Vorbereitung fiir die histologischen Schnitte).

Abb. 13: Vorbereitung fiir die histologischen Schnitte (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

Bei Kollagen und Hyaluronsdure wurden die Priparate in 4 % Paraformaldehyd (PFA)
maximal 24 Stunden bei 4 °C fixiert. Zum Entwissern durchliefen die Préparate eine
ansteigende Alkoholreihe mit 50 %, 70 % und 96 % Ethanol und wurden mit Isopropanol
entfettet. AnschlieBend wurden die Histo-Blocke in Paraffin eingebettet, mit dem Mikrotom
(Mikrom® HM 500 OM, Heidelberg) auf 8 pm geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt. Dafiir wird zuerst Hadmatoxylin verwendet, danach erscheinen die basophilen
Strukturen rétlich-braun. Zum Erhohen des pH-Wertes wird mit Leitungswasser gespiilt und
der Farbton schldgt in das typische Blauviolett um. AnschlieBend folgt die Zytoplasma-
farbung in einer wissrigen Eosin-Losung. Durch weitere Spiilschritte tiber Alkoholldsungen
aufsteigender Konzentration bis zu 100 % Alkohol wird das Wasser aus dem Gewebeschnitt
verdrangt. Schlieflich wird der entwésserte Schnitt in Xylol (organisches Losungsmittel)
geklart und mit einem Glas bedeckt, dabei wurde Entellan® (Merck, Darmstadt) als
Eindeckmittel verwendet. Die Schnitte wurden mikroskopiert (Nikon Eclipse TE 2000-U) und
digital photographiert (NIS-Elements AR 3.0 und Nikon DS-5Mc Kamera).

Da durch die beschriebene Vorgehensweise Fibringel nicht sichtbar gemacht werden konnte,
wurde das Fibringel vor der Augmentation mit Tusche schwarz geférbt (10 pl Tusche auf 1 ml
Fibringel) und sofort nach der Entnahme Kryo-Schnitte angefertigt. Dabei wurde
folgendermaf3en vorgegangen:

Die Gewebeproben wurden mit Tissue-Tek® (Sakura Finetek USA) eingebettet und in
fliissigen Stickstoff langsam tief gefroren. Mit dem Mikrotom (Mikrom® HM 500 OM,
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Heidelberg) wurden 10 um dicke Schnitte gewonnen, die auf Gelatine beschichtete Glastriger
(SuperFrost® Plus, Menzel GmbH, Braunschweig) gebettet wurden. Die mikroskopische
Dokumentation erfolgte ebenfalls photographisch.

Um die Zellen sichtbar zu machen wurden sie mit 4°,6- Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Nucleid Acid Stain markiert, welches an DNA der Chondrozyten bindet und bei Anregung mit
ultravioletten Licht blaue Fluoreszenz zeigt. In Verbindung mit doppelstrangiger DNA liegt
das Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 358 nm und das Emissionsspektrum bei
461 nm. DAPI Stock Losung wurde zu 300 nM mit PBS verdiinnt. 300 pl von dieser Losung
wurden zu den Zellen gegeben, wobei darauf geachtet wurde, dass die Zellen komplett
bedeckt waren. Unter Lichtabschluss wurden die Zellen zehn Minuten lang inkubiert und dann
wie gewohnt dem Fibringel zugesetzt und injiziert. Die augmentierten Stimmlippen wurden
nach 45 Min pripariert und mit Tissue Teck® eingebettet. Die 16 um dicken Kryo-Schnitte
wurden ohne zusitzliches Licht angefertigt, auf Gelatine beschichtete Glastrdger gebettet und

im Floureszenzmikroskop aufgenommen.

Das Muskelgewebe wurde ebenfalls angefirbt und fluoresziert rot. Daflir wurden die Kryo-
Schnitte mit Aceton fiir zehn Minuten fixiert und dann dreimal mit PBS waschen. Die
Blockierung erfolgt mit einer Losung aus 5 % Ziegenserum (Dako, Didnemark) und Protease-
Inhibitor (Complete Mini®, Roche, Deutschland) in PBS (phosphate buffered saline).
Darauthin wird der Primédrantikdrper gegen alpha-smooth-muscle actin inkubiert; der
Antikorper (Dako, Didnemark) wurde in der Maus in einer Verdiinnung von 1:75 in
Blockierungspuffer fiir eine Stunde bei 37 °C in einer feuchten Kammer generiert. Nachdem
dreimal mit PBS gewaschen wurde, wird der Sekundirantikdrper in einer Verdiinnung 1:400
in PBS fiir eine Stunde bei 37 °C in der feuchten Kammer inkubiert. Der Sekundérantikorper
ist ein Fluorophor aus der Gruppe der Alexafarbstoffe: Anti-Maus-Alexa Fluor 568. Dieser
wird dreimal in PBS gewaschen, anschlieBend werden die Schnitte in Fluoromount (Dako,

Dénemark) eingedeckt.
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3.5.  Untersuchung zu den rheologischen Eigenschaften des Augmentationsmaterials

In verschiedenen Versuchen wurde das Schwingungsverhalten analysiert und die Histologie
untersucht, zusétzlich sollte auch die Rheologie Beachtung finden. Darunter versteht man die
FlieBeigenschaften eines Materials. Die Viskoelastizitit der Stimmlippen hat Einfluss auf die

Stimmfunktion (vgl. JIANG et al. 1999, S. 55).

Die Augmentationsmaterialien wurden zwei Versuchen unterzogen, wobei die
Versuchbedingungen immer gleich waren. Die 160 ul Probe wurden auf 37 °C zwei Minuten
lang erwdarmt und dann in einen Spalt von 500 um auf den Untersuchungstisch gepresst.

Abbildung 14 zeigt Herrn Dr. F. Brandl bei der Versuchsvorbereitung.

Abb. 14: Herr Dr. F. Brandl bereitet das Rheometer vor (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)
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Das Rheometer (Advanced Rheometer AR 2000, TA Instruments, Alzenau) wurde auf
folgende Versuche programmiert:

In der ersten Versuchsreihe wurde die Frequenzabhangigkeit der Viskoelastizitdt untersucht.
In dem folgenden Experiment wurde getestet wie belastbar das Material bei zunehmendem
Stress ist. Stress ist in diesem Fall als zunehmendes Drehmoment bei konstanter Frequenz

definiert.

Kollagen und Hyaluronsidure wurden direkt verwendet. Das Fibringel wurde zuséitzlich 45 min
lang wéhrend des Geliervorgangs beobachtet. AnschlieBend wurde es den gleichen Tests
unterzogen wie Hyaluronsdure und Kollagen. Um einer Dehydration vorzubeugen, wurden die

Materialien mit einer runden Kapsel verschlossen, die mit destilliertem Wasser gefiillt war.
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4 ERGEBNISSE DER STUDIE

Objektive Bewertungskriterien sind Grundvoraussetzung fiir das Verstindnis von
Stimmlippenschwingungen und Basis fiir den Vergleich moglicher Augmentationsverfahren.
Im folgenden Kapitel erfolgt dies unter glottographischen, histologischen und rheologischen

Gesichtspunkten.

4.1 Hochgeschwindigkeitsglottographische Auswertung

Die physiologische Stimmlippenschwingung ist gekennzeichnet durch regelméBige,
symmetrische Bewegungen von mittlerer Amplitude, vollstindigem Schluss und freier
Schleimhautverschiebung. In den tiefen Frequenzen schwingen die Stimmlippen in ihrer
gesamten Léinge und Breite und zeigen deutliche Randkantenverschiebungen. Mit
zunehmender Tonhohe nehmen die Amplituden sowie die Randkantenverschiebungen ab. Die
Schwingungsbewegungen der Stimmlippen sind zusétzlich von der Lautstirke abhéngig. Mit
zunehmender  Stimmintensitdt  werden  die ~ Amplituden  weiter und  die

Randkantenverschiebung prigt sich deutlicher aus (vgl. BOHME 203, S. 171f.).

WOO (1996, S.1ff.) beurteilt die Grundlagen zur stroboskopischen Auswertung kritisch.
Seinen Ausfiihrungen nach beruht die aktuelle Literatur iiber Stroboskopie auf klinischer
Erfahrung. Trotz dieser Untersuchungen fehlen normierte Daten zur Interpretation solcher
Ergebnisse. Dies wirft folgende Fragestellungen auf:

Wie groB3 ist die physiologische Stimmlippenamplitude? Sollten ménnliche und weibliche
Stimmlippenschwingungen beziiglich der Schlussphase und Amplitude &hnlich erscheinen?

Wie lange dauert die Schlussphase?

Objektive Beurteilungskriterien sind ein erster wichtiger Schritt fiir das Verstindnis
pathologischer Stimmlippenschwingungen. In Anlehnung an BOHME (2003, S. 171ff)
wurden die Aufnahmen unter folgenden Gesichtspunkten untersucht, die fiir die Phoniatrie

relevant sind:
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1. Glottisschluss

Normalerweise tritt der komplette Glottisschluss bei miBigen Stimmlautstirken oder leichten
Intensitétssteigerungen ein. Es bestehen unterschiedliche Varianten eines pathologischen,
inkompletten Glottisschlusses im hochgeschwindigkeitsglottographischen Bild. Ein schmaler
posteriorer Spalt im hochgeschwindigkeitsglottographischen Schwingungsablauf muss jedoch

nicht unbedingt als pathologischer Befund gewertet werden.

2. Amplitude
Dieses Kriterium beinhaltet die medio-laterale Auslenkung der Stimmlippe. Beobachtet man
die Amplituden beider Stimmlippen gleichzeitig, wird die Schwingungsweite der Stimmlippen

und simultan die Offnung der Glottis betrachtet.

3. Symmetrie
Physiologisch verlaufen alle Bewegungen der zwei Stimmlippen in einer 180° Symmetrie.
Sind die Schwingungsphasen beider Stimmlippen gegeneinander verschoben, spricht man von

einer Phasenverschiebung.

4. Periodizitat
Eine Periodizitit, d. h. eine zeitliche RegelmiBigkeit, besteht, wenn die Schwingungen der
Stimmlippen in gleichen Zeitabstinden erfolgen. Ist dies nicht der Fall, besteht eine

Aperiodizitit, eine Synchronisationsstorung.

Fiir den Versuch wurden 12 Kehlkdpfe augmentiert, wobei jeweils drei Kehlkopfe mit dem
gleichen Material augmentiert wurden. Untersucht wurde der jeweilige Kehlkopf vor und nach
Augmentation beider Stimmlippen mit den verschiedenen Augmentationsmaterialien. Die
Stimmlippenbewegungen in der entsprechenden Zeit wurden durch die Auswertungssoftware
des Hochgeschwindigkeitsglottographen automatisch graphisch dargestellt. Dafiir wird die
Bewegung von jeweils einem Punkt auf der rechten Stimmlippe und gleichzeitig auf der

linken Stimmlippe iiber die Zeit aufgezeichnet.
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Abbildung 15 zeigt exemplarisch zwei Graphen von Schwein 4, anhand derer die Auswertung

nachvollzogen werden kann. Untersucht wurde der Schweinekehlkopf Nummer 4 sowohl vor

als auch nach Augmentation mit Hyaluronséure. Fiir den Glottisschluss wurde beobachtet, ob

sich die dargestellten Schwingungsamplituden treffen. Die Hohe der Ausschlidge wurde fiir die

Stimmlippen gemittelt und gibt Aufschluss iiber die Amplitude. AnschlieBend wurden die

beiden Amplituden der rechten und linken Stimmlippe verglichen und die Symmetrie

untersucht. Als letzter Punkt wurde die RegelméBigkeit der Schwingungen ermittelt

(Periodizitat).

Schwein 4 vor Augmentation
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Abb. 15: Glottographische Aufnahmen vor und nach der Augmentation mit Hyaluronsdure von Schwein 4

(Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Zu 1: Betrachtet man die Graphen vor und nach der Augmentation fillt auf, dass hinsichtlich

des Glottisschlusses alle untersuchten Kehlkopfe (n=12) einen vollstindigen Glottisschluss

sowohl vor als auch nach der Augmentation aufweisen. Dies ist zu erwarten, da keine Parese

vorhanden ist. Somit liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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Zu 2: In Bezug auf die Amplitude zeigen Abbildung 16a und 16b:

Auf der x-Achse finden sich die einzelnen Augmentationsmaterialien wieder und die y-Achse
ist in Millimeter skaliert. Aufgetragen ist der jeweilige Durchschnittswert fiir die
Stimmlippenamplitude vor und nach der Augmentation mit dem jeweiligen Material. Dies
zeigt deutlich, dass alle Augmentationsmaterialien die Stimmlippenschwingungen verdndern,

diese aber nicht verhindern.

Amplitude Stimmlippe rechts (vor und nach Augmentation)

| vor Augmentation

O nach Augmentation

Kollagen Hyaluronsaure Fibringel Fibringel mit Zellen

Abb. 16a: Amplitude Stimmlippe rechts (vor und nach Augmentation)
(Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Amplitude Stimmlippe links (vor und nach Augmentation)

@ vor Augmentation

m nach Augmentation

Kollagen Hyaluronsaure Fibringel Fibringel mit Zellen

Abb. 16b: Amplitude Stimmlippe links (vor und nach Augmentation)
(Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)
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Zu 3: Die Analyse der Symmetrie ergab:

Fir die Symmetrie wurden die gemittelten Stimmlippenamplituden vor und nach der
Augmentation miteinander verglichen. Die Differenzen der Werte wurden in Abbildung 17
graphisch dargestellt. Diese zeigt, wie dhnlich die rechte und die linke Stimmlippe schwingen.
Liegt der Wert exakt bei Null, sind die Stimmlippenamplituden identisch und damit
symmetrisch. Vergleicht man die rechte mit der linken Stimmlippenschwingung vor und nach
der Augmentation, féllt auf, dass die Stimmlippen nach der Augmentation mit Kollagen
symmetrischer schwingen als zuvor. Das heilit, bestehende Differenzen konnten durch das
Augmentieren ausgeglichen werden.

Bei den anderen drei Materialien wurden die Stimmlippenschwingungen minimal
asymmetrisch. Moglicherweise wurden die Augmentationsmaterialien nicht an exakt

korrespondierende Stellen appliziert, was zu einer asymmetrischen Bewegung fithren kann.

Symmetrie

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15 1
0,10
0,05
0,00 -

B vor Augmentation

Amm

B nach Augmentation

Kollagen Hyaluronsaure Fibringel Fibringel mit Zellen

Abb. 17: Gemessener Unterschied beider Stimmlippenamplituden (vor und nach Augmentation)
(Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Zu 4: Das Kriterium der Periodizitat

Stimmlippenschwingungen erfolgen physiologisch mit gleichen Zeitabstdnden, sonst liegt eine
zeitliche Irregularitit vor. Mittelt man die Werte der Stimmlippenschwingungsdauern vor dem
Augmentieren und vergleicht sie mit den Ergebnissen nach der Augmentation, stellt sich
heraus, dass nach dem Augmentieren die Stimmlippendauer fiir jedes Material verlédngert ist

und sich damit ein minimal tieferer Ton ergibt (vgl. Abbildung 18). Dies konnte an der
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zunehmenden Masse liegen bzw. der verdnderten Stimmlippenviskositdt. Insgesamt sind die

Frequenzen gleichmédBig verldngert, so dass keine Aperiodizitét vorliegt.

Periodizitat
5
45
4
3,5 T
g 2 @ vor Augmentation
< 2,2 : @ nach Augmentation
1,5
l d
0,5
0+
Kollagen Hyaluronséure Fibringel Fibringel mit Zellen

Abb. 18: Schwingungsdauer in ms (vor/nach der Augmentation) (Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Zusammenfassend lassen sich die glottographischen Ergebnisse wie folgt interpretieren:

Fibringel mit und ohne Zellen zeigt keine signifikanten Unterschiede zu den herkémmlichen
Materialien Kollagen und Hyaluronsédure und ist damit aus glottographischen Gesichtspunkten
zur Augmentation geeignet. Ob mit Fibringel eine tatsdchliche Stimmverbesserung erreicht
werden kann, muss in Zukunft untersucht werden. Aufgrund der durchgefiihrten Versuche

kann jedoch eine grundsétzliche Eignung zur Stimmlippenaugmentation erwartet werden.

Zusitzlich wurden die unterschiedlichen Stoffe unter Beriicksichtigung anderer Kriterien
genauer untersucht, diese schlielen sowohl die Histologie als auch das rheologische Verhalten

ein.

4.2 Histologische Ergebnisse

Die folgende Darstellung lehnt sich an KUHNEL (1995, S. 324) an:

Betrachtet man einen Frontalschnitt durch einen physiologischen Kehlkopf, fallt auf, dass die
Schleimhaut der luftleitenden Organe ein mehrreihiges, hochprismatisches Flimmerepithel mit

schleimbildenden Becherzellen trigt. Ausnahmen stellen die Stimmfalten des Kehlkopfes dar.
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Dieser 4-5 mm breite Streifen wird auch als Stimmlippe, Labium vocale, bezeichnet und
ermdglicht den suffizienten Glottisschluss. Das Schleimhautbindegewebe im Kehlkopfeingang

und im Vestibulum laryngis ist locker gebaut, an den Stimmfalten dagegen fest verwachsen.

Plica vestibularis

seromukdse Drisen,
Glandulae laryngeales

Ventriculus laryngis

Taschenfalte,
Plica ventricularis

Stimmfalte, Plica vocalis
Ligamentum vocale

M. thyroarytaenoideus mit
M. vocalis

M. thyroarytaenoideus

mit M. vocalis .
Conus elasticus

Abb.19 : Frontalschnitt durch einen Kehlkopf, Firbung: Azan; Vergr. 8fach, Quelle: KUHNEL (1995, S. 324)

Die Abbildung zeigt einen kindlichen Kehlkopf im Frontalschnitt. Dargestellt ist die
Taschenfalte, Plica ventricularis, und Stimmlippe, Plica vocalis, mit respiratorischen Epithel,
das darunter liegende Stimmband, Ligamentum vocale, umgeben von seromukdsen
tubuloalveoldren Driisen, Glandulae laryngeales, und Muskulatur (M. thyroarytenoideus,
M. vocalis) (vgl. KUHNEL 1995, S. 324).

Wird die Stimmlippe augmentiert, soll auf eine Applikation in den lateralen Bereich des
M. vocalis oder zwischen M. vocalis und M. thyroarytenoideus geachtet werden (vgl. HACKI
et al. 1999, S. 509). Dieses Procedere ist fiir die Funktion der Stimmlippen vom klinischen
Standpunkt aus optimal.
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i §
1 Kollagen

2 M. vocalis

3 Plica vocalis

A SN e GRS SN
Abb. 20: Injiziertes Kollagen, Farbung: Hamatoxylin-Eosin (HE), Vergr. 1fach und 2fach
(Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

0,1 ml Kollagen wurden in eine Stimmlippe injiziert und anschlieend histologische Schnitte
angefertigt (Abb. 20). Man erkennt einen klar definierten mit Kollagen gefiillten Raum, der

sich an der zur Stimmlippenaugmentation geeigneten Position befindet.

1 Hyaluronséure

| 2 M. vocalis

| 3 Plica vocalis

Auch die augmentierte Hyaluronséure befindet sich an der passenden Stelle, die drei Vakuolen
zeigen die dreimalige Injektion von insgesamt 0,1 ml Hyaluronsdure (Abb. 21). Das

Augmentationsmaterial ist in Alkohol 16slich und beim Entfetten herausgewaschen worden.
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Mischt man die Komponenten Fibrinogen und Thrombin erhélt man Fibringel, das wéhrend
der ersten 45 Sec fliissig ist und dann innerhalb von 45 Min zu einem festen Gel ausgeliert. Da
Fibringel zum Zeitpunkt des Einspritzens das Material mit der niedrigsten Viskositit ist,
verteilt sich das frisch gemischte Gel grof3flichiger zwischen den Zellen. Auf den HE
gefarbten Schnitten zeigte sich Fibringel nicht, weil es entweder wie Hyaluronséure durch die
Alkoholreihe herausgewaschen wurde oder sich zu filigran zwischen den zelluldren Strukturen

verteilt hat. Es wurde deswegen mit Tusche (10 ul Tusche auf 1 ml Fibringel) gefarbt.

Um nachzuweisen, dass die Zellen nicht aus der Injektionsstelle im Kehlkopf diffundieren,
wurden Kryo-Schnitte mit Fibringel angefertigt, das sowohl mit Tusche gefdrbt war und
zusitzlich Chondrozyten enthielt, die mittels DAPI (4°,6- Diamidino-2-phenylindol) markiert
wurden. Der Vergleich der Fotographie des Kyro-Schnittes mit der mikroskopischen
Fluoreszenzaufnahme zeigt, dass der blau fluoreszierende Bereich dem mit der Tusche
gefarbten Bezirk entspricht (Abb. 22). Das bedeutet, die Chondrozyten bleiben im Fibringel

immanent und somit am erwiinschten Ort, lateral des M. vocalis.

Abb. 22: Photographie Kryo-Schnitt Abb. 23: Fibringel Farbung: DAPI, Vergr. 4fach
(Quelle: ARNOLD, U. Privatbild) (Quelle: ARNOLD, U. Privatbild)

DLP=deep lamina propria (tiefe Lamina propria); MV= musculus vocalis

Ubersichtsaufnahme des Kryo-Blocks in Abb. 22. Abb. 23 zeigt einen gefirbten Kryoschnitt. Die rote
Floureszenzfarbe reprisentiert glattes Muskelgewebe, wéhrend die blaue Farbung von Chondrozyten stammt, die
vor der Injektion mit dem Floureszenzfarbstoff DAPI gelabelt wurden. DAPI firbt spezifisch DNA an und

erleichtert so die Lokalisierung injizierter Zellen.
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4.3 Rheologisches Verhalten
Rheologische Tests sind fiir die Bewertung von Augmentationsmaterialien essentiell, da die

Viskoelastizitit der Stimmlippen Einfluss auf die Stimmqualitét hat.

DAHLQVIST et al. (2004, S. 138) beschreiben einen Versuch, fiir den verschiedene Mittel
sechs Monate in situ belassen werden und dann sowohl die Stimmlippe als auch das
Augmentationsmaterial rheologisch gepriift werden. Sie kommen zu dem Schluss, dass
Substanzen mit niedriger Viskoelastizitdit am besten geeignet sind. Diese Eigenschaft

entspricht dem nicht injizierten Gewebe der natiirlichen Stimmlippe.

Die rheologischen Experimente wurden mit einem AR 2000 Rheometer (TA Instruments,
Alzenau) durchgefiihrt. Fiir die Fibringelprdparation wurden die beiden fliissigen
Komponenten gemischt und dann auf die untere Platte des Rheometers gegeben. Die
Messgeometrie umfasste 20 mm. Das Gemisch konnte im Versuchsspalt bei 37 °C innerhalb

von 45 min ausgelieren.

Fiir die dynamischen Messungen wurde ein zunehmender oszillierender Stress der von 0,1 auf
10000 Pa erhoht wurde bei einer konstanten Frequenz von 1 Hz appliziert. Das komplexe
Schermodul G* wurde aufgenommen. Dieses ist ein Maf} fiir die Steifigkeit eines Korpers

und fasst Speicher- und Verlustmodul eines Werkstoffes zusammen.

Fiir die Frequenzabhingigkeit wurde ein konstanter Stress von 1 Pa ausgeiibt, dabei die
Frequenz von 0,01-10 Hz gesteigert. Es wurde ebenfalls das komplexe Schermodul G*
dokumentiert. Bei dem Fibringel mit und ohne Zellen wurde das komplexe Schermodul G*

wihrend der Zeit des Ausgelierens fiir 45 Min gemessen.
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@®Fibringel, Time sweep step
®Fibringel + Zellen, Time sweep step
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Abb. 24: Fibringel (mit/ohne Zellen) wéhrend des Ausgelierens (Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Der Graph in Abb. 24 zeigt, dass Fibringel (mit/ohne Zellen) bereits beim Start der
Aufnahmen fest war. Das Mischen bis zur Applikation auf die Plattform hat 60 Sec in
Anspruch genommen. In dieser Zeitspanne hat bereits der Wechsel vom viskosen zum
elastischen Zustand stattgefunden. In den ersten zehn Minuten wird das Fibringel schnell fest

und die Festigkeit nimmt langsam zu.
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®Fibringel, Frequency sweep step

e®Fibringel + Zellen, Frequency sweep step

®Zyplast Collagen Implant Lot No. 06G031, Frequency sweep step
®Hydra Fill Softline Lot No. HSL467865, Frequency sweep step
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Abb. 25: Frequenzabhéngiges komplexes Schermodul G* (Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Werden die Materialien einer frequenzabhingigen Priifung unterzogen, fillt auf, dass
Hyaluronsdure () elastischer ist als die anderen Materialien. G* von Fibringel (mit/ohne
Zellen) ist mit Kollagen (e) vergleichbar (Abb. 23: Frequenzabhingiges komplexes
Schermodul G*).
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@ Fibringel, Stress sweep step

@ Fibringel + Zellen, Stress sweep step

® Zyplast Collagen Implant Lot No. 06G031, Stress sweep step
@ Hydra Fill Softline Lot No. HSL467865, Stress sweep step
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Abb. 26: Stressabhéngiges komplexes Schermodul G* (Quelle: ARNOLD, U. Auswertungssoftware)

Die stressabhingige Auswertung bestitigt die Ergebnisse aus den frequenzabhidngigen
Versuchen. Hyaluronsiure (®) zeigt im gesamten untersuchten Bereich ein hoher elastisches
Verhalten als die anderen Werkstoffe und reif3it spater als Kollagen (e). Kollagen (@) ist im
Vergleich dazu steifer und entspricht im Bereich von 0,1-7 Pa Fibringel mit Zellen (e).
Fibringel ohne Zellen (@) weist die hochste Festigkeit auf. Dies liegt vermutlich daran, dass
Fibrinogen mit Thrombin zu gleichen Anteilen gemischt wurde. Bei dem Fibringel mit
Zellen (o) werden die Chondrozyten dem Fibrinogen zugegeben und damit anteilig weniger

Fibrinogen zugesetzt, das zu einem festen Polymer ausgelieren kann.
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Auffillig ist, dass in den Bereichen, in denen Kollagen (e) und Hyaluronséure (e) ihre
Struktur verlieren, die Graphen von Fibringel (mit/ohne Zellen) ansteigen. Das heif}t, bei
erhohter Belastung wichst die Steifigkeit von Fibringel (mit/ohne Zellen). Ob dieses
Phianomen fiir die Funktion als Stimmlippenaugmentationsmaterial relevant ist, muss noch

geklért werden.

WEISEL (2004, S. 273) bezeichnet dieses Verhalten als ,,strain hardening* und erklért: Die
viskoelastischen Eigenschaften von Fibringel sind einzigartig unter den Polymeren. Fibringel
ist physiologisch ideal angepasst. Das Fibringerinnsel ist sowohl bei niedrigen vendsen Druck
stabil, hélt aber zugleich auch hohen arteriellen Drucken stand (vgl. WEISEL 204, S. 267,
S.272). Auf molekularer Ebene gibt es zwei Erklarungsversuche: Fibringel ist ein lang
gestrecktes Protein, 45 nm lang, aufgebaut aus globuldren Doménen, die an jedem Ende mit a-
Helices zu einer globuldren Region in der Mitte verbunden sind. Wahrend der Blutgerinnung
verwandelt Thrombin Fibrinogen in Fibrin um, indem es Fibrinogenpeptide von der zentralen
Doméne abspaltet. Es entsteht eine Struktur, die Protofibrille genannt wird, welche im

Durchschnitt 22,5 nm lang ist. Die Fasern sind gedrehte Strukturen (vgl. Abb. 27)

Abb. 27: Fibrin auf molekularer Ebene (Quelle: WEISEL 2004, S. 270)
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Zwischen den Protofibrillen ist viel Raum und noch mehr Platz befindet sich zwischen den
Fasern (vgl. WEISEL 2004, S. 267). Es wurde vorgeschlagen, dass die Versteifung des
Materials von der gestiegenen Anzahl von Kontakten zwischen den festen Fasern bei groflen

Deformationen herriihrt (vgl. JANMEY et al. 1983, S. 135ff).

Auf der anderen Seite sind auch andere Mechanismen moglich. Wenn die Elastizitit des
Gerinnsels durch die Biegung der Fasern entsteht, mag bei grofleren Kriften die Dehnung der

Fasern mit ins Spiel kommen (vgl. WEISEL 2004, S. 274).
Unter rheologischen Gesichtspunkten scheint Fibringel fiir den klinischen Einsatz zur

Stimmlippenaugmentation — geeignet. Besonders in Verbindung mit suspendierten

Chondrozyten wird eine Viskoelastizitét erreicht, die der von Kollagen dhnelt.
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5 DISKUSSION

5.1 Alternative Versuchstiere

Um die Augmentationsverfahren zu testen, eignen sich Tiermodelle, die dem Menschen
anatomisch dhneln und fiir in vitro Tests zur Verfiigung stehen. Je mehr Ubereinstimmungen
zwischen Modell und Mensch zu finden sind, umso besser konnen die Ergebnisse iibertragen
werden (vgl. ALIPOUR et al. 2008, S. 4572). In der Literatur wurden folgende Tiere

beschrieben:

e Hund (ALIPOUR et al. 2008, S. 4572, HUNTER et al. 2004, S. 60)

e Schaf (ALIPOUR et al. 2008, S. 4572, HUNTER et al. 2004, S. 60)

e Rind (ALIPOUR et al., 2008, S. 4572)

e Schwein (ALIPOUR et al. S. 4572, JIANG et al. 2001, S. 1120ff., ROUSSEAU et al.
2004, S. 768)

Die folgenden Ausfiihrungen beruhen auf Erfahrungen von ALIPOUR et al. (2001a,
S. 550f1tf.), der als bestes Modell fiir phonatorische Experimente einen frischen menschlichen
Kehlkopf aus der Pathologie bezeichnet. Aufgrund der geringen Verfiigbarkeit wurden
traditionell Hunde als Modelle verwendet, da deren offenkundige Ahnlichkeit des Kehlkopfes
dafiir spricht (vgl. HUNTER et al. 2004, S. 60). JIANG et al. (1994, S. 143) unterstreichen
den Vorteil, dass Hundekehlkdpfe meist aus anderen Experimenten zur Verfligung stehen und
keine zusétzlichen toten Wirbeltiere erforderlich sind. Es gibt dennoch Unterschiede zwischen
Hunden und Menschen. Das Fehlen eines Stimmligamentes ist dabei der gravierendste (vgl.
JIANG et al. 1994, S. 143). ALIPOUR et al. (2001a, S. 550) warnen davor, Daten einfach auf
den menschlichen Kehlkopf zu iibertragen. HUNTER et al. (2004, S. 61) sehen in der
schwierigen Verfligbarkeit geeigneter Hundearten einen weiteren Grund dafiir, alternative

Versuchstiere zu finden.
Es bietet sich an, Schafskehlkopfe zu verwenden, da Schafe als Versuchstiere in

medizinischen und biologischen Experimenten schon seit langem Verwendung finden. In

fetalen Untersuchungen wurden bereits Erfahrungen gesammelt und man konnte die
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Kehlkopfe als Nebenprodukt nutzen. AuBerdem ist der Schafskehlkopf fiir den Menschen
ungenieBbar und somit als Abfallprodukt vom Schlachter zu erwerben. Damit ist er sowohl
aus ethischer wie auch aus finanzieller Sicht dem Hundekehlkopf iiberlegen. HUNTER et al.
(2004, S. 61) fiihrten Studien durch, die zeigten, dass die anatomischen Dimensionen des
Schafskehlkopfes verglichen mit dem menschlichen Kehlkopf signifikant unterschiedlich
waren. Das Fehlen einer definierbaren Grenze zwischen Taschenfalten und Stimmlippen
erschwert die Verwendung der Ergebnisse beim Menschen. Ahnliche Uberlegungen fiihrten
zum Einsatz von Rinderkehlkdpfen, deren anatomische Verhéltnisse aber ebenfalls die

Interpretation der phonatorischen Ergebnisse erschwerten.

ROUSSEAU (2004, S. 768) hat die verschiedenen Tiermodelle analysiert und kommt zu dem
Schluss, dass das Schwein pridestiniert fiir phonatorische Studien ist. In Hinsicht auf die
anatomische Ahnlichkeit iibertrifft es den Hundekehlkopf. Exakte MaBe untermauern seine
These: Eine Schweinestimmlippe ist durchschnittlich 18 mm lang und 0,9 mm dick verglichen
zu den menschlichen Werten von 17 mm Lénge und 1,1 mm Dicke. Die inserierende
Muskulatur entspricht der des Menschen hinsichtlich Ursprung und Ansatz (vgl. ALIPOUR
2008, S. 4572) mit Ausnahme der fehlenden Taschenfalte im porcinen Larynx. Fiir die
Phonation ist jedoch die untere Halfte der zweigeteilten Stimmlippe verantwortlich.
Makroskopisch und funktionell ist die zweigeteilte Stimmlippe der menschlichen Stimmlippe

und Taschenfalte analog.

Die homologe Histologie fiihrt dazu, dass die Biomechanik mit der menschlichen vergleichbar
ist. Fiir Kehlkopfstudien ist der Schweinekehlkopf gut geeignet, weil er leicht phoniert werden
kann und zusitzlich histologische und rheologische Experimente durchgefiihrt werden

konnen.

Trotz etwaiger Einschriankungen eignen sich Tiermodelle nach wie vor, um komplexe
dreidimensionale Vorgénge zu simulieren, die technische Modelle noch nicht visualisieren
konnen (vgl. ROUSSAU 2004, S. 775). Zusitzlich besticht der Schweinekehlkopf durch die
leichte Verfiigbarkeit. Hier gilt das Gleiche wie bei Rind und Schaf. HARRISON (1995,

S. 315f)) weist darauf hin, dass diese Spezies als Herbivoren eine grofle Epiglottis besitzen

50



5 Diskussion

und Arytenoide mit hohen lateralen Wénden, die es ihnen ermoglicht, gleichzeitig zu atmen
und zu schlucken. Soll das Schwein fiir phonatorische Experimente eingesetzt werden, miissen
die gewinkelte Position der Stimmlippen und die geringere Crycothyreoidgrofle berticksichtigt
werden, so ALIPOUR et al. (2008, S. 4573).

5.2 Vergleich verschiedener Kehlkopfmodelle

Generell gibt es zwei Optionen Larynxmodelle zu entwickeln. Laut ALTPOUR et al. (2007b,
S. 1) bevorzugen einige Wissenschafter einen halbierten Kehlkopf, wahrend andere ein
intaktes Modell priferieren. Ein besserer Uberblick spricht dafiir, in den Versuchen einen
halben Kehlkopf zu verwenden, der sowohl longitudinale als auch axiale Analysen ermoglicht.
Ein solches Setup bezeichnet man als Hemilarynx und wird von DOLLINGER et al. (2006,
S. 402f.) folgendermafen beschrieben:

Der Kehlkopf wird frei prépariert und die Trachea fiinf Zentimeter unterhalb der Larynx
durchtrennt. Der kraniale Resektionsrand liegt oberhalb der Taschenfalte. Eine Stimmlippe
wird entfernt und durch eine Glasplatte ersetzt. Die Luftréhre wird {iber ein Glasrohr gestiilpt
und mit Druckluft insuffliert, so dass die Stimmlippe analog der physiologischen Phonation

zum Schwingen angeregt wird. Zusétzlich wird die Luft erwdrmt und befeuchtet.

DOLLINGER et al. (2005, S. 3174) fixieren am Aryknorpel unterschiedliche Gewichte mit
Nylonfdaden, um die Adduktionsprozesse zu simulieren. KENECHI et al. (2001, S. 556) haben
den Versuchsauftbau von JIANG et al. (1993, S. 872ff.) modifiziert. Sie ersetzen die
herausgeschnittene Stimmlippe mit einer Glasplatte, die mit Lehm und Kleber befestigt wird.
Zum Adjustieren des Aryknorpels verwenden sie eine zweizinkige Spange. Uber einen Faden,
der am vorderen Ende des Schildknorpels befestigt ist, verdndern sie die Stimmlippenlénge.
Jedes Mal, wenn dies erfolgt, muss das Luftleck zur Glasplatte hin erneut mit Lehm
verschlossen werden. Nach zahlreichen Vorversuchen ist nach Meinung der Autoren ein
suffizienter Schluss nur mit groBem technischem Aufwand zu erzielen. Die Abbildung 28

(Quelle: DOLLINGER et al. 2006, S. 403) verdeutlicht dies.
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Glass Plate

Abb. 28: Schematische Darstellung eines Hemilarynx Quelle: DOLLINGER et al. (2006, S. 403)

Trotz des Vorteils der Ubersicht ist die Funktion des Kehlkopfes am ,,kompletten* Modell
exakter dokumentierbar. Dartliber hinaus sprechen ALIPOUR et al. (2001b, S. 1567) davon,
dass das Vibrationsverhalten in diesem Hemilarynxmodell verglichen mit der normalen
Phonation differiert. Die Glottis bleibt wéhrend des Schwingens rechteckig, statt von
konvergent nach divergent zu wechseln. Als Grund dafiir nennen sie den verdnderten
Flusswiderstand im Modell. Ziel ist ein Optimum an Funktion und Anschaulichkeit. Um das
aerodynamische Profil der Glottis zu beschreiben, haben andere Experimente einen intakteren
Versuchsautbau, der die Grundlage fiir das in dieser Studie etablierte Modell darstellt.
Explantierte Kehlkdpfe wurden oberhalb der Taschenfalten gekiirzt, um eine bessere Aufsicht

zu realisieren.

Genaue Angaben zur Linge der Trachea machen KHOSLA et al. (2007, S. 218), die 8-10 cm
verbleiben lassen. Mit denselben MaBlen wurde auch in dieser Studie gearbeitet, da dies die
stabilsten Ergebnisse erzielte. HEATON et al. (2005, S. 1223ff.) verwenden im gleichen
Versuchsautbau Hundekehlképfe mit Luftréhrenldngen von lediglich vier Zentimetern. Zur
Adduktion werden entweder Spangen (ALIPOUR et al. 1997, S. 187, VERDOLINI et al.
1998, S. 416) oder Nidhte mit Gewichten fixiert (vgl. ALIPOUR et al. 2007a, S. 135). Fiden
zur Adduktion werden bei HEATON et al. (2005, S. 1223ff.) und KHOSLA et al. (2007,
S. 218) beschrieben. SHIOTANI et al. (1995, S. 357) ziehen zusatzlich noch Dréahte durch die
Crycothyreoidknorpel, um deren Aktivitdt zu simulieren. In allen Versuchsaufbauten wird
erwarmte und befeuchtete Luft verwendet (VERDOLINI et al. 1998, S. 415; McNAMAR et
al. 2008, S. 552; ALIPOUR et al. 2007c, S. 2296). Bei KHOSLA et al. (2007, S. 219) wird die

Druckluft dariiber hinaus mit einem Olivendl-Aerosol versetzt.
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SCHERER et al. (1997, S. 278) gehen soweit, die Kehlkopfmodelle um die falschen
Stimmlippen zu reduzieren. Ziel ist eine bessere Darstellung der echten Stimmlippen. Diese
Erkenntnisse wurden in dieser Studie zugrunde gelegt. Nach zahlreichen Vorversuchen
kristallisierte sich heraus, dass nur bei erhaltenen oberen Stimmlippen eine kontrollierte
Augmentation mdglich ist, da ausschlieBlich intaktes Gewebe ein physiologisches
Schwingungsverhalten aufweist. Die oberen Stimmlippen wurden mittig durch Néhte fixiert,
um einen definierten Schluss der unteren Stimmlippen iiberpriifen zu konnen. Keine weitere
Verletzung des Gewebes durch Spangen oder Dréhte war notig, weil die Stimmlippen durch
gezielte externe Kompression in der Stativklemme angenéhert wurden. Auf die Konsequenzen
fiir die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse wird im ndchsten Abschnitt genauer

eingegangen.

5.3 Reproduzierbarkeit des Modells und des Versuchsaufbaus

Zeigen bisherige Ergebnisse die Tendenz, dass Fibringel den herkdmmlichen Materialen
tiberlegen bzw. zumindest gleichwertig ist, so stellt sich die Frage nach der
Reproduzierbarkeit des Modells und damit der Ergebnisse. Da die unteren Stimmlippen intakt
gelassen wurden, fand die einzige Manipulation an den oberen Stimmlippen statt. Man kann
deshalb davon ausgehen, dass der Kehlkopf in seiner Funktion nicht weiter eingeschrinkt ist
und diese Priparation von ein und demselben ,,Behandler mit groBer Ubereinstimmung
vorgenommen werden kann. Der Vorteil diirfte darin liegen, dass immer derselbe Kehlkopf
mit sich im nicht augmentierten Zustand verglichen wurde und so keine inter-individuellen

Unterschiede auftreten konnen.

Grundvoraussetzung fiir eine ideale Phonation ist nach Meinung von CHAN et al. (2003,
S. 384ff.), dass die Kehlkopfe schnell eingefroren und langsam wieder aufgetaut wurden.
Dieses Vorgehen erhélt die viskoelastischen Eigenschaften des Gewebes. Scheinbar bleibt der
Wassergehalt nahezu konstant, was nach Auffassung von JIANG et al. (1999, S. 51) essentiell
fiir die Festigkeit, Viskositidt und Masse des Gewebes ist.
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Ein weiterer entscheidender Punkt, der mit der sorgfaltigen Verarbeitung einhergeht, betrifft
die Hydration der Versuchskehlkdpfe wihrend der Versuchsaufbauten. Obwohl erwéirmte und
angefeuchtete Druckluft verwendet wurde, verhinderte zusitzlich ein feuchtes Tuch das
Austrocknen der Stimmlippen. JIANG et al. (1999, S. 51) vertreten die Position, dass der
Feuchtigkeitsgehalt des Stimmlippengewebes die Gewebeviskositit beeinflusst, welche
proportional zu dem minimalen Druck ist, der eine Stimmlippenschwingung initiiert. Je
niedriger die Viskositdt (je hoher der Feuchtigkeitsgehalt der Stimmlippe), umso weniger

Kraft wird zur Phonation benétigt, betonen JIANG et al. (1999, S. 51).

Da die Stirke der Druckluft bei dem Versuchsaufbau konstant war, wurde lediglich der
Abstand der Stimmlippen variiert. Ziel war vor und nach der Augmentation von 0,1 ml
Material, auf jeder Seite einen suffizienten Glottisschluss zu erreichen. Diese beiden
Voraussetzungen stellen Herausforderungen an die Durchfiihrung dar. Zum Einen handelt es
sich um ein sehr geringes Volumen, welches an exakt dieselbe Stelle bei der jeweiligen

Stimmlippe injiziert werden muss.

Zum Anderen erfordert es viel praktische Erfahrung, die Kehlkdpfe so zu komprimieren, dass
eine Phonation moglich ist. Aus den genannten Griinden sollten die glottographischen
Ergebnisse qualitativ interpretiert werden. Da die Kehlkopfe identisch behandelt wurden, ist es
moglich, Riickschliisse auf das Verhalten der Kehlkdpfe bei einer Stimmlippenaugmentation
zu ziehen. Betrachtet man die glottographischen Ergebnisse zeigt sich, dass alle
Augmentationsmaterialien vergleichbar schwingen und keine signifikanten Unterschiede
feststellbar sind. Weil der Anpressdruck exakt den jeweiligen Gegebenheiten angepasst
wurde, kann folgende qualitative Aussage getroffen werden: Sowohl hinsichtlich der
Durchfiihrbarkeit als auch hinsichtlich der physikalischen Klangausbeute eignet sich Fibringel

mit und ohne Zellen zur Injektion.

Fiir eine objektive Beschreibung der Stimmlippenaugmentation ist das Modell adidquat. Dies
zeigen die rheologischen und histologischen Untersuchungen. Anatomisch betrachtet dhnelt
der Kehlkopf in seiner Morphologie dem menschlichen so sehr, dass der direkte Vergleich

mdoglich ist. Da die rheologischen Tests mit den Augmentationsmaterialien per se stattfanden,
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eriibrigt sich die Frage nach etwaigen Diskrepanzen. Unter rheologischen Gesichtspunkten
scheint Fibringel fiir den klinischen Einsatz zur Stimmlippenaugmentation geeignet.
Besonders in Verbindung mit suspendierten Chondrozyten wird eine Viskoelastizitét erreicht,

die der von Kollagen dhnelt.

5.4  Fibringelmodifikation

In der Medizin wurden mit Fibrinkleber schon seit iiber 20 Jahren Erfahrungen gesammelt
(vgl. EYRICH 2006, S. 65). Diese Erkenntnisse hat man genutzt, um ein Fibringel zu
entwickeln, das als dreidimensionales Konstrukt im Korper verbleibt. Damit werden die guten
biokompatiblen Eigenschaften durch den Vorteil der Raumfiillung ergénzt. Ein weiterer
moglicher Schritt wére, die Bestandteile aus dem Empfianger zu isolieren, um allergische
Reaktionen zu vermeiden. So wiirde ein zusétzlicher Allergietest wegfallen, was einen Vorteil

gegeniiber Kollagen darstellt.

Der Inhalt des folgenden Abschnitts basiert im Wesentlichen auf EYRICH (2006, S. 15f.). Da
Fibrinkleber in vivo maximal vier Wochen stabil war, wurde er so modifiziert, dass die
Fibrinolyse nicht zu friih stattfand. Dazu wird in der Wissenschaft mit Aprotinin gearbeitet.
Nachdem Fibringel in vitro viel versprechende Langzeitergebnisse geliefert hat, liegt die
Annahme nahe, dass es auch in vivo ldnger als die herkémmlichen Materialien im Korper
verweilen kann. Um dies besser beurteilen zu konnen, folgen weitere in vivo Studien zur
Langzeitstabilitit und Vertriglichkeit. Es bietet sich die Uberlegung an, das Fibringel so zu
modifizieren, dass die Fibrinolyse z.B. durch Plasminzugabe gesteuert werden kann. Das Ziel
liegt darin, ein modifiziertes Gel zu entwickeln, welches beim Einspritzen eine hdhere

Viskositét hat, damit es sich im Gewebe nicht zu leicht verteilt.

Hinsichtlich der viskoelastischen Eigenschaften ist Fibringel mit Zellen am besten geeignet,
weil es relativ elastisch ist. Wie JIANG et al. (1999, S. 51) eingehend darlegten, schwingt ein
niedrig viskdses Material leichter als ein festeres. Folgt man den Uberlegungen von EYRICH
(2006, S. 84), sollten wenigstens drei Millionen Zellen in 40 pl Fibringel eingesetzt werden.
Eine zu hohe Zelldichte fiihrt zu mangelnder Versorgung der Zellen (vgl. EYRICH 2006,
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S. 54). Eine weitere Moglichkeit, die Eigenschaften von Fibringel zu dndern, besteht darin, die
Konzentration der verschieden Komponenten zu variieren (vgl. EYRICH 2006, S. 24).
GroBere Fibrinogenkonzentrationen verlangsamen den Fibrinabbau (vgl. EYRICH 2006,
S. 52), fiihren aber auch zu einer beschleunigten Polymerisation. Ihr Ansatz war allerdings,
das Gel als Trigermaterial fiir Knorpel Tissue Engeneering und zur Gewinnung von
Neoknorpel zu verwenden. Intention der vorliegenden Studie ist nicht zwingend die

Produktion von Knorpel, sondern ein langzeitstabiles Volumen.

Weitere Uberlegungen bestehen darin, Fibringel als Matrix fiir andere Zellen zu nutzen.
Bedingung dabei ist, dass diese nicht kanzerogen, sondern stabilisierend sind. Aufgrund der
Lokalisation bieten sich neben Chondrozyten theoretisch Muskelzellen und Fibroblasten an.
Letztere sind flir dreidimensionale Konstrukte eher ungeeignet, weil sie primér
zweidimensionale Zellkontakte ausbilden und zusétzlich die Gefahr der ungehinderten
Proliferation besteht. Myozyten sind dagegen sehr anspruchsvoll zu kultivieren. Zudem ist

eine in vivo Vaskularisation notig.

Chondrozyten lassen sich leicht gewinnen, proliferieren gut und sind in vivo relativ
anspruchslos, d. h. sie brauchen keine Blutgefde. Fiir den klinischen Einsatz sind groBere

Volumina nétig. Die Avaskularitdt von Knorpel ist hier der entscheidende Vorteil.

Unter dem Gesichtspunkt anstatt einer schlichten Reparatur eine Regeneration zu erzielen,
konnte man mit dem Prinzip der zelluldren Therapie zur Stimmlippenaugmenation am besten
nahe kommen. FORD (2008, S. 1712) sieht das Ziel moderner Biomaterialien darin, diese
nicht nur als reine Fiillkdrper einzusetzen. Augmentationsmaterialien sollen intelligente Stoffe
sein, die optimal auf die Stimmlippenumgebung antworten konnen. Da im Kehlkopf
physiologisch Knorpelzellen vorhanden sind, bieten sich diese als geeignete Makrofiiller an.
In Kombination mit dem langzeitstabilen Fibringel, riickt das Ziel einer physiologischen
Reparatur nahe, die im Idealfall zu einer funktionellen Regeneration wird. Aktuelle Studien
untersuchen bereits den in vivo Einfluss integrierter Zellen und stellen damit die Weichen fiir

den klinischen Einsatz von Fibringel mit und ohne zusétzliche Zellen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1 Hintergrund

Die Kommunikation ist fiir den Menschen sowohl in privater (kultureller und sozialer) als
auch 6konomischer Hinsicht eine wichtige Féahigkeit. Ort der Stimmbildung ist der Kehlkopf,
wobei die Stimmlippen fiir die Phonation essentiell sind. Diese werden physiologisch durch
die Exspiration in Schwingungen versetzt. Sind sie narbig verdndert oder geldahmt, besteht eine

Indikation zur Stimmlippenaugmentation.

Bisherige Standardmethoden zur Stimmlippenaugmentation sind die Applikation von
Kollagen, Fett, Silikon, Goretex oder Hyaluronsaure, welche Risiken wie Allergisierung,
Diffusion, Migration sowie rasche Resorption bergen. Fibringel umgeht diese Nachteile und
zeigt gleichzeitig die Vorteile der Stimmlippenaugmentation. So spricht z.B. die relativ leichte
Durchfiihrbarkeit in kurzer Andsthesie ohne sichtbare Narben fiir diese Therapiemafinahme

zur Stimmrehabilitation, verglichen mit invasiven Maflnahmen z. B. der Thyreoplastik.

Zusétzlich kann Fibringel als Matrix genutzt werden, um Zellen einzuschleusen. Gute in vitro
Erfahrungen lenken den Fokus auf Chondrozyten, welche zusitzliche Stabilitit
gewihrleisten. Mit Hilfe eines in vitro Modells konnen die physikalischen Eigenschaften von
Fibringel im Vergleich zu herkémmlichen Augmentationsmaterialien liberpriift werden. Die
Etablierung eines in vitro Modells aus Schweinekehlkdpfen hat sich aufgrund zahlreicher

Anatomieanaloga als niitzlich erwiesen.

6.2 Material und Methoden
Das Modell hat den Vorteil der relativ einfachen Verfiigbarkeit und bietet zusitzlich
Grofenverhéltnisse, die dem humanen Kehlkopf entsprechen und damit Riickschliisse auf die

klinische Anwendung ermdglichen.

Bei der Priparation steht die Ubersichtlichkeit bei erhaltener Funktion im Vordergrund.

Erwédrmte, befeuchtete Druckluft wird verwendet, um die Stimmlippen zum Schwingen
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anzuregen. Eine Hochgeschwindigkeitskamera im idealen Abstand macht eine Analyse des
Schwingungsverhaltens mdoglich. In der Versuchsreihe werden zwei gebrduchliche
Augmentationsverfahren mit Fibringel verglichen. Dafiir werden jeweils 0,1 ml Kollagen,

Hyaluronsaure sowie Fibringel (mit und ohne Chondrozyten) pro Stimmlippe injiziert.

Eine laterale Applikation vermeidet die Fiillung des REINKEschen Raumes und damit
Versteifung der Stimmlippe (vgl. HACKI et al. 1999, S. 509). Die exakte Positionierung wird
histologisch abgesichert, indem nach der Augmentation Proben von den Stimmlippen

gewonnen wurden.

Zur Bestimmung der mechanischen Eigenschaften wurden rheologische Tests durchgefiihrt,
die sowohl das elastische als auch das viskdse Verhalten bei unterschiedlicher Belastung

untersuchten.

6.3 Ergebnisse

Fir die Auswertung werden sowohl der physiologische Schwingungsablauf als auch
generellere Bewertungskriterien beriicksichtigt. Betrachtet man Glottisschluss, Amplitude,
Symmetrie und Periodizitit erhédlt man folgendes Ergebnis: Fibringel stellt hinsichtlich der
untersuchten Parameter eine viel versprechende Alternative zu Hyaluronsdure und Kollagen

dar.

Die histologischen Untersuchungen zeigen, dass sich Fibringel zwar diffuser als Kollagen und
Hyaluronsdure im Gewebe verteilt, die augmentierten Zellen aber ortstdndig sind und das
Fibringel nicht verlassen. Damit ist mit Fibringel (mit und ohne zusitzliche Zellen) eine

Augmentation moglich.

Positive Eigenschaften weisen die rheologischen Versuche nach. Fibringel mit Zellen hat bei
niedriger Belastung die gleiche Festigkeit wie Kollagen. Wéihrend Kollagen und
Hyaluronsdure bei zunehmendem Stress zerstdrt werden, erfiahrt das Fibringel einen

Hartezuwachs und ist damit zur Augmentation in die oszillierenden Stimmlippen gut geeignet.
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Ideale Voraussetzungen bietet Fibringel mit Zellen, da es niedriger viskos als reines Fibringel

ist und somit die Phonation erleichtert (vgl. JIANG et al. 1999, S. 51).

6.4 Schlussfolgerungen
Das Modell ist fiir diese Untersuchungen adéquat, da es hinsichtlich Reproduzierbarkeit und

anatomischer Verhiltnisse mogliche alternative Tiermodelle sowie Methoden tibertriftt.

Mit der Aussicht auf Langzeitstabilitat konnte Fibringel den herkommlichen Materialien
tiberlegen sein und dem Patienten haufige Eingriffe ersparen. Damit ist Fibringel sowohl aus

okonomischer als auch aus physiologischer Sicht das Mittel der Wahl.

Sein fehlendes allergenes Potential ist ein weiterer positiver Aspekt. Zusdtzliche Experimente
sind erforderlich, um die Biokompatibilitat sowie die in vivo Langzeitstabilitit zu validieren.
Weitere Versuche sind notig, um festzulegen, ob diese viel versprechenden Ergebnisse auf den

menschlichen Larynx {ibertragen werden konnen (vgl. HEATON et al. 2005, S. 1229).

Zudem ist Fibringel als Matrix nutzbar und bietet damit die Option, andere Zellen
einzuschleusen. Unter der Prdmisse, dass diese Substanzen nicht kanzerogen oder
proliferierend sind, konnte dies zu einer zusitzlichen Stabilisierung beitragen. Zukiinftige

Arbeiten konnen den Einfluss dieser integrierten Zellen in vivo untersuchen.

Ziel moderner Medizin ist eine Regeneration anstatt reiner passiver Implantation. Allein
dadurch ist gewihrleistet, dass die Funktion wiederhergestellt wird. Dies steht im Fokus der
Wissenschaft und ist fiir den Patienten von groftem Interesse. Die bloBe Reparatur wird damit
einer biomechanischen Priifung unterzogen. In Zukunft ist eine stdrkere interdisziplinire

Zusammenarbeit erforderlich (vgl. FORD 2008, S. 1712).
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