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Widmung:

Auch wenn mein Vater sie nicht mehr lesen konnte,
So ist diese Arbeit doch meinem Vater und meiner Mutter gewidmet

und allen untersuchten Patienten.

Wie entschieden die Farbe sei

Entstehen der Farbe und sich entscheiden ist eins. Wenn das Licht mit einer
allgemeinen Gleichgiiltigkeit sich und die Gegenstinde darstellt und uns
von einer bedeutungslosen Gegenwart gewill macht, so zeigt sich die Farbe
jederzeit spezifisch, charakteristisch, bedeutend.

Im allgemeinen betrachtet entscheidet sie sich nach zwei Seiten. Sie stellt

einen Gegensatz dar, den wir eine Polaritiit nennen und durch ein + und -
recht gut bezeichnen kénnen

(Aus Goethes Farbenlehre Kapitel 4: 695/696)
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Einleitung
1. Einleitung

1.1 Problemstellung

1995 erkrankten in der EU 170000 Menschen an Bronchialkarzinom. Als Folge der Erkran-
kung an Lungenkrebs versterben 160000 Menschen/Jahr, mehr als an allen anderen Tumorer-
krankungen. In Deutschland werden zur Zeit jahrlich etwa 42000 Bronchialkarzinome neu
diagnostiziert. 1995 starben 37147 Erkrankte, 77 % davon Ménner, 23 % Frauen (Spektrum
der Wissenschaft 1997). Hauptursache des Bronchialkarzinoms ist mit ca. 90% das inhalative
Zigarettenrauchen (Peto et al 1994). Dariiberhinaus kénnen genetische Ursachen, Exposition
gegen Strahlung und andere Kanzerogene fiir die Tumorerkrankung verantwortlich sein (Hadu-
Binger et al 1997). Das Risiko des Rauchers, ein Bronchialkarzinom zu entwickeln, ist bei
ménnlichen Rauchern 22 mal und bei Frauen 12 mal so hoch wie bei Nichtrauchern. Aber nur
10-15% aller Raucher entwickeln im Laufe ihres Lebens ein Bronchialkarzinom (Doll et al
1994). Die geringe Prévalenz beziiglich der Symptome in operablen Stadien macht es erfor-
derlich, die Erkrankung durch Sputumproben, Rontgenuntersuchungen und eine endoskopi-
sche Untersuchung moglichst frithzeitig zu diagnostizieren. Ziel ist es Verdnderungen mog-
lichst im Anfangsstadium der Malignitdt zu erfassen. Leider sind die Sputumuntersuchung,
das radiologische Diagnostik und die WeiBllichtbronchoskopie wenig sensitiv (Fontana et al
1996). Das heil}t, selbst bei der endoskopischen Untersuchung mit koventionellem Licht
(Weillicht WL) werden vor allem Tumorfrithstadien wie Dysplasien (Dys), Cacinomata in
situ (CIS) und mikroinvasive Tumoren leicht tibersehen, zumal sie sich meist nur als relativ
kontrastarme Verdnderungen wie erhéhter Rauhigkeit, Glanzverlust oder Rétung darstellen.
Eine entscheidende Verbesserung fiir die Sensitivitdt der Erkennung bringt der Einsatz von
Fluoreszenzverfahren (Profio et al 1979): Lichtaktive Substanzen werden im Gewebe durch
Bestrahlung mit blauem Licht angeregt. Tumor- und Normalgewebe remittieren ein unter-
schiedliches Fluoreszenz- und Anregungslicht. Der Kontrastunterschied ist bereits mit bloBem
Auge sichtbar, wird aber besonders in der Anfangsphase von ungelibten Untersuchern ver-
schieden beurteilt (HauBinger et al 1998). Hier kann eine Quantifizierung der Lichtphéno-

mene der Fluoreszenz mittels Spektroskopie oder Bildverarbeitung eine kontrastreichere,
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objektivere Darstellung der Befunde liefern (Pichler et al 1998). Damit konnte es kiinftig
eventuell moglich werden, verschiedene histologische Grundmuster zu differenzieren.

Ziel dieser Arbeit war es, eine bessere visuelle Darstellung des Fluoreszenzkontrastes zu
erreichen und mittels Spektroskopie und Bildverarbeitung eine genauere Analyse der Befunde
zu erreichen, als dies mit bisherigen WeiBllichtverfahren oder Fluoreszenzverfahren moglich

ist.

1.2 Grundlagen
1.2.1 Biologische Grundlagen

Die Lunge entwickelt sich als ektodermale Einstiilpung und hat die Funktion des Austausches
von Atemgasen (Sauerstoff und CO,). Fiir den Gasaustausch sind eine gro3e Oberfldche (100
m?) und eine direkte Anbindung an das Blutgefiflsystem und die Ventilation nétig. Eine
stromungstechnisch giinstige Ausgangsbasis mit einem Ein/Ausgang stellt unser dichoton
verdsteltes Bronchialsystem dar (Hansen et al 1975). Es ist liberwiegend versteift durch
Knorpel und durch kontraktile Muskelfasern. Querschnitt und Lange der Rohren werden
immer kleiner und an jeder Verzweigungsstelle befinden sich flache Karinen (Abbildung 1).
Am Ende dieses "Baumes" und damit auch im wesentlichen an der zu den Rippen gerichteten
Oberfldche der Lunge befinden sich an der 26. Verzweigungsstelle die vollelastischen
Lungenbldschen, die indirekt {iber pneumatischen Unterdruck durch die Bewegung des

Zwerchfells (tiefe Atmung) und der Rippen (flache Atmung) gefiillt werden.
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Abb. 1: Reale und idealisierte Daten zur Verzweigung der Lunge: Durchmesser, Lidnge der Bronchialrohren,
sowie der Gesamtumfang und das kumulative Volumen mit zunehmender Generation der Verzweigung (Hansen

etal 1975)

Die fiir Wirbeltiere iibliche bilaterale segmentale Symmetrie bleibt dabei weitestgehend
bestehen, es befinden sich aber rechts drei Lungenlappen und links zwei (Thews et al 1989).
Der exponierte Kontakt der Lunge mit der Umwelt macht das Organ anfillig fir
Infektionskrankheiten. Daher ist das Bronchialsystem durchgingig ausgekleidet mit einem
metachronen Flimmerepithel und ein von tiefer liegenden Driisen abgegebener aseptisch
wirksamer mukdser Schleim sorgt fiir eine Reinigung der Lunge. Um Obstruktionen zu
vermeiden, mull der Schleimflufl gleichmifBig und nach proximal gerichtet sein. An den
Verzweigungsstellen (Karinen) ist die Transportrichtung uneindeutig, so daf3 es hauptsdchlich
hier zu Akkumulationen kommen kann. Die Lungengeometrie wird im wesentlichen bestimmt
durch eine konstante Gesamtquerschnittsfliche pro Verzweigungsebene um den
Stromungsflull der Einatemluft konstant und laminar zu halten. Letzteres hat die Konsequenz,
daf} der Gesamtumfang der R6hren exponentiell mit der Verzweigung zunimmt. Ab etwa der

10. Generation gilt dies noch deutlicher zumal sich der Durchmesser der Réhren immer

3
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weniger dndert und 0,3 mm nicht mehr unterschreiten. Das bedeutet fiir den gleichméafligen
Schleimtransport in der umgekehrten Richtung, daB3 die metachrone Schlagfrequenz der
Flimmerepithelzellen, ihr Metabolismus und ihre Koordination zunehmen miissen. Fiir die
Funktion der bronchialschleimhaut sind also Plattenepithelzellen, Driisenzellen und
Flimmerepithelzellen notwendig (Abbildung 2). Die Versorgung vor allem des aktiven
Flimmerepithels erfolgt durch das darunter liegende submukdse Gewebe. Zur Versteifung des
Gewebes sind ein hoher Anteil von stark kollagenhaltigem Bindegewebe und ein hyaliner

Knorpel vorhanden (Geneser 1989).
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SOROKIN (Geneser 1989)
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Der Energiehaushalt von tierischen Zellen ist bestimmt durch oxidative metabolische
Prozesse in der Mitochondrienmembran (Abbildung 3). Aufgrund moéglicher Auswirkungen
auf die Fluoreszenz sollen hier die Atmungskette, die dazu notwendigen Enzyme und ihre

Genese ndher betrachtet werden (Koolmann et al 1994).

Zytosol:
Glucose + 2 Pi+2 ADP +2NAD" — 2 Pyruvat+2 ATP +2NADH + 2 H" + 2 H,0
Dihydroxyacetonphoshat + NADH  —  Glycerol-3-Phosphat + NAD™"

Mitochondrium:
Glycerol-3-Phosphat + FAD - FADH, + Dihydroxyacetonphosphat
FADH, + 20, - H,O + FAD gekoppelt mit "protonmotive force"
Glycard-3 Diyelency-
F'I'-:l';phat acn?wn:ﬁplu‘r . AP H*
A

XX TR 0

H* H*

Abb. 3: Atmungskette (innere Mitochondrienmembran)

Das Redoxpotential des Sauerstoffs wird letztlich genutzt zur Umsetzung der hdmtragende
Enzyme zu gebundenem oxidiertem FAD und freiem NAD. Der Pool an freiem NAD in der
Zelle ist gering und muf} in der aktiven Zelle stindig ergénzt werden. In schlecht mit
Sauerstoff versorgten Zellen, d.h. in Zellen mit hohem Metabolismus und geringer
BlutgefiaBversorgung ist die Glycolyse vorherrschend, NAD reichert sich im Zytosol an und
FAD in den Mitochondrien. Ersteres ist im Gegensatz zu seiner oxidierten Form ein

fluoreszierender Aromat, wihrend letzteres im Gegensatz zu seiner oxidierten Form nicht
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fluoresziert (Galeotti et al 1970, Ghisla 1975). Der Nachteil der Glycolyse ist eine
Ubersduerung der Zellen. Zum Ausgleich miissen die Zellen Sdure an das umgebende
Gewebe abgeben. In den kapillaren Blutgefiaen dieses Gewebes wird bei niedrigem pH das
Héamoglobin der Erythrozyten vom Sauerstoff befreit und liegt letztlich in seiner reduzierten
Form vor. Normalerweise spielt die Glycolyse bei der Energiegewinnung nur eine
untergeordnete Rolle (Thews et al 1989). Die Zahl der Mitochondrien verdoppelt sich in etwa
pro Zellteilung, dies gilt daher auch fiir die hémtragenden Proteine. Somit ist die
Héamproduktion insgesamt in stark teilungsaktiven Geweben gesteigert. Him wird tiber den

im Abbildung 4 dargestellten Weg synthetisiert (Berlin et al 1956):

Zelle Aufnahme (Na+-Cotransport): Anionen
uww Na™ 1
|5_Amin0|evu"n5éure | o <€———} 5Aminolewlinsdure-Synthetase === Glycine + Succinyl CoA
, ]
ZL 5-Aminolevulinséure- ‘
,,,,,,,,, Demvaroase . MITOCHONDRION

Y CO0H Foodback \
\
\

Hoce ‘1epression
Porphobilinogen )_é epression, f
(reies Ham) v

N
HN 4 8 N
JES— : N rrrrrrr———_-,
H Porphobilinogen-Desaminase .,‘_fmi;é"ochelatase i
3[“ | % s WF;Q
4 o

COOH CtOH COOH COOM

HOOC (HOCC {HCOT{HOOC

l HOOC  COOH HOO OOH
e
4444444 H/H H\ H 4 Fe*t

| spontan w Uroporphyrogen-lil-cosynthetase " 7 Protoporphyrinogen-

Oxidase

CYTOSOL

Uroporphyrogen | CO0H
Uroporphyrogen- 9 COOH 6
Decarboxylase Uroporphyrinogen | Ll Uroporphyrogen-
Decarboxylase Decarboxylase
Coproporphyrogen |
‘ HOOG COOH H OOH HOOC COOH
Uroporphyrogen Iil Fe | Coproporphyrogen IlI | | Protoporphyrogen IX |

Abb. 4: PPIX-Stoffwechsel: Synthese eines Molekiils Protoporphyrin IX aus 8§ Molekiilen 5-Aminoldvulinsdure,
sowie Synthese bzw. Aufnahme von 5-Aminoldvulinsdure und die Weiterverarbeitung vom PPIX zu Him bzw.

ausgeschleustes Bis-PPIX und das beteiligte Proteom (1-8). Desweiteren ist die Rolle von Eisen dargestellt.
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Unterschiede zwischen verschiedenen Gewebearten konnen sich ergeben durch
unterschiedliche Proteome (Rasetti et al 1963). Da freies Him im normalen Stoffwechsel die
PPIX-Synthese bereits auf der Stufe der 5-Aminolédvulinsdure-Synthese hemmt, kommt es zu
einer erhohten PPIX-Konzentration nur dann, wenn 5-ALA exogen zugefiihrt wird, verstarkt
aufgenommen wird bzw. ggf. beschleunigt zu PPIX synthetisiert wird und dieses ggf. nicht
mehr abgebaut werden kann. In zytologischen Versuchen wurde fiir die Aufnahme von
5-ALA in die Zelle eine fordernde Wirkung von Na* und ein aktiver Transport nachgewiesen
(Berg et al 1996, Fuchs 1996). Eine weitergehende Kontrolle des Stoffwechsels als die
Endprodukthemmung durch Hédm ist bislang nicht beschrieben, wenngleich die Aktivitat der
Uroporphyrobilinogendecarboxylase (5) durch Zugabe von Fe? erhoht wird (Berg et al
1996). Bei einer Zerstérung der Mitochondrien durch Bestrahlung wird von erhohten
Konzentrationen der Uro- und Coproporphyrine nach 5-ALA-Applikation berichtet, was
darauf hindeutet, da3 eine weitere Hemmung durch ein Zwischenprodukt nicht stattfindet
(Dietel, VDI-AbschluB3bericht 1999). Das Protoporphyrin liegt frei im Mitochondrium vor,
bei hohen Konzentrationen bildet sich daraus Bis-PPIX, welches in einem aufwendigen
Prozel} von der Zelle aktiv ausgeschleust wird (Bottomley 1998). Insbesondere bei
Tumorzellen wird von einer verminderten Aktivitit der Ferrochelatase berichtet (Rasetti et al.
1967). Wenn auch die biologischen Zusammenhinge mittlerweile recht gut verstanden sind,
so sind diese Parameter meist mef3technisch schwer zu erfassen und starken Schwankungen
unterworfen. Daher ist es gerade bei makroskopischen Betrachtungen oft einfacher,

physikalische Parameter heranzuziehen.
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1.2.2 Physikalische Grundlagen

Makroskopisch sichtbar werden die biochemischen und strukturellen Unterschiede zwischen
den Geweben erst nach entsprechender Anregung mit Licht und der Detektion des
zurlickgestrahlten Lichtes. In der vorliegenden Arbeit wird fast {iberwiegend sichtbares Licht
zur Kontrastierung verwendet. Es lassen sich im wesentlichen drei Prozesse unterscheiden,
die zu einer Detektion von Licht flihren konnen. Photonen sind das Resultat
elektromagnetischer Zustinde der Molekiilorbitale und somit indirekt auch iiber diese

Beschreibung zuginglich.

1.2.2.1 Ruickstreuung des anregenden Lichtes

An zytologischen Strukturen mit hohem Brechungsindexunterschied, d.h. vornehmlich an
Zellmembranen (auch der Zellorganellen) wird Licht entsprechend der Mie-Streuung
gebrochen und reflektiert. Es dndert dabei aber nur die Richtung und nicht die Wellenlidnge.
Je nach der Dichte der Zellen kommen auch Mehrfachstreuungen vor. Der Winkel der
Streuung ist im sichtbaren bis infraroten Bereich um so groBer, je energiereicher die
Photonen sind (Auftragung: 1/A%). Dieses Gesetz gilt relativ genau im Bereich von 450 - 800
nm. Vornehmlich im ultravioletten Wellenldngenbereich ergibt sich eine erhohte
Wahrscheinlichkeit ~ einer  Mehrfachbeugung, was zu  wellenldngenabhéngigen
Intensitdtsschwankungen fiihrt (Boyer et al 1995). Fiir verschiedene Gewebearten und
Wellenldngen konnen charakteristische Parameterwerte verwendet werden (optische

Parameter) (Cheong et al 1990).

1.2.2.2 Fluoreszenz nach Absorption von Licht

Durch die Absortpion von energiereichem Licht werden Elektronen, sofern es die
Energieniveaus der Molekiilorbitale zulassen, in energetisch hohere Zustdnde tiberfiihrt bzw.
ionisiert. Damit ergibt sich meist eine definite Liicke bei den energiearmen Zustidnden, die mit
einer bestimmten Ubergangs = Tunnelwahrscheinlichkeit von anderen Elektronen gefiillt

werden kann. Ein Ubergang von einem energetisch héheren Zustand auf diesen Zustand ist

8
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unter Einhaltung der physikalischen Erhaltungssitze mit der Abstrahlung eines Photons mit
definiter Wellenldnge verbunden (Eichler et al 1987). Die Photonen koénnen auch nur

teilweise oder mit geringerer Wahrscheinlichkeit mehrfach hintereinander absorbiert werden.

Frequenzverdopplung (= mégliche Relaxation)

g_ 2
Vibrationsrelaxation 107'%s
v-—
l Solventrelaxation 107'%s Quenching
h * VO >
oA
h*v,| h*v; Strahlungs- Strahlungs-
freie freie
h*vo [w v w Relaxation w Relaxation
Absorption - Fluoreszenz Quenching
Angeregtes Molekiil 1 Quench-Molekiil 2

Abb. 5: Jablonski-Diagramm: Die Intensitdt der Fluoreszenz hidngt ab von der Anregungsintensitdt, bei einer

Zweiphotonenanregung von der quadrierten Anregungsintensitédt (modifiziert nach Eichler et al 1987)

Das Absorptionsspektrum héngt somit vom Molekiil, vom Besetzungszustand der
Molekiilorbitale, seiner Umgebung und der Photonendichte ab. Die Emissionsspektren zeigen
im allgemeinen ausgeprédgte Maxima, denn sie sind bestimmt durch die Energietibergéinge im
Molekiil, die abgesehen von einem geringfiigigen Einflul der elektronischen Umgebung
relativ konstant sind (Abbildung 5). Diese Eigenschaft kann man sich zu Nutze machen, um
Molekiile  makroskopisch  via  spektraler = Detektion zu charakterisieren. Die
Wahrscheinlichkeit der Fluoreszenzemission eines Photons ist aber in jedem Falle geringer
als die Wahrscheinlichkeit der Absorption eines Photons. Damit ist der Quantenwirkungsgrad
(= Fluoreszenz/Absorption) selbst bei optimalen Voraussetzungen meist gering. Im Vergleich
zu einer gleichbleibend streuenden Umgebung erwartet man also eine geringere
Fluoreszenzmodulation als Absorptionsmodulation. Abgesehen von

Mehrphotonenanregungen sind aber das kurzwellige Absorptionsspektrum und das

9
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langwellige Fluoreszenzspektrum der einzelnen Molekiile meist deutlich voneinander
getrennt. Auch wenn dies nicht gegeben ist, ist bei hheren Konzentrationen des Fluorophors
im allgemeinen die Absorption so stark vorherrschend, dall es zu einer sofortigen Absorption
der emittierten Photonen durch Molekiille in der Nachbarschaft kommt (Quenching)
(Gryczynski et al 1997). Die Energie und die Wahrscheinlichkeit einer erneuten Fluoreszenz
nimmt dabei mit jedem Absorptionschritt ab. Detektiert man mithilfe einer speziellen
Filteranordnung (Stepp et al 1997) nur die Fluoreszenz und regt in einem differenten
Spektralbereich an, gibt es trotz des stark streuenden Gewebes keinen Einflul des
anregenden Lichtes auf das detektierte Licht. Zumal die Streueinfliisse bei ldngeren
Wellenldngen abnehmen, ist der Einflufl dieser GrofBe fiir die Fluoreszenz im Allgemeinen
geringer. All dies soll beschreiben, wie komplex die wirklichen physikalischen Verhéltnisse

sind.

1.2.2.3 Reflexion von Licht

Die einfachste Moglichkeit der Detektion ist die Spiegelung von Licht an Grenzflichen mit
unterschiedlichem Brechungsindex. Hier kommt es nach den Fresnelschen Gesetzen zu einem
reflektierten und gebrochenen Anteil. Die Intensitdt und die Polarisation beider Anteile ist
stark abhingig vom einfallenden Winkel. Ein Detektor mit und ohne Polarisationsfilter fiihrt
aber nur zu geringfiigig unterschiedlichen Winkelabhingigkeiten der Reflexion. Verglichen
mit der Winkelabhingigkeit der Streuung (angendhert nach Lambert, bei isotroper Streuung
¢=1) und der im Allgemeinem isotropen Fluoreszenz ergeben sich Unterschiede. Die

Winkelabhingigkeiten im Gewebe sind zusammengesetzt aus reflektiven, isotropen und

streuenden Anteilen (Abbildung 6; Wilson et al 1990).

10
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Winkelabhingigkeit der beobachteten Intensitat

Lambet-Strahler
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Abb. 6: Winkelabhingigkeit der Remission eines idealisierten Lambert-Strahlers (streuend), sowie der Reflexion

und der Remission eines isotropen Strahlers

Ergidnzend sei angemerkt, da} Polarisationseffekte und anisotrope Effekte auch bei der
Fluoreszenz und der Streuung auftreten konnen. Desweiteren ist eine Drehung der

Polarisationsrichtung bei der Durchstrahlung chiraler Molekiile moglich (Hoppe et al 1978).

11
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1.2.3 Zytologische und Histopathologische Grundlagen

Typ Subtyp Haufigkeit bei Spontane Dauer
Risikopatienten | Riickbildung
Tumorfrithformen:
1. Hyperplasie
A Metaplasie 9 ? ca. 1517
B Basalzellhyperplasie 9 2 ?
C Papillomatose 2 ? ?
2. Dysplasie
A Leichte Dysplasie 19%* 90% ca.81J
B Moderate Dysplasie 40%* 50% ca.3]
C Schwere Dysplasie 11%* 10% ca.2]
3. |Carcinoma in situ 10%* 0% 0.5-2]
Tumorspétformen: Heilungsrate | Tumorverdoppelungszeit (t)
1. Plattenepithelkarzinome 30-40% 15% 88
(Operation)
2. Kleinzellige Karzinome 15-20% 1-3% 29
(Operation)
3. |Adenokarzinome 25-30% 15-20% 161
(Operation)
GroBzellige Karzinome 10-15% ca. 15% 89
. | Adenosquamatése Karzinome 2-3% ca. 15% 90
6. Karzinoidtumoren 1% 70% / 50%
Operation/PDT

Tab. 1: Ubersichtstabelle histopathologischer Klassen von moglichen Tumorfriihformen und verschieden
Tumorspétformen (The World Health Organization 1977, *Lam et al 1993, Miiller-Hocker 1997, Beinert und
Mergenthaler 1997, Mountain1997)

Entsprechend Tabelle 1 werden verschiedene Befundtypen histologisch unterschieden, die
weiter charakterisiert werden konnen durch die auftretende Haufigkeit bei Risikopatienten,
die spontane Remissionsrate und ihren zeitlichen Verlauf. Die Tumorgenese beginnt mit einer
genetischen Verdnderung, deren Ursache exogen durch kanzerogene Stoffe, Radioaktivitit,
Viruserkrankungen (Brenzpyrrol, Zigarettenkonsum (Opitz et al 1994), Arsen, Asbest,
Chloromethylester, Vinylchlorid, radioaktive Strahlung (insbesondere Alphastrahler, Nickel)
oder endogen durch vererbte Genschdden hervorgerufen sein kann (Mason et al 1994,
Johnson et al 1996). Diese Schédden sind meist direkt nachweisbar (Kleinzellige Karzinome),
viele Tumoren sind aber auch schon in der Anfangsphase polygenetisch verursacht (Nicht
kleinzellige Karzinome) (Sekido et al 1978). Die Zellen teilen sich iiberméBig (ras, erbB,
myc-Genschdden) und verlieren ihre  Sterblichkeit (hohe Telomeraseaktivitit)
(Biiltzingslowen et al 1997). Epithelschichtdicke (Hyperplasie), Zellform und GroBe dndern

sich dabei (Metaplasie/Dysplasie). Weitere genetische Defekte fithren zum Verlust der
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Kontaktinhibition, so dafl mehrlagige Epithelschichten resultieren und das Gewebe
aufgelockert wird (tight junctions) (Dysplasie). Die Versorgung der Zellen wird durch die
Diffusion bestimmt (Hoppe et al 1978). Dies fiihrt zu einer Unterversorgung der Zellen mit
Sauerstoff und groBlen Molekiilen, so dal die Energiegewinnung des biochemischen
Stoffwechsels auf Glycolyse und die Molekiilgenese auf kleinen Molekiilen basiert. Dies fiihrt
zu einem reduktiven Mileau in der Zelle und zu einer Ubersiuerung der Umgebung.
Histologische Firbungen kénnen dies farblich sichtbar machen (PAP, Fe?*, HE-Firbung,
erhohte NADH-Fluoreszenz, verminderte FAD-Fluoreszenz) und stellen somit einen
indirekten Tumornachweis dar (Miiller et al 1991, Labkowicz 1992, Schneckenburger 1994).
Normalerweise fiihrt der Sauerstoffmangel dazu, da3 die Zellen in die Apoptose gehen. Eine
genetische  Schadigung dieses Programms (p53, RDC;) oder/und auch die
Sauerstoffversorgung iiber das Bronchiallumen konnten dies verhindern. Der Verbrauch an
Basisbausteinen ist relativ zum Normalgewebe erhoht, die Aufnahme und Weiterverarbeitung
sind erhoht (Glucose, 5-ALA). Daher konnen diese Molekiile als indirekte Marker dienen.
Eine Zelle kann sich erst dann teilen und tiberlebensfdhig bleiben, wenn die Chromosomen
verdoppelt sind (G-Phase) und ein Mindestmal} an Zellorganellen vorhanden ist. Trotz der
groflen Diffusionsstrecke ist die Versorgung mit den kleinen Grundbasen gegeben, d.h. die
S-Phase verldngert sich kaum im Vergleich zur komplexen G-Phase und in vielen Tumoren
sind polyploide Zellen haufiger. Der Ploidiestatus stellt somit eine wichtige Grundlage fiir die
Diagnostik dieser Zellen dar (ab Dysplasie II), ist aber nur ein indirekter Nachweis (Bocking
et al 1992). Die ZellgroBe und die Anzahl der Zellorganellen verringert sich. Weiterhin
dndern sich die Zelloberflichenmerkmale (Antigene) durch Ausdiinnung oder genetische
Defekte. Einige dieser Rezeptoren sind wichtig fiir eine zellregulierende Signaltransduktion
(z.B. Kontaktinhibition) und sind immunhistochemisch nachzuweisen (Biiltzingsléwen et al

1997). Eine entsprechende Ubersicht findet sich in Tabelle 2.
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Karzinomtyp nkogen- Suppressorgen- bneuploi— Cyto Savant
ktivierung inaktivierung iestatus

Carcinoid ca. <40 % ?
Plattenepi- c-erbB-1 65 - 90% p53 ca.70% ca.40 - 90% 96%
thelkarzinom  [c-erbB-2 30% Rb 20 - 30%

c-myc 10 - 50%

n-myc

ras (p21 ras) 40 - 70%
Adeno- c-erbB-1 15 - 40% p53 ca.30 - 40% ca. 40 - 90% 86%
karzinom c-erbB-2 (p185) 30% Rb 20 - 30%

k-ras 30 - 40%,
c-myc 10 - 50%

n-myc
Kleinzelliges [c-myc bis 100%, p53 ca 70 - 80% 70 - 80% 100%
Karzinom n-myc

ras . /. Rb bis zu 100%
Grofzelliges  [c-myc bis 100%, p53 ca 70 - 80% 70 - 80% 88%
Karzinom n-myc

ras . /. Rb bis zu 100%

Tab. 2: Molekulargenetik - Ploidiestatus der Lungenkarzinome und seine prognostische Bedeutung

Die Ubersduerung des umliegenden Gewebes fiihrt zu einer Verminderung des
Oxyhdmoglobins und einer Erhohung des Desoxyhdmoglobins. AuBlerdem ist das
GefédlBwachstum gefordert. Solange der Tumor dabei auf das Epithel beschriankt bleibt ist das
Stadium des Carcinoma in situ noch nicht iiberschritten (Saccomano et al 1974). Erst eine
erneute genetische Verdnderung fiihrt dazu, da3 nun auch die Epithelzellen Signalpeptide
aussenden, die zur Infiltration der Blutgefdfle in das Gewebe fiihren. Die Kombination aus
unkontrolliertem Wachstum und BlutgefiBBversorgung fiithrt zu schnell wachsenden, kaum
mehr kurativ zu behandelnden und metastasierenden Tumoren. Eine Unterversorgung mit
Sauerstoff ist dann nur noch fiir das oberfldchlich liegende Tumorgewebe gegeben, so dal} es
hier zu einer Nekrosenbildung kommt (HauBlinger et al 1996). Diese Mechanismen sind nicht
beschrankt auf die Lunge. Der zeitliche Ablauf der Tumorgenese ist also in zwei Phasen
geteilt: Eine langsame Entwicklungsphase polygentischer Schidigungen und eine schnelle
Phase nach Infiltration. Die Summe der Zeitrdume pro Entwicklungsschritt betrdgt ca. 20
Jahre, so dal} es nicht verwundert, da3 die Erkrankung Lungentumor gehéuft erst ab einem
Alter von 45 Jahren auftritt (Bolliger et al 1998). Nicht geklért ist bislang, ob alle Schritte
notwendig sind und welche Schritte reversibel sind (Thiberville 2001). Trotzdem bilden die

starke Exposition gegeniiber kanzerogenen Stoffen, die grole Oberfldche der Lunge, die hohe
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Regenerationsrate und die hohe Stoffwechselaktivitit des Flimmerepithels und der
Schleimdriisenzellen einen idealen Ort zur Tumorgenese, was erkldren kann warum hier die

meisten Tumoren entstehen (Beckett et al 1993).

1.2.4 Klinische Grundlagen

Oberster Grundsatz fiir die Entwicklung von Geréten und die Erhebung von klinischen Daten
sind die Wahrung der Menschenrechte und damit die Wahrung der Unversehrtheit der
Patienten (Auswirtiges Amt 1985) und die Aussicht auf einen potentiellen Nutzen fiir die
Patienten (Ethikkomission). Gerade bei der Messung von Daten wihrend der Bronchoskopie,
die ohnehin mit einem gewissen potentiellen Risiko behaftet ist, gilt es, das
Gefdhrdungspotential der Patienten so gering wie mdoglich zu halten. An mdéglichen Risiken
treten auf: Blutungen nach Biopsieentnahme oder Vulneration des Gewebes, Uberhitzung
oder UV-Bestrahlung des Gewebes (Bundesamt fiir Strahlenschutz 1990). Verldngerung der
Untersuchungszeit und damit der Narkose, bzw. der knappen Zeit in der die Lokalanésthesie
wirksam ist. Um diese Risiken zu reduzieren, wurde auf Biopsien des Normalgewebes
weitgehend verzichtet (in der Kenntnis, dal Randombiopsate friitherer Untersuchungen nur in
ca. 3% der Falle abnorm waren), die Daten wurden weitgehend mit konventionellen Geréten
bzw. darauf adaptierten spektroskopischen Methoden im sichtbaren Spektralbereich ermittelt
(Pottier et al 1986). Labile Patienten werden nicht untersucht. Endoskopisch zugénglich mit
konventionellen Bronchoskopen (Querschnitt > 3 mm) ist nur der proximale Teil des
Bronchialsystems bis zu den Subkarinen (6.-7. Verzweigungsebene). Fiir einen Grofteil der
malignen Erkrankungen beim Raucher ist dies auch ausreichend. So finden sich hier vor allem
kleinzellige Tumoren (SCLC, Rate 30%) aber auch ein Grofteil der nichtkleinzelligen
Tumoren (NSCLC, Rate 70%). Letztere werden unterteilt in Plattenepithelkarzinome (Rate
45%), in Adenokarzinome (Rate 35%), in groBzellige Tumoren (Rate 10%) und sonstige
Tumoren (Rate 5%). Peripher finden sich tiberwiegend Adenokarzinome. Desweiteren finden
sich im zentralen Bereich der Lunge Papillomatosen und Enziindungsherde (Tuberkulose)

(WeiBlbuch Lunge 1996). Andere Befunde wie Hyperplasien, Metaplasien, Dysplasien und
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das Carcinoma in situ (CIS) gelten als (mogliche) Vorstufen der Tumore (Petersen et al
1999). Todlich verlaufende Erkrankungen sind allerdings insbesondere die malignen Tumore
(SCLC: Mortalitétsrate 80%, PlattenepithelCa Mortalitédtsrate 70%, AdenoCa Mortalitétsrate
40%) (siche Tabelle 1). Bei diesen ist selbst eine Operation nur in 20%-30% der Fille
erfolgreich. Medikamentdse Behandlungen (Chemotherapie) und Bestrahlung (Radiotherapie)
sind oft wenig effektiv und belastend und werden, wenn erforderlich, um endoskopische
palliative Methoden ergédnzt. Eine Erkennung der Erkrankungen in einem frithen Stadium
verbessert die Heilungschancen erheblich (Wagner et al 1998). Die primdre Diagnostik der
Erkrankung erfolgt bislang aufgrund von Symptomen (Atembeschwerden, Schmerzen, Blut
im Sputum), im Bereich der Vorsorge nach Risiken (Rauchen, genetisches Risiko,
arbeitsbedingte Risiken, mogliche Metastasierung) (Burns et al 1994). Die Sputumanalyse zur
Erkennung von Tumoren ist wenig sensitiv und wenig spezifisch (Bechtel et al 1994) und
selbst das hochauflosende, vergleichende (Tumorgrofle) CT ist nur fiir periphere
Adenokarzinome geeignet und hier nicht Gegenstand dieser Arbeit. Somit stellt momentan die
(semi-) invasive endobronchiale Endoskopie mit histologischer Untersuchung der
gewonnenen Proben die bislang einzige praxisgerechte Moglichkeit der Diagnostik zentraler
Lungenkarzinome dar (Bolliger et al 1998). Friiher stellte die Weillichtbronchoskopie (WL)
die einzige endoskopische Moglichkeit der Tumorkontrastierung dar (STORZ, OLYMPUS,
PENTAX). Durch die Beobachtung der schwachen Autofluoreszenz (Herly et al 1943)
(XILLIX, STORZ, PENTAX) nach Anregung mit blauem Licht wurde das diagnostische
Spektrum ergidnzt (Doiron et al 1979, Lam et al 1993, HauBinger et al 2000). Der Einsatz
photosensitiver Kontrastmittel (Photofrin, 5-Aminolédvulinsdure (5-ALA), induziertes
Protoporphyrin IX (PPIX)) erweitert diese Diagnostik um zusétzliche therapeutische
Moglichkeiten, die vor allem fiir frithe Tumorstadien gute Behandlungsergebnisse
ermoglichen (photodynamische Therapie PDT) (Kessel et al 1984, HauBlinger et al 2000, Peng
et al 1997).
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2. Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit Verdacht auf Bronchialkarzinom, sowie
Freiwillige ohne entsprechende Verdachtsmomente bronchoskopisch untersucht Die Bron-
choskopie erfolgt bei den Patienten im Rahmen der Indikation, die aufgrund von Symptomen

oder aufgrund des in Tab. 3 aufgefiihrten Risikokonstellation gegeben war.

2.1 Risikogruppen

Der Verdacht auf Bronchialkarzinom kann nach Tabelle 3 durch Einteilung in Risikogruppen

weiter unterteilt werden:

1. Radiologischer oder klinischer Karzinomverdacht.

2. Postoperative Nachsorge (rezidiviertes Bronchialkarzinom)

3. Positive zytologische Befunde

4. Fruhere positive Befunde von Dysplasie/CIS

5. Bekanntes Bronchialkarzinom (z.B. Staging)

6. Raucher alter als 40 Jahre mit dem Nachweis einer COPD und/oder beruflicher
Schadstoffexposition

Tab. 3: Risikogruppen der Patienten mit Verdacht auf Bronchialkarzinom nach internationalen Konventionen

(ISALC, Bolliger et al 1998)

2.2 Lichtquelle, Endoskopische Gerate

Es wurde breitbandig mit einer speziellen Xenonlichtquelle der Firma Karl Storz (D-
LIGHT/AF) angeregt und mit einer flexiblen Optik (BI 11001) und einer 1-Chip-Kamera
detektiert (Endovision Telecam PAL-Kamera). Die Lichtquelle wurde mit verschiedenen Fil-

tern modifiziert (Abbildung 7).
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e Abb. 7: Xenon-WeiBlichtquelle zur Erzeugung
verschiedener Anregungscharakteristiken: ALA,
AF, WL

Die Xenon-Lampe erzeugt entsprechend der Abbildung 8 ein definiertes Spektrum, Filter

konnen verwendet werden, um bestimmte Wellenldngen herauszugreifen.
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Abb. 8: Spektralcharakteristik der Xenon-Weilllichtquelle im Bereich von 400 - 700 nm (Ein geringer weiterer
Anteil befindet sich bei 760 - 800 nm)

Wiéhrend Filter I (ALA-Filter 380 - 440 nm) integral ca. 50 mW liefert, verdoppelt sich die

Lichtintensitét beim Filter I (AF-Filter 380 - 470 nm) auf ca. 100 mW, zumal hier die

Intensitdtsmaxima mit genutzt werden. Der Beobachtungsfilter 148t ebenfalls einen geringen

Anteil des blauen Remissionslichtes passieren,
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Autofluoreszenz etwa 35% mehr Licht detektiert werden kann. Die entsprechenden
Filtercharakteristiken des Systems D-Light/AF (K. Storz) bestehend aus Lichtquelle
(Anregung 1=ALA-Mode und Anregung 2=AF-Mode), Beobachtungsfilter im Okular eines

Endoskops (BI 11001) und Kamera mit drei Farbkanidlen (3-Chip Endovison Telecam K-
Storz) sind in Abbildung 9 dargestellt.

Spektralcharakteristiken

Blaij - 3 Chig | Frgn - 3 Chip Ral - 3 Chip

-
d A
Enregung 1*

nregung 2 | .'I

redatihee Invensdal
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=
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Wellenlange [nmj

i

Abb. 9: Filtercharakteristik fiir die Fluoreszenzdetektion: Das anregende Licht wird durch den Detektionsfilter
weitgehend geblockt. Der resultierende detektierbare Wellenldngenbereich von 460 nm - 700 nm wird vom Auge
oder der Kamera in die drei Farben Rot, Griin und Blau zerlegt. Die idealen steilen Schnittkanten sind nahezu
durch die 3-Chip-Kamera realisiert. Ergédnzend ist das im Vergleich zur Anregung wesentlich geringere (ca. 3%)

resultierende abstandsnormierte Spektrum von Tumor- und Normalgewebsfluoreszenz dargestellt.

Der visuelle Kontrast entspricht einer 1-Chip-Kamera (K. Storz, Endovision Telecam), die
Schnittkanten sind nicht so steil, so dall der offsetbehaftete Farbkontrast visuell und tiber die 1
Chip-Kamera etwas geringer ist. Angendhert wird blau bei ca. 475 nm, griin bei ca. 540 nm
und rot bei ca. 620 nm detektiert. Entsprechend Abbildung 9 ist fiir das im AF-Modus

offensichtlich im griinen Bereich unterschiedliche Tumor- und Normalgewebe eine gute
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Detektion mit der 3-Chip-Kamera moglich. Gleichzeitig ergeben sich optimale Schnittkanten

fiir den roten und blauen Bereich.

2.3 visuelle Beurteilung
Von N = 528 Patienten wurden 258 Patienten mittels WL und 270 Patienten mittels AF und

WL untersucht und wie folgt charakterisiert (Tabelle 4):

1. Normales Erscheinungsbild, nicht verdéachtig = normal
2. Nicht-spezifische Veranderungen = abnorm
3. Verdacht auf maligne Veranderungen = supekt
4. Sichtbarer Tumor (z.B. exophytisch) = manifest

Tab 4: Beurteilungsstufen in der Autofluoreszenzuntersuchung/WeiBllichtuntersuchung

Im Rahmen einer Multicenterstudie wurden von insgesamt 528 zugehorigen Befundgruppen
316 vom Lokalpathologen (Dr. A. Morresi-Hauff) und 212 vom Referenzpathologen (Prof.
Dr. KM Miiller) untersucht. (November 1998-November 2001)

Die Histologie wurde wie folgt eingeteilt (Tabelle 5):

Name Beschreibung

Normal no |Epithel, verschieden differenzierte Zellen d= 45 um
Entziindung inf |Schwellung des Gewebes, differenzierte Zellen
Zellhyperplasie hyr |Vermehrung eines Zelltyps: Basalzellen 3-10 Zellschichten
Gewebshyperplasie | hyp |Zellvermehrung oberste Schicht, mehrere Zelltypen

Narbe sca |Destruktion des Zellverbandes nach Biopsieentnahme
Metaplasie met |Zellvermehrung eines Zelltyps, oberste Schicht d< 65 um
Papillomatose pap |virusbedingte Hyperplasie (Herpes zoster)

leichte Dysplasie dys I | Atypien im metaplastischen Areal d= 70 um

moderate Dysplasie |dys II | Atypien im metaplastischen Areal: Photonendicht d= 70 pm

schwere Dysplasie |dys III| Atypien im metaplastischen Areal: Photonendicht d = 70 um

Carcinoma in situ cis |verstirkte Zellvermehrung, Basallamina gefaltet: d~ 120 um

Tumor unbestimmt tu | Tumorbefund: keine Angabe einer weiteren Differenzierung

Kleinzelliges Karz. | sc |kleine Zellen (aus neurosek. Z.), Tumor mit Blutgeféilversorgung

Plattenepithelkarz. pla |groBe Zellen (aus Zilien Z.), Tumor mit Blutgefé3versorgung

Adenokarzinom ade |groBe Zellen (aus Driisen Z.), Tumor mit BlutgefaBBversorgung

Tab 5: Beurteilungsstufen in der Untersuchung mit AF, Die Reihenfolge entspricht weitestgehend dem Differen-
zierungsgrad, Narben sind meist begleitet von Gewebshyperplasien
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2.4 Bildverarbeitung
Mit einer abgeglichenen, gepriifte einheitlichen Geridteeinheit, (bestehend aus Lichtquelle (D-
Light/AF), Endoskopkamera (Einchipkamera, K. Storz) und Bronchoskop (BI 11001, K
Storz)) endoskopisch erfafite Bilder wurden am SVHS-Ausgang mit einer PCTV-Grabber-
Karte (Pinnacle, Miinchen) digitalisiert (768*576 Pixel). Von 33 Patienten/78 Befunden in der
Endoskopie (D-LIGHT/AF) wurden mit dem Programm Thumbs Plus (Kelly Data GmbH,
Martinsried) pixelweise Farbwerte bestimmt. Diese Farbwerte wurden mit einer Eichkurve
(y=x? fiir die Gammakorrektur) gemiB der Intensitit aller drei Farbkanile Rot, Griin und Blau
korrigiert. Histologien der Befunde (Lokalpathologien und Referenzpathologen) wurden im
Rahmen einer Multicenterstudie ermittelt und den erhaltenen Farbwerten zugeordnet. Die
Biopsiestellen befanden sich hauptsédchlich in dem zentralen Bereich der auffilligen und
biopsierten Stellen. Fiir jeden Befund wurde daher in der Mitte, am Befundrand und peripher
(Abstand etwa Distanz Befundmitte, Befundrand) ein Datenwert erhoben. Fiir bestimmte
ausgezeichnete Befunde (moderate Dysplasien) wurden zudem von der Gesamtfldche des
Befundes und der Umgebung Pixelwerte bestimmt und radial in dquidistanten Relationen zum
Rand gemittelt, um eine genauere Darstellung der Ursache des Kontrastes zu ermdglichen.
Weiterhin wurde eine online-verfiigbare Bildverarbeitung etabliert, die den Befund, wie er
von der Videokamera erfaf3t wird in einem 512x512-Pixel groBen Bereich zentriert auf dem
Bildschirm darstellt. In einem 256x256-Pixel umfassenden Bereich konnte gleichzeitig das
Ausgangsbild verarbeitet werden (Histogrammkorrektur, Mittelung und Farb- zu Farb-
Zuordnung), so dafl Farbkontraste verstirkt werden konnten und letztlich Befundgruppen

zugeordnet werden konnte (Visual-C-Klassenbiblothek).
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2.5 Spektroskopie

Im Rahmen einer Phase I-Studie der Firma Medac konnten von 14 Patienten/27 Befunden
suffiziente Spektren iiber einen Strahlteiler (K. Storz 50/50) am Endoskopokular, einer Linse
(Spindler und Hoyer, 10mm), einer Lichtleitfaser (400 um konventionelle Glasfaser) und
einem kalibrierten Spektrometer (Wellenldngenbereich 400 - 800 nm, Auflésung 2 nm, optical
Multichannelspektrometer OMA, SI Penzberg) aufgenommen werden. Durch das abbildende
System wurde das remittierte Licht entsprechend einem Areal in der GroB3e von 10 Grad des
Endoskopbildes (gesamt 90 Grad) aufgenommen. Der Abstand des Endoskops vom Gewebe
betrug ca. 0.5 cm. Samtliche Fluoreszenzspektren wurden mit einem einheitlich kalibrierten
Spektrometer aufgenommen. Zur Korrektur des schwankenden Abstands bei der Messung
wurde auf die Intensitit eines Remissionspeaks bei 830 nm normiert. Spektren wurden in den
drei verschiedenen Modi (Weilllicht, ALA-Anregung, AF-Anregung) aufgenommen. Fiir die
automatisierte Auswertung und Darstellung auf dem Monitor wurde ferner ein Spektrometer
(Ocean Optics S2000, Fasereingang 400 pum, Auflésung 7 nm, Wellenldngenbereich 350
nm-780 nm) mit einem Visual-Basic-Programm in Excel eingebunden, so daf3 hier flexibel
tiber eine einfache Tabellenkalkulation automatisierte Auswertungen (Multi-Regressions-

Analysen) moglich waren.

2.6 Erganzende Untersuchungen

Histologische Biopsate (n = 10) wurden mit fliissigem Stickstoff in Tissue-Tec eingefroren,
mit einem Kryotom (Leica) wurden 10 um Schnitte angefertigt. Bilder wurden nach
Anregung mit einer Quecksilberlampe (405 nm) mit einem Leica-Fluoreszenzmikroskop und
einer 3-Chip-Kamera (Storz Endovision) aufgenommen. Punktuell wurden Spektren mit
einem kalibrierten Spektrometer (Wellenldngenbereich 400 - 800 nm, Auflésung 2 nm, optical
Multichannelspektrometer OMA, SI Penzberg) im Schnitt untersucht (Zeng et al SPIE 2324).
Elastin, NADH, Flavin, Lipoprotein, Himoglobin und PPIX (Sigma/Fluka) wurden ebenfalls

mit einem Fluoreszenzspektrometer vermessen (Perkin Elmer).
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2.7 Auswertung
Klinische Daten wurden gemill den GCP-Richtlinen erhoben und beziiglich Sensitivitit,
Spezifitdit und Prdvalenz ausgewertet. Eine Priifung auf Signifikanz erfolgte mit dem
Student-t-Test. Farbwerte und Spektralwerte wurden aus den Bildern und Spektren gewonnen.
Diese Daten wurden korrigiert und mit folgenden Methoden weiter analysiert:

(1) Modellbasierte Komponententrennung

mittels regressiver gestaffelter multipler Regression (aufbauend auf Durkin et al 1996).
Hierbei werden die kalibrierten Spektren I(A) zundchst in Einzelkomponenten
(Fluoreszenzkomponenten ¢; F j(A) getrennt und ein Relativspektrum (%-Anderungen) zum
Ausgangsspektrum ermittelt R(L). Dieses wird auf weitere Komponenten untersucht (multiple
Regression mit absorptiven Komponenten und Offsetwert in der logarithmischen
Auftragung). Die potenzierte Summe der Komponentenanteile werden invertiert auf das
Ausgangsspektrum angewandt (Bereinigung der Absorption: Division durch die einzelnen
Absorptionskomponenten) und dieses Spektrum S(A) in einem iterativen ProzeB solange
adaptiert, bis die Anderung & zwischen dem Ausgangsspektrum und dem aus den
Komponenten berechneten Spektrum sehr gering wird. Bei den vorliegenden Spektren und
Komponenten konnte fiir alle Einzelkomponenten stets ein Fehler unterhalb von 5% und eine
Konvergenz erzielt werden. Letztlich wird mit Hilfe von Fluoreszenzkomponenten F;(A) und
den Absorptionskomponenten p,, sowie der Streuungsparameter g in folgende Gleichung
beschrieben:

T(L) = S[F {(h) *c;]¥e *HAOX() + b*pa_desox(k) + c*us(h) + d*a_fad() + e*pa_ppix(1)

Schritt 1: Multiregression: I(A): X[F ;(A) *¢;]

Schritt 2: R(A) = log[I(W)J/(Z[F ;(A) *c;] + 0); 9: klein, positiv

Schritt 3: Multiregression: R(A): a*pag(A)+b* pagesox(M)+e*us(M)+d*pagg(A)+e* papyi(h)
Schritt 4: S()) = [(\)/e 2*1a_0X(y+b*ua_desox(hyre* syt d* ua_fad(h)+e*ua_ppix(:)

Schritt 5: Multiregression: S(A): Z[F ;(A) *c¢;]

Iterativ Schritt 2-5 wiederholen bis relativer Fehler tiber alle A: & = X[I(L)-S(A)]/Z[1(M)] ent-

weder <5% ist oder nicht mehr wesentlich kleiner wird.
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Dies entspricht folgendem vereinfachten Modell:

Verschiedene Konzentrationen ¢ der Fluorophoren und verschiedene relative Dichteparameter
ab,c,d,e bei den Absorptionen/Streuung fithren multiplikativ zu einer Anderung der

Intensitit:

wellenldngenabh. Absorptions/Streuungsschwankungen:
Schicht 1 Schicht 2 Schicht 3 Schicht 4 USW.

Fluoreszenzen F () Streuung ¢ pg(d) apy ox(A) by desox(B)  -onee.

Im vereinfachten Modell werden fluoresziierende Anteile, wie sie nach Anregung entstehen,
nachtraglich modifiziert iiber wellenldngenabhéngige absorptiv/streuende Wechselwirkungen
(multiplikativ). Die Zahl der Photonen wird demnach in mehreren Kaskaden reduziert (Ent-
sprechend mehreren Filterschichten, wobei diese aber nicht einer bestimmten rdumlichen
Anordnung entsprechen miissen, sondern grundsdtzliche Wechselwirkungsmoglichkeiten
innerhalb des betrachteten Volumens représentieren). Der Streuungsanteil ¢ dominiert, was
gleichsam als Offsetwert wirkt, so dafl die Parameter a,b,d und e positiv oder negativ sein
konnen. Der iterative Ansatz hat den Vorteil, dall die Absorption und die Fluoreszenz getrennt
angepalit werden konnen, womit keine Mischung der Komponenten und damit ein weit kom-
plexerer nichtlinearer Ansatz notwendig ist. Die Konvergenz des Verfahrens mufl dann fiir
jedes Spektrum getrennt gepriift werden. Innerhalb einer einheitlichen Serie von Spektren
konvergierte das Verfahren jedoch ausnahmslos. Allerdings muf} gerade bei den breitbandi-
geren Komponenten der Absorption darauf geachtet werden, dafl die Zahl der verwendeten
Komponenten gering bleibt (<=5), zumal die Konvergenz des multiregressiven Ansatzes von
den Flankensteigungen in den Komponentenspektren (Mischungen daraus und auch den
Gesamtspektren) abhdngt. Letztlich erfolgt eine Trennung in Absorptions-, Streuungs- und

Fluoreszenzkomponenten.
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(2) Kohonen Farbdiskriminierung (modifiziert nach Decker 1994)

Hierbei werden fiir jeden Befund und sein umliegendes Normalgewebe jeweils die
korrigierten Farbratiowerte Rot/Blau, Rot/Griin und Blau/Griin bestimmt und ein neuronales
Netz mit 256 Neuronen damit trainiert. Spédter lassen sich bestimmte Neuronengruppen
bestimmten histologischen Gruppen zuordnen. Die resultierenden Farbratiowerte der Neurone
konnen abgefragt werden, so dal letzlich fiir alle auftretenden Farben eine histologische
Einteilung moéglich wird. Diese Zuordnung kann in den Farb- zu Farb-Zuordnungstabellen der
Online-Bildverarbeitung verwendet werden, um eine genauere Befunddarstellung zu

ermdglichen.

Fiir die Montecarloberechnungen wurden folgende Modelle verwendet:

Weilllicht: Zweischichtsystem (modifiziert nach Anderson Cancer Center 1992)
Autofluoreszenz: Mehrschichtsystem (n=3000) fiir 20 Wellenldngen im Bereich von 400 -
800 nm (modifiziert nach Anderson Cancer Center 1992).

Hierbei wurden insbesondere die Fluoreszenzdetektion ergdnzt (Welch et al 1997) und eine
direkte gleichzeitige Beobachtung der Photonen 20 verschiedener Wellenldngen wihrend der
Simulation ermdglicht (Visual-C-Programm). In Abbildung 10a) ist fiir eine typische
Parameterbesetzung des Normalgewebes zu dem Zeitpunkt, an dem alle anregenden Photonen
(n=100.000) das Gewebe verlassen haben dargestellt, wie sich die Photonen verteilen.
Abgebrochen wurde die Simulation, nachdem 99,9% der anregenden Photonen das Gewebe

verlassen hatten oder absorbiert wurden (Abbildung 10).
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. 7. - Reémission®” ¢,

Fluoreszenz

Abb. 10: a) Absorption und Remission im Gewebe: Photonen unterschiedlicher Farbe: alle anregenden Photonen
sind bereits remittiert (n=18074); b) Fluoreszenz im Gewebe zeitverzogert und spektral breiter (n=2572

Photonen). Gitterldnge 25um.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse lassen sich einteilen in Untersuchungen mit Weilllicht und Autofluoreszenz
(spektroskopisch, Bildverarbeitung, visuelle Beurteilung). Das Hauptaugenmerk wurde dabei
gerichtet auf mogliche objektivierende Verfahren zur Tumordiskriminierung, um eine wissen-

schaftliche Erkldrung fiir die visuell detektierten Phdnomene zu geben.

3.1 Untersuchungen mit WeiRlicht

)
FAD (0x)

Streuung

0.1 —
o T ——
e
E 0.01 oeTiNge
g Anderungen
a
< 0.001
Blut (px)
0.0001 T T T T T T T T

450 500 550 600 650 700 V50 800 850 900

Wellenldnge (nm)

Abb. 11: Absorptionsspektren verschiedener Substanzen und diffuses Streuungsspektrum eines punktuellen
Streukorpers (1/A%) als Basisbestandteile des Remissionsspektrums nach WeiBlichtanregung. Geringe

Anderungen ab 800 nm.

Im wesentlichen ist das WeiBlichtspektrum ein Remissionsspektrum des eingestrahlten Lich-
tes und daher zusammengesetzt aus Streuungsanteilen, Reflexionsanteilen und absorptiven
Anteilen (gemil3 Abbildung 11). Im Wellenlédngenbereich von 450-900 nm finden sich fiir die
meisten Gewebstypen eine Streuungsabhingigkeit nach Tyndall (1/A*) und die Absorptions-

spektren des oxygenierten und reduzierten Blutes, des Protoporphyrin IX und des oxidierten
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Flavins (letzteres bis ca. 600 nm). Die geringsten Schwankungen aufgrund absorptiven Kom-

ponenten finden sich ab 800 nm.

Als lineare Aproximation insgesamt recht komplexer Prozesse (siche Material und Methoden,
Einleitung Abbildung 6) gilt nachdem die Spektren mit der Charakteristik der Anregungs-

lichtquelle A(L) normiert wurden in etwa unter Berticksichtigung der Reflexanteile r:

Glei chung 1: I()L) =r+ (1_1.)* ea* pa_ox(A) + b*pa desox(h) + c*us(h) + d*pa_fad(h) + e*pa_ppix(L)

Durch Anwendung dieser Gleichung konnten die anregungsnormierten Spektren durch lineare
Regression in einzelne Komponenten zerlegt werden. Der Fehler der Zerlegung in Einzelkom-
ponenten lag dabei fiir alle erhobenen Spektren etwas unterhalb von 5%. Eine Erweiterung
dieser Gleichungen um nichtlineare Terme existiert bereits und minimiert die Fehler nur auf
ca. 2%. Die Fehlerdifferenz beschreibt dann in etwa wellenldngenabhingige Effekte, die
durch die Miestreuung kleiner Kugeln beschrieben werden kann (Boyer et al 1995). Der Vor-
teil der ersten Approximation besteht aber darin, dal} sie gemill den Angaben in den Metho-
den auch um zusitzliche Fluoreszenzkomponenten erweitert werden kann. Somit sind die
Anteile der Fluoreszenzkomponenten und der Absorptions/Streuungskomponenten gleich-
zeitig verfiigbar. Hier werden nur die Absorptionskomponenten dargestellt, bei denen eine
signifikante Trennung von verdidchtigen Befunden (>=Reservezellhyperplasie) und unver-
diachtigen Befunden (Normal Entziindung) moglich war. Insbesondere die reduktive Blu-
tabsorption (= BA(red) + Offset) und die oxidative Blutabsorption (= BA(ox) + Offset) sind
indirekt als interessante Parameter der Multiregressionsanalyse (ohne den Offsetwert) zu ent-

nehmen.
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Abb. 12: a) relativer Anteil der Absorption des reduzierten Blutes am Fluoreszenzspektrum fiir verschiedene
Befunde, signifikanter Unterschied Normal/Entziindung vs. Metaplasie/Hyperplasie/leichte Dysplasie/moderate
Dysplasie/schwere Dysplasie/CIS/Tumor und eine Trendline durch die Mittelwerte der einzelnen Kategorien b)
Korrelation der Anteile des oxygenierten Blutes mit dem des reduzierten Blutes (jeweils relative Anteile) fiir alle

Befundtypen. Die polynomische Trendlinie 6. Grades entspricht in etwa BA(ox) ~ -BA(red)

Fiir die Korrelation des relativen Anteils der reduktiven Blutabsorption BA(red) mit dem his-
tologischen Befund ergibt sich eine Zunahme mit der Schwere der Befunde (Abbildung. 12a).
Trotz der interindividuellen Unterschiede insbesondere des Normalgewebes verschiedener
Patienten findet sich ein signifikanter Unterschied der verdédchtigen Befunde zum Normalge-
webe und den Entziindungen. Fiir die anderen absorptiven Anteile wurden keine erwdhnens-
werten signifikanten Unterschiede zwischen den Befundgruppen gefunden. Auch insgesamt
ist die Giite der Zerlegung in einzelne Bestandteile anhand des weitgehend linearen Zusam-

menhangs ersichtlich (siehe polynomische Trendlinie 6. Grades in Abb. 12b), aus dem folgt:

Gleichung 2: BA(ox) + u*BA(red) = const ; p>1

Diese Gleichung und auch die Abbildungen 12b) resultiert letztlich daher, da3 die Summe der

Absorptionsanteile und damit die Gesamtblutmenge in etwa konstant bleiben. Eine Regressi-

onsrechnung ist allerdings nicht sinnvoll, da unterschiedliche Befundtypen durchaus eine
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unterschiedliche Blutmenge (= im wesentlichen der Offsetwert) und andere Absorptionen auf-
weisen, was sich aber nicht auf die Linearitit der Gesamtkurve auswirkt. Festzustellen ist
allerdings, daf} der reduktive Anteil stirker betont (u>1) ist. Desweiteren ist die Remission
und hierbei insbesondere der Reflexanteil stark winkelabhingig. Auch hierzu lassen sich
Simulationen durchfiihren bei senkrechtem Einfall des Lichtes. Die Intensitit des Glanzlichtes
(Anregung und Emission senkrecht zur Oberfldche) ist hauptsdchlich bestimmt durch die
Fresnel-Gesetze, wihrend die Intensitit der Remission unter anderen Winkeln bestimmt ist

durch das Lambert-Gesetz (Cosinusverteilung) und die obige Remissionsgleichung.

Glanzlichtratio vs Streuung us1,Schichtdicke d
(Ma1=1.2/cm,pa2=5.5/cm,us2=200/cm) O 150-160

800 0 140-150
0O 130-140
0 120-130

25 50 100 200 400 m 40-50

m 30-40

us1[1/cm] m 20-30

@ 110-120
m 100-110
d[pm] 90-100
= 80-90
70-80

m 60-70

m 50-60

Abb. 13: Abhéngigkeit der relativen Intensitdt des Glanzlichtes [G=I(0°)/I(45°)] von der Schichtdicke und
Streuung der oberen Schicht bei fixierten Werten der Absorption und der Streuung der unteren Schicht

entsprechend dem Lungengewebe bei einer Bestrahlung mit ca. 580 nm.

Fiir das Ratio G des Reflexes bei 0 Grad und der Remission bei 45 Grad (hier liegt der nicht
offsetbehaftete Reflexanteil gemédll Abbildung 7 bereits unter 1%, fiir andere Winkel wére
somit eine entsprechende Korrektur notwendig) gilt fiir Schichten >50um entsprechend

Abbildung 13 in guter Ndherung:

Gleichung 3: G ~ 1/(ug*d)
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Fiir lungentypische Werte (nach Tabelle 6) der verschiedenen optischen Parameter folgt fiir
verschiedene Schichtdicken im blauen Spektrum (450 nm) des Lichts eine relativ stédrkere
Abnahme der Intensitdt des Glanzlichtes G=I(0°)/I(45°) liber dem histologisch gesicherten
verddchtigen Befund, als es beim histologisch gesicherten unverdiachtigen Befund der Fall ist.
Wie nachfolgend dargestellt sind die Werte aber auch noch stark abhéngig vom Blutgehalt des
Gewebes (siche Abbildung 14).

Glanzlichtverminderung T/N

ps1=320/cm
g'g \\ ps2=240/cm
- % pal=3.0/cm
0.7 \\\_\\\\
gg ‘\ K\Hai_':&’cm
' NSC
0.4 i\“.*-\_\_\x-\\‘k—.
g'g pa2=10/cm—__,
0.1
D | T T ]
0 200 400 600 800 1000
Schichtdicke [pm]

[B(T,0°)/B(T,45°)] / [B(N,0°)/B(N,45°)]

Abb. 14: Abhingigkeit der relativen Intensitédt des blauen Glanzlichtes (B) als Tumor- zu Normalratio (T/N) bei
ca. 450 nm [1(0°)/1(45°)] von der Schichtdicke fiir typische Werte des Lungengewebes (siche Tabelle 6) normiert
auf den Wert erhalten bei einer Schichtdicke von 50 um. Anderung des etwa hyperbolischen Kurvenverlaufs bei
unterschiedlichen Absorptionswerten in Schicht 2. Bestimmung der Schichtdicke am Beispiel des kleinzelligen
Karzinoms in Abb. 49d vermutlich aufgrund der relativ zum Normalgewebe erhohten Streuung ca. 1.5 fach zu

hoch.
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Am Bildbeispiel 49d) konnte durch Messung der gammakorrigierten, offsetnormierten Blau-
werte des Pixels im Glanzpunkt und seiner entfernten Umgebung jeweils von Tumor und Nor-
malgewebe der Wert V = 0.435 bestimmt werden. Das kleinzellige Karzinom in Abbildung
49d) hitte somit fiir p,» =10/cm eine Schichtdicke von ca. 370 um. Eine erh6hte Blutabsorp-
tion konnte entsprechend dem unauftilligen Weilllichtbild (Abbildung 49 a) nicht nachge-
wiesen werden. Die Dicke des Tumors wurde im mikroskopischen Schnitt nachgemessen und
lag nur bei 240 um. Vermutlich bewirkte also eine erhdhte Streuung der obersten Schicht eine
Verdnderung des Glanzlichtes. Ndherungsweise kann dieser Sachverhalt mit Gleichung 3 bes-
tatigt werden. Eine weitere Beriicksichtigung der Blutabsorption findet nicht statt zumal die
Schichtdicke und Streuung in dieser Arbeit im Vordergrund standen.

Fiir zwei verschiedene Gewebe mit den Epithelschichdicken d; und d, gilt nach Gleichung 3:

V = G(d)/G(dy) = (ns1*d1)/(ps2*d2)

Fiir die Werte des verddchtigen Befundes pg,d zur Referenz "Normalgewebe" ¢ = d;*pug; gilt

also etwa:

Gleichung 4: V = ¢¢/(us*d)

V ist damit, sollte die Blutabsorption keine weitere Rolle spielen im Bereich kleiner Anderun-
gen der angegebenen Parameter (siche Abbildung 14), umgekehrt proportional zu Schicht-
dickenunterschieden d und Streuungsunterschieden . Eine weitere Bestdtigung dieses Sach-
verhaltes ist moglich, wenn z.B. iiber OCT eine einfache Messung der relevanten Epithel-
schichtdicken moglich ist. Anderungen der absorptiven Eigenschaften sind auch makrosko-
pisch (spektral, Verfarbung) zugénglich. Der Vorteil der Methode besteht insbesondere darin,
daf3 sie unabhidngig vom Abstand (der eingestrahlten Intensitét) eine Berechnung (relativ zum
Normalgewebe) der in der Arbeit wichtigen Streuungsparameter ermoglicht. Fiir das Befund-
beispiel (Verrechnet in Abbildung 14) wire der Streuungsparameter somit 1.5*%320/cm =

480/cm. Das Glanzlichtratio vermindert sich mit der Schichtdicke, der Streuung und der Blu-
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tabsorption und ist somit eine MaBzahl, die empfindlich auf Anderungen (verdichtige Befun-

de) reagiert.

3.2 Spektroskopische Untersuchungen (nach Applikation von 5-ALA)

Im Rahmen einer Phase-I-Studie zur Untersuchung der Pharmakokinetik der PPIX-Flu-
oreszenz von Tumoren nach 5-ALA-Applikation wurde von Tumorbefunden und Normalge-
websbefunden und weiteren histologischen Befunden nach Anregung entsprechend dem
ALA-Mode der Lichtquelle Spektren (verschiedene Untersuchungszeitpunkte der Patienten)
tiber einen Beamsplitter am Endoskopokular aufgezeichnet (Rick et al 1998, Sroka et al
1996). Diese Spektren wurden normiert auf einen Remissionspeak bei 830 nm mit den giinsti-
gen abstandsnormierenden Eigenschaften nach Abbildung 11. Fiir Spektren in einem Untersu-
chungszeitbereich von 90 min bis 300 min ergibt sich fiir das Normalgewebe eine erhéhte
Intensitdt im blauen und griinen Spektralbereich und eine verminderte Intensitdt im roten
Spektralbereich. Die Schwankungen sind im blau-griinen Spektralbereich sind sehr hoch und
gering im roten Spektralbereich. Dies gilt in etwa gleichermallen fiir das Tumor- und Normal-

gewebe (Abbildung 15).

404 Mormalgewebe (n=24)

Tumorgewebe (n=123)

Fluoreszenz [rel.E ]
]
o
L

0.0 v T v T T T v T v T T T T
450 500 550 500 &850 TOo 750 800 850
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Abb. 15: Spektren 90-300 min nach Inhalation von 200 mg 5-ALA von Normalgewebe und Tumorgewebe nor-
miert auf einen vom Redoxstatus, der Streuung und absorbierenden Molekiilen nahezu unabhingigen Remissi-

onspeak bei 830 nm. Als Abweichungen nach oben (und unten) ist der Fehler des Mittelwertes angegeben.
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Es stellte sich die Frage, was die Schwankungen verursacht. Daher wurden die spektralen
Anteile in einem ersten Schritt mittels multipler linearer Regression zerlegt in mogliche Flu-
oreszenzbestandteile. Die normierte integrierte Relation von realen und idealisierten Bestand-
teilen war aber meist noch grofler als 5%. Daher wurden die prozentualen Unterschiede in
einem zweiten Schritt einer weiteren multiplen linearen Regression mit den absorptiven und
streuenden Komponenten nach Abbildung 11 unterzogen (gemall Material und Methoden)
und nun ein idealisiertes Spektrum aus den Anteilen der Fluoreszenzspektren und den Antei-
len der absorptiv/streuenden Komponenten berechnet (Durkin et al 1996, Schomaker et al
1992). Die Schritte wurden solange iterativ wiederholt, bis der Unterschied zu Ausgangsspek-
trum unter 5% lag. Auch der Fehler der Einzelparameter lag dabei unter 5%. Dieses Verfahren
konvergierte fiir alle verwendeten Spektren so gut, dal komplexere nichlineare Prozesse nicht
mehr in Betracht gezogen wurden (Beispiel fiir eine Zerlegung in einzelne Komponenten
siche Abbildung 16). Eine weitere Verbesserung der Ergebnisse (insbesondere des nicht-
linearen Einflusses der Streuung und der Anregung) durch Beriicksichtigung von weiteren
nichtlinearen Anteilen ist moglich, bedarf aber einer genauen Kentnis aller beteiligten Kom-
ponenten (Avriller et al 1997, Wagnieres et al 1998) und einer hochauflésenden spektralen
Messung. Gemal der Beschreibung im Abschnitt Material und Methoden soll hier noch ein-

mal die verwendete Approximation dargestellt werden:

Gleichung 5: I(x) = Z[F iO\) % Ci] *ea* pa ox(h) + b*pa desox(h) + c*us(L) + d*pa fad(L) + e*pa ppix(L)
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Abb. 16: Spektrale Anteile verschiedener mit dem Fluoreszenzspektrometer gemessenen Fluorophoren (modu-
liert durch absorpive Komponenten) sowie (abgeddmpften) Remissionsanteile im blauen und infraroten Spekal-

bereich als Anteile des Gesamtspektrums eines Tumorbefundes

Die erhaltenen Anteile entsprechen in etwa den Substanzkonzentrationen der Fluorophore und
den relativen Anteilen der absorptiven Komponenten in den Volumina, die durch die mittlere
Wegliange des Anregungslichtes erreicht werden konnen (Abbildung 16). Fiir oberflachennahe
Fluorophoren (PPIX) bleiben diese in etwa gleich (Goutermann et al 1961), wihrend fiir tiefer
liegende Fluorophoren der Wert der Fluoreszenz mit zunehmender Schichtdicke der oberen
Schicht auch dann abnimmt, wenn sich an den Fluorophorengehalt nichts dndert. Anteile und
Ratiobildungen zwischen Thnen lassen sich gegen die Histologie auftragen und gegeneinander
korrelieren. Interessante Werte fiir die Unterscheidung von Befunden ergaben sich vor allem
fir das Ratio zwischen PPIX-Konzentration und der infraroten Remission (Abbildung 17a),
sowie zwischen den relativen FAD-Konzentrationen und der blauen Remission (Abbildung
17b). Ersteres fiihrt zu einer hochst signifikanten Unterscheidung von verdédchtigen Befunden
(Metaplasie, Hyperplasie, leichte Dysplasie, moderate Dysplasie, schwere Dysplasie, CIS,
Tumor) und unverdédchtigen Befunden (Normal, Entziindung), wéhrend letzteres nur zu einer
hoch signifikanten Unterscheidung fiihrt. Diese Methode der spektralen Zerlegung liefert kein

einfach zu interpretierendes endoskopisches Bild und bedarf einer weiteren Uberpriifung
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(Ramanujam et al 1996), hat aber im Vergleich zu einfacheren multiregressiven Verfahren der
spektralen Zerlegung der Fluoreszenz den Vorteil einer hoheren Genauigkeit (Schomaker et al

1992) zumal hier absorptive Bestandteile mit eine Rolle spielen.
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Abb. 17: a) Relativer Anteil von PPIX normiert auf die ungefihr mit gleichen absorptiven und streuenden
Eigenschaften behaftete infrarote Remission; Erhohung von Dysplasien/CIS betrdgt im Vergleich zum Normal-
gewebe in etwa 2.5:1. b) Relativer Anteil des FAD normiert auf die ungefihr mit gleichen absorptiven Eigen-
schaften behaftete blaue Remission; jeweils Trendlinie durch die Mittelwert; Absenkung von Dysplasien/CIS

betrdgt im Vergleich zum Normalgewebe in etwa 1:3.

Es gibt keine Korrelation zwischen der Protoporphyrinanreicherung und der Autofluoreszenz-
minderung im spektralen Bereich der Flavine (siche Abbildung 18a). Es gibt eine schwache,
negative Korrelation zwischen der Autofluoreszenzminderung und der reduktiven Blutabsorp-
tion (siche Abbildung 18b) (Weilllichtkontrast). Die relative Anfarbung [PPIX] fiir Befunde
(>Metaplasie) ist 2,5:1. Die Relative Absenkung [FAD/BLU] fiir Befunde (Dysplasien/CIS)

betragt 1:3 im Vergleich zum Normalgewebe.
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Abb. 18: a) Korrelation von PPIX und FAD (jeweils normiert auf die in etwa mit gleichen absorptiven Eigen-
schaften behaftete Remission) fiir verddchtige Befunde und Normalgewebe b) Korrelation von FAD und dem

Anteil der reduzierten Blutabsorption ausschlieBlich fiir verddchtige Befunde

3.3 Untersuchungen im Autofluoreszenzmodus
Elastine, Collagene, Flavine und NADH koénnen durch Anregung im blauen Spektralbereich

zur Fluoreszenz angeregt werden (Anidjar et al 1996, Schomaker et al 1992).
3.3.1 Untersuchungen des Bronchialgewebes und seiner Histologie

Knorpel

Abb. 19: Histologischer Schnitt (10 um) durch einen Tumor mit angrenzendem Normalgewebe nach Anregung
mit 405 nm (Blau) unter dem Fluoreszenzmikroskop: Tumor, Normalgewebe: Epithel, obere Submucosa (SubM

I), untere Submucosa (SubM II), Muskeln/Blut, Knorpel
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Im histologischen Schnitt dominiert nach Anregung mit 405 nm die griine Fluoreszenz, die
insbesondere in der ersten Schicht der Submucosa und im Knorpelgewebe gefunden wird. Die
Dicke der Schichten im Normalgewebe ist sehr konstant, die Dicke des fluoresziierenden
Anteils in der oberen Submucosa schwankt (wie auch schon in Abbildung 19 ersichtlich ist)
allerdings sehr stark. Ursédchlich dafiir sind myoglobinreiche stark absorbierende Muskelfaser-
strukturen und Blutgefif3e in der unteren Submucosa. Mittels Bildverarbeitung und Spektros-

kopie konnten Intensititsverldufe der Fluoreszenz in der Tiefe gemessen werden.
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Abb. 20: Differenzspektren der Fluoreszenz im Normalgewebe in verschiedenen Schichttiefen und der ober-

flachlichen Fluoreszenz

Im Normalgewebe findet sich gemadll Abbildung 20 im Epithel eine blau-griine Fluoreszenz,
im Bereich der oberen Submucosa eine griine Fluoreszenz, im Bereich der unteren Submu-
cosa finden sich Spektren, die je nach Myoglobin/Blut-Gehalt rétlich verfarbt sind. Der Knor-

pel ist griin geférbt; es ist bekannt, daf3 sich hier vor allem Kollagen und Elastin finden (Wag-
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nieres et al 1998). Spektren in den Ubergangsbereichen der Schichten konnen erklirt werden

durch Mischung dieser Bestandteile.
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Abb. 21: Relative Intensitédt der roten, blauen und griinen Bestandteile der Fluoreszenz im Tumorgewebe und

Normalgewebe in verschiedenen Schichttiefen

Im Epithel und im Tumor findet sich nach Abbildung 21 eine in etwa gleich groe blaue,

griine und rote Fluoreszenz. Es ergibt sich also keine Unterscheidungsmdoglichkeit von norma-
lem Epithelgewebe und Tumorgewebe anhand von Fluoreszenzunterschieden in den Zellen.
Mit zunehmender Schichttiefe nimmt der Anteil der griinen Fluoreszenz im Normalgewebe
aber stark zu. Die gleichzeitige proportionale Zunahme des griinen und blauen Spektralanteils
in der oberen Hélfte der Submucosa korreliert mit dem breitbandigen spektralen Anteil der
allgmeinen Gewebsfluoreszenz (sieche Wagnieres et al 1998). In der unteren Hilfte der Sub-
mucosa nimmt die Rotfluoreszenz etwas zu. Die hochste Fluoreszenz findet sich im Knorpel.
Der Unterschied zwischen Tumor und Normalgewebe ist also hauptsédchlich durch die stetige
Zunahme der allgemeinen Gewebsfluoreszenz im Normalgewebe begriindet und in zweiter
Linie durch Unterschiede im roten Anteil der Fluoreszenz. Die erhaltenen Fluoreszenzwerte
konnen nun verwendet werden, um die mikroskopisch gemessenen Daten iiber die nachfol-
gende Berechnung mit den makroskopisch (endoskopisch) erhaltenen Daten vergleichen zu

koénnen.
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3.3.2 Montecarlosimulation zur Optimierung der Autofluoreszenz

Ausgangspunkt der Montecarlosimulation ist ein Photon, das von einer Lichtquelle aus-
gesandt wird und unter einen bestimmten Winkel auf das Gewebe trifft. Hier erfihrt es im
wesentlichen am Ubergang Luft-Gewebe (Brechungsindex 1.0/1.33) eine Brechung/Reflexion
nach den Fresnelschen Gesetzen. Die Gleichungen erlauben auch Aussagen {iber die Wahr-

scheinlichkeit p mit der die Photonen reflektiert oder gebrochen (1-p) werden:

Gleichung 6a: p = sin(a - B)-[cos(a + P)*/cos(a - B)> + 1]/[2-sin(a + B)]
unter der Kondition des Brechungsgesetzes sin() =n;/n,*sin(a.)
fiir den Einfallswinkel o und dem Ausfallswinkel 3

Gleichung 6b: p = (np - n7)%/(n; + ny)?
fiir den Spezialfalla =0, =0

Ein Photon bewegt sich im Gewebe fort, kann dort gestreut oder absorbiert werden und ener-

giereiche Photonen kénnen bestimmte Molekiile zur Fluoreszenz anregen (Abbildung 22).

Excitation Remissicon Fluoreszenz

Reflekfion Beugung Beugung

Epithel Beugung Reflektion Reflektion
Streuung
Submucosa |
Streuung
Fluoreszenz
Subrmucosa
Absorpoticn
Knorpel

Abb. 22: Mogliche Wechselwirkungen von Licht im Gewebe
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Die Wahrscheinlichkeit dieser Ubergiénge hingt ab von der Dichte der streuenden Korpuskel
(us), der Dichte der absorbierenden Korpuskel (u,) und von der Dichte der fluoresziierenden
Korpuskel (pf), sowie der Quanteneffizienz q mit der die anregenden Photonen eine Emission
der Fluoreszenz-Photonen bewirken. Im gewéhlten Modellansatz werden diese Effekte mit
Hilfe eines homogenen Zufallswertes entsprechend ihrer Wahrscheinlichkeitsdichte ausge-
wihlt. Eine Beschreibung tiber den reduzierten Streuungskoeffizienten ist somit nicht nétig.
Die ersteren Kenngro3en wurden bereits in der Literatur ausreichend bestimmt und die weni-
gen Mellpunkte mittels Regression auf den gesamten sichtbaren Wellenlédngenbereich ausge-
dehnt. Die beiden letztgenannten KenngroBBen sind zusammengefalit als Fluoreszenzdichte D

in der Fluoreszenzmikroskopie leicht zu bestimmen (Zeng et al 1995).

Gleichung 7: D(X, y, z, 1) = u (X, ¥, Z, A)'q(X, ¥, 2, 1)

Sie wurde nach Anregung mit 405 nm spektroskopisch fiir alle Wellenldngen und Gewebetie-
fen fiir das Tumor und Normalgewebe bestimmt und kann auch ausreichend genau aus den

fluoreszenzmikroskopischen Farbbildaufhahmen ermittelt werden (siche Abbildung 21).

Die AbsorptionskenngroBen der Literatur (Tabelle 6) wurden mit mikroskopischen Weil3lich-
taufnahmen {iberpriift. Die Streuungskenngréflen sind fiir diinne Schichten nur schwer zu
bestimmen und beruhen auch in der Literatur (Qu et al 1995) auf Modellannahmen und Extra-
polationen. Die Streuung hidngt zudem von der Geometrie der Streukorpuskel ab. Um diese
anndherungsweise zu beriicksichtigen, wird der Parameter g verwendet. In der Heney-Green-
stein-Gleichung wird dieser Parameter verwendet, um die Winkelabhidngkeit der Verteilung

festzulegen (Anderson Cancer Center 1992).
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Mit Zufallswerten r; und r, konnen folgende Raumwinkel ® und ¢ zwischen der urspriingli-
chen (uy, uy, u,) und der kiinftigen Richtung (vy, vy, v,) des Photons nach der Streuung festge-
legt werden gemal} einer Verteilung nach Heney - Greenstein mit dem Verteilungsparameter g

fiir den transversalen Anteil o:

Gleichung 8a: cos(w) =21, - 1 flirg=0
Gleichung 8b: cos(w) = [1 + g2 - (1 - g2)%/(1 - g + 2g'1))?)/[2g] firg#0

Gleichverteilung fiir den radialen Anteil :

Gleichung 9: ¢o=271r,

Fiir Photonen, die sich nur in z-Richtung bewegen gilt dann:
Gleichung 10a: vy = sin(®)-cos(Q)
Gleichung 10b: vy = sin(®)-sin(¢)

Gleichung 10c: v, = cos(®)-Signum(u,)

Fiir alle anderen Richtungen:
Gleichung 11a: vy = sin(®)-[uy'u,-cos(o) - uy-sin((p)]/\/(l -u,”)  + cos(m)uy
Gleichung 11b: vy = sin(®)-[uyu, cos(@) + uysin(e)]/N(1 - uzz) + cos(w)uy

Gleichung 11c¢: v, = -sin(®)-cos(¢)V(1 - u,?) + cos(m)u,
Fiir g = 1 ergibt sich eine reine Vorwértsstreuung in Richtung des einfallenden Photons, fiir g

= -1 eine Streuung in Gegenrichtung zum einfallenden Photon und fiir g = 0 eine zirkulare

isotrope Streuung.
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Das Rechenmodell verwendet 100.000 einfallende Photonen (zu 400 nm, 420 nm, 440 nm
und 460 nm) und eine Granularitdt der Gewebszellen von 1 um. Es wurden vier Gewebs-
schichten verwendet. Fiir jede dieser Gewebsschichten wurde ein 1, , ein pg und ein g - Wert
angegeben (Ebert et al 1998). Innerhalb der oberen Hilfte der Submucosa findet sich eine
geringere Blutabsorption, als in der unteren Hélfte der Submucosa (Qu et al 1995, Zeng et al
1997). Die optischen Parameterwerte (Tabelle 6) der oberen Submucosa wurden daher linear
interpoliert aus Werten des Epithels und der unteren Hélfte der Submucosa (+). Das Rechen-
modell unterbricht, wenn 99,9% der Photonen aus dem Gewebe ausgetreten sind oder absor-

biert worden sind.

d (um) WL (nm) 1, (1/cm) 1 (1/cm) g
[Epithel 45 442 2.9 343 0.94
500 2.1 285 0.94
577 1.4 223 0.95
630 1.1 204 0.95
Submucosa oben 233 442 29+ 253 + 0.91
500 2.1+ 238 + 0.92
577 14+ 217 + 0.93
630 1.1+ 208 + 0.94
Submucosa unten 466 442 10.0 253 0.91
500 4.1 238 0.93
577 3.7 217 0.94
630 1.8 208 0.95
[Knorpel 1200 442 6.7 290 0.92
500 2.5 270 0.93
577 1.3 253 0.94
630 1.0 246 0.95

Tab. 6: Optische Parameter p,, pns, g der verschiedenen Schichten des Normalgewebes fiir verschiedene

Wellenldngen, + bezeichnet lineare Ubergénge beziiglich der Schichttiefe

Die Fluoreszenzdichte (nach Abbildung 21) wurde ca. auf 3 pm genau bestimmt und auf die
Berechnungszellen {iibertragen. Innerhalb einer horizontalen Schicht wurde Homogenitét

angenommen. Zur Vergleichbarkeit der berechneten Daten mit den Literaturwerten wurde dar-

43



Ergebnisse

auf verzichtet auch die mittels Mikroskopie geometrisch genauer gemessene Absorption zu
verwenden (Prahl et al 1999). Fiir die anregenden Photonen wurde eine gleichméfige Vertei-
lung mit den Wellenlédngen 400 nm, 420 nm, 440 nm und 460 nm unter den Winkeln 0 Grad
(senkrecht), 15 Grad, 30 Grad, 45 Grad, 60 Grad und 75 Grad angenommen. Die Anregungs-

winkel sind zugleich die Beobachtungswinkel.
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Abb. 23: quadratische Interpolation der Abhingigkeit des Streuparameters g von der Wellenlinge [1/A*]

Fiir die Interpolation der verschiedenen optischen Parameter zur Bestimmung eines kontinu-
ierlichen Wellenlingenverlaufs eignete sich besonders eine Auftragung gegen 1/A%. Hier las-
sen sich die Streuung pg (Abbildung 23), die Absorption p, (Abbildung 24) und der Parameter

g als quadratische Funktionen interpolieren (Abbildung 25).
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Die emittierten Fluoreszenzphotonen befinden sich im Bereich von 480 nm - 800 nm mit
einer Genauigkeit von 20 nm. Akkummuliert wurde alles remittierte Licht, das das Gewebe in
Richtung Anregungslichtgelle (Endoskop) verlaBt (Winkelunterschied maximal 90 Grad).
Variiert wurde neben dem Winkel, die Dicke des Epithels von 50, 75, 100, ... 500 pm (50 pum
ca.= Normalgewebe, 70 um ca.= Dysplasie, 120 um ca.= CIS, >=130 um ca.= Tumor), der
Blutgehalt der unteren 2/3 der Submucosa (Absorption) von 0%, 2.5%, 5% und 10% sowie

sein Redoxstatus (Anteil von oxygeniertem Blut) zu 100%, 75%, 50% und 0%.
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Abb 26: Montecarlosimulation der Abhéngigkeit verschiedener Fluoreszenzwerte, der Remission und des opti-
malen Ratios (Rotfluoreszenz + Blauremission)/Griinfluoreszenz von der Schichtdicke nach gleichmaBiger

Anregung im Bereich von 390 - 470 nm. (Endoskopwinkel 0 Grad, 2.5 % Blut, 75 % Sauerstoffsittigung)

Mit zunehmender Schichtdicke vermindert sich im wesentlichen die griine Fluoreszenz (560
nm) und steigt die blaue Remission (460 nm) stetig an (Abbildung 26). Ein Grund dafiir kann
die mittlere freie Weglidnge des Anregungslichtes sein. Mit zunehmender Schichtdicke des
Epithels werden immer weniger Fluorophoren und absorptives Blut der Tiefe erreicht (Abbil-
dung 21, Tabelle 6), so daB3 bei sehr hohen Schichtdicken der Anteil der remittierten Photonen

in die Sattigung geht und der Anteil der Fluoreszenz sich wieder erhéht, weil er nicht mehr
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absorbiert wird. Die rote (640 nm) und blaue (460 nm) Fluoreszenz bleiben in etwa konstant,

so daB sich letztlich fiir den Vergleich der Schichtdicke (50 um) und der Schichtdicke (120

um) ein ansteigendes (Rot+Blau)/Griin-Ratio von ca. 1.22 ergibt.
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Abb. 27: Montecarlosimulation der Abhéngigkeit verschiedener Fluoreszenzwerte, der Remission und des opti-
malen Ratios (Rotfluoreszenz + Blauremission)/Griinfluoreszenz von dem Endoskopwinkel beziiglich der Fl&-

chennormalen nach gleichméBiger Anregung im Bereich von 390 - 470 nm. (Epithel 50 pm, 2.5 % Blut, 75 %

Sauerstoffséttigung).

Ab einem Winkel von 45 Grad vermindern sich die rote (640 nm), griine (560 nm) und blaue
(460 nm) Fluoreszenz und die blaue Remission (460 nm) jeweils in etwa nach dem Lambert-
schen Strahlungsgesetz (sieche Abbildung 7). Hingegen ist das (Rot+Blau)/Griin-Ratio in die-
sem Bereich duflerst konstant. Im Bereich unterhalb von 30 Grad nimmt es ab (Abbildung
27). Im realen Endoskopbild wiirde dieses durch eine zusitzliche blaue Remission des Refle-
xes/Glanzlichtes (siehe Abbildung 7) im Bereich von 0 - 30 Grad erh6ht werden. Das Ratio
Blau/Griin wiére nach Division der entsprechenden Kurven im Winkelbereich von 0-30 Grad
zu hoch, wihrend das Ratio Rot/Griin zu niedrig wire (siehe hierzu Ergebnis in Abbildung

31).
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Abb. 28: Montecarlosimulation der Abhingigkeit verschiedener Fluoreszenzwerte, der Remission und des opti-
malen Ratios (Rotfluoreszenz + Blauremission)/Griinfluoreszenz von dem Blutanteil der Submucosa nach
gleichméBiger Anregung im Bereich von 390 - 470 nm. (Epithel 50 pm, Endoskopwinkel 0 Grad, 100% Sauer-

stoffséttigung)

Gemil Abbildung 28 wird die Blutabsorption in der Submukosa langsam von 0% auf 10%
gesteigert und deren Auswirkung simuliert (Entsprechend der Varianz der stark myoglobin-
haltigen Muskelfasern im Normalgewebe). Vornehmlich die Griinfluoreszenz (560 nm) und
die Rotfluoreszenz féllt mit der Blutabsorption, die blaue Remission und Fluoreszenz bleibt in
etwa konstant. Der Grund fiir Ersteres ist die starke Absorption der anregenden Photonen, so
daBl die tieferen stark Fluorophoren tragenden Schichten nicht mehr erreicht werden (zu
geringe mittlere freie Wegldnge). Die Erkldrung fiir Letzteres ist die gleichbleibende von der
Absorption der Submucosa wenig beeinflulte Streuung und Anregung der blauen Fluoreszenz
des Epithels im Normalgewebe. Das Ratio (Rot+Blau)/Griin erhoht sich maximal um den
Wert 1.1. Hier kompensieren sich im wesentlichen die rote Fluoreszenz und die griine Flu-

oreszenz.
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Abb. 29: Montecarlosimulation der Abhéngigkeit verschiedener Fluoreszenzwerte, der Remission und des opti-

Fluoreszenz (460nm)

malen Ratios (Rotfluoreszenz + Blauremission)/Griinfluoreszenz von der Sauerstoffsittigung im Blut der Sub-
mucosa nach gleichmédBiger Anregung im Bereich von 390 - 470 nm. (Epithel 50 pm, Endoskopwinkel 0 Grad,

10% Blut in der Submucosa)

Auch der Redoxwert (Sauerstoffséttigung) hat Auswirkungen auf die Fluoreszenz und Remis-
sion (siche Abbildung 29). Insbesondere findet sich eine Absenkung der roten Fluoreszenz.
Dies hat aber nur geringen EinfluB auf das (Rot+Blau)/Griin-Ratio. Die Amplitude der Ande-
rungen der obigen Werte hidngt zudem auch von der eingesetzten Blutmenge ab (nach Abbil-
dung 28), so daB die Anderungen bei realistischeren Anderungen der Blutabsorption eher
geringer sein diirften. Im Vergleich bei einer Sauerstoffsittigung von 100 % findet sich bei
Sauerstoffsittigung von 75 % eine gleichbleibende blaue Remission und griine Fluoreszenz,
eine erniedrigte rote Fluoreszenz und eine in etwa gleich bleibende blaue Fluoreszenz. Zur
Priifung insbesondere dieses Zusammenhangs, wurde die spektrale Abhéngigkeit der Autoflu-
oreszenz bei einem freiwilligen Probanden gemessen, der die Luft anhielt. Neben der Autoflu-
oreszenz wurde am Finger mit einem klinisch verfiigbaren Pulsoxymeter auch die Sauer-

stoffsdttigung gemessen. Normiert wurden die Spektren auf die Rotfluoreszenz (Rotremissi-
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on), so daf} eine relativ dazu erhohte griine Fluoreszenz bzw. blaue Remission zu erwarten

waére.

3.3.3 Untersuchung der Autofluoreszenz bei Hypoxie

Auswirkung der Hypoxie auf das Spektrum
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Abb. 30: Auswirkungen der Hypoxie (75% Sauerstoffséttigung versus 100% Sauerstoffsittigung) auf das Weil3-
lichtspektrum und auf das Autofluoreszenzspektrum des Daumens (AF-Mode mit Remissionsanteil bei 450 - 470
nm) sowie ein Erkldrungsmodell mit den absorbtiven Eigenschaften des oxygenierten und reduzierten Blutes und
einer allgemeinen Streuung s*us; s ist festgelegt als konstanter Parameter. Abweichungen im blauen Spektral-

bereich konnen iiber den Parameter s erklidrt werden.

Tatsdchlich findet sich nach der Messung (in Abbildung 30) die eben besprochene Verin-
derung der Fluoreszenzen und der Remission. Ein blauer Fluoreszenzanteil wurde nicht
untersucht. Die abnehmende Tendenz der (mit einer blauen Remission behafteten) Autoflu-
oreszenz weist aber zwischen 480-500 nm eine Abnahme der Fluoreszenz aus. Insgesamt lie-
gen die Werte der Autofluoreszenzerh6hung durch die Absenkung der Sauerstoffsittigung
etwas hoher als die der Remission. Das Ratio Blau/Griin des Autofluoreszenzmodus wird von

der Sauerstoffséttigung kaum beeinfluflt. Das ebenfalls auf 680 nm normierte Modell beste-
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hend aus Komponenten der wellenléngenabhingigen und vom jeweiligen Redoxstatus abhin-
gigen Absorptionsanteil und einem Streuungsanteil beschreibt den Kurvenverlauf des Gewe-
bes im Bereich von 500-650 nm recht genau. Im Bereich von 450 nm -500 nm sind die nicht-
linearen Wechselwirkungen aufgrund der erhohten Streuung gréBer, so da3 es hier zu gro-

Beren Abweichungen kommt.

3.3.4 Winkelabhéngigkeit der Fluoreszenz
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Abb. 31: Reale endoskopische Winkelabhéngigkeit der Lippe fiir verschiedene Ratios nach Betrachtung im AF-
Modus

Weiterhin kann durch Messung die in Abbildung 27 berechnete Winkelabhéngigkeit tiberpriift
werden. Die Winkelabhéngigkeit wurde an der Oberlippe gemessen. Fiir alle Ratios ergibt
sich eine relative Winkelunabhingigkeit von 30 Grad bis 50 Grad. Unterhalb von 30 Grad ist
das Autofluoreszenzratio Rot/Griin erniedrigt und ist das Ratio Blau/Griin erhoht. In der loga-
rithmischen Auftragung in Abbildung 31 kompensieren sich fiir die Autofluoreszenz
log(Blau/Griin) und log(Rot/Griin) in etwa, so da die beste Winkelunabhdngigkeit fiir
R‘B/G? erreicht wird. Aber auch das Ratio (Rot+Blau)/Griin ist weitgehend winkelunabhiin-
gig.
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3.3.5 Bleaching der Autofluoreszenz
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Abb 32: Autofluoreszenzbleaching Gaumen nach Anregung (400-460 nm) mit 100 mW/cm?:
5% Bleaching im blauen-griinen Spektralbereich, 2% Bleaching im roten Spektralbereich innerhalb von 300 s.
a) Bleaching innerhalb der ersten 200s. b) Ausbleichrate nach 200 s, Zuordnungsmdéglichkeit der Minima zu ver-

schiedenen Fluorophoren
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Im Gegensatz zur PPIX-Fluoreszenz findet sich bei den in der Endoskopie iiblichen Licht-
dosen kaum ein Ausbleichen der Autofluoreszenz (Abbildung 32a). Erst bei einem sehr gerin-
gen Abstand des Endoskops vom Gewebe und einer sehr hohen Intensitét, wie sie in der star-
ren Bronchoskopie auftreten, verlduft das Ausbleichen der Fluoreszenz schneller, geht also
vermutlich einher mit einer immer tieferen Zerstérung der Fluorophoren im Gewebe (Hier
nicht gezeigt). Die roten Anteile bleichen vermutlich aufgrund ihrer tieferen Lage im Gewebe
etwas langsamer als die blauen bis griinen Anteile. Bei den Schwankungen koénnte es sich um
MeBartefakte handeln, oder um Fluoreszenzen von Photoprodukten. trdgt man die Aus-
bleichrate nach einer gewissen Zeit (200s) wellenldngenabhéngig auf (Abbildung 32b), so
macht man die erstaunliche Entdeckung, da3 die Lage Minima der resultierenden Kurve den
Fluorophoren NADH, FAD, Lipiden, den Prophyrinen und vermutlich den Zytochromen ent-
spricht. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Abbildung 16 und Abbildung 20.

3.4 Quantifizierende Bildverarbeitung

Aus den Daten der letzten Kapitel ist ersichtlich, dal bestimmte Eigenschaften der Autoflu-
oreszenz und des Weilllichtes als Methode dienen, um verddchtige Befunde von unverdéchti-
gen Befunden (Normal/Entziindung) zu unterscheiden. Die Autofluoreszenz wurde optimiert
und dabei das Fluoreszenzratio (Rot+Blau)/Griin als glinstige Mdoglichkeit identifiziert, um
eine einheitliche Darstellung des Normalgewebes zu erhalten. Die Frage war nun, wie sich
diese Moglichkeit in Vergleich zu anderen Verrechnungsmoglichkeiten verhélt. Hierzu wur-
den ausgehend von den Befunden von festgelegten Stellen (zentral, randlich und peripher)
und an den Stellen der Autofluoreszenz Farbwerte bestimmt und verschiedene Verrechnungs-

moglichkeiten tiberpriift.
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3.4.1 Farbratios von Befunden (Weilichtmodus und Autofluoreszenzmodus)
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Abb. 33: Unterschiedsschwellen verschiedener Ratios (R, G, B = Rot, Griin, Blau | Bef = Befund | N = Normal |

Fluoraszenz (450nm}

TN = Tumor/Normal | AF = Autofluoreszenz | WL = WeiBlicht) fiir unverddchtigen Befunden=Normal/Entziin-
dung versus Befund=Reservezellhyperplasie/Hyperplasie/Metaplasie/leichte  Dysplasie/moderate  Dys-
plasie/schwere Dysplasie/CIS/Kleinzelliges-Ca/Plattenepithel-Ca/Adeno-Ca/nicht ndher differenzierter Tumor
definiert als Mittelwertsunterschied von verddchtigem Befund und unverdidchtigem Befund geteilt durch die
Streuungen von verddchtigem Befund und unverdichtigem Befund. Die Fehlerbalken ergeben sich aus der

Anzahl der gemessenen Werte.

Die Beurteilung der Ratios ist ein MaB fiir die Diskriminierung von verdédchtigem Befund
(>=Reservezellhyperplasie) und unverddchtigem Befund (Normal,Entziindung) (Anderson-
Engels et al 1991). Je groBer dieser Wert ist, desto besser ist der Kontrast, wobei hier die
Homogenitét der Gewebe und der Unterschied eine Rolle spielt. Der Kontrast ist im Falle des
Blau/Griin-Ratios der Autofluoreszenz der Befunde sehr hoch, fiir das WeiBlicht ist das
Rot/Griin-Ratio hoch, besser aber noch der Kontrast dieses Ratios gegeniiber dem umliegen-
den Normalgewebe (siche Abbildung 33). Eine Kontrastanhebung findet sich bei der Autoflu-
oreszenz nur beim Rot/Griin-Ratio. Diese Mdoglichkeiten wurden nachfolgend genauer

untersucht:
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Abb. 34: Rot/Griin-Ratio verschiedener Befunde und ihre Streuung (SD) nach Weillichtanregung zeigt insbeson-

dere die Blutmenge im Befund an.

Im Weiplicht sind nach Abbildung 34 fiir das Rot/Griin-Ratio nur die Befunde kleinzelliges
Karzinom und Plattenepithelkarzinom von den tibrigen Befunden eindeutig zu unterscheiden.

Fiir die individuellen Kontrastwerte gilt entsprechendes, wenngleich hier die Verhéltnisse ein

klein wenig giinstiger liegen.
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Abb. 35: Rot/Griin-Ratio Autofluoreszenz verschiedener Befunde und ihre Streuung (SD)
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Die Rot/Griin-Werte der Autofluoreszenz in Abbildung 35 ermdglichen eine Trennung von
Pappillomatose, leichter Dysplasie, CIS, Adenokarzinom, kleinzelligem Karzinom, Plattene-
pithelkarzinom von Normalgewebe, Entziindung und Zellhyperplasie. Fiir die modera-
te/schwere Dysplasie scheint die Trennung noch nicht ausreichend zu sein. Insbesondere hier
und bei den Nekrosen ergeben sich nach Abbildung 36 Vorteile durch das Ratio Blau/Griin,
das insgesamt auch geringeren Schwankungen unterworfen ist. Die beste Diskriminierung

wird erméglicht, wenn das Normalgewebe einheitlich ist.
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Abb. 36: Blau/Griin-Ratio Autofluoreszenz verschiedener Befunde und ihre Streuung (SD)
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3.4.2 Farbratios des Normalgewebes im Autofluoreszenzmodus
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Abb 37: Verteilung der AF-Ratios des Normalgewebes, parabelformige Approximation a) wandstdndiger

Bereich bei einem Patienten b) Farbratiowerte bei vielen Patienten
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Fiir sich betrachtet ist die Homogenitét des Normalgewebes ein wichtiger Faktor, um Befunde
tiberhaupt diskriminieren zu kénnen. Korreliert man die Ratios Rot/Griin und Blau/Griin, so
finden sich auch fiir verschiedene Patienten die Ratiowerte des Normalgewebes hauptséchlich
an einem Punkt im Diagramm. Dennoch schwanken die Werte in Blau/Griin-Richtung und
mehr noch in Rot/Griin-Richtung. Durch Anpassung von Kurven verschiedener Grade sieht
man, da} eine Parabel als Regressionskurve die Werte am Besten beschreibt. Dies gilt fiir die
obigen Datenwerte, wobei viele der Befunde aus Karinenbereichen stammen (Abbildung
37b). Wandstidndige Bereiche sind durch strukturelle Muster mit stdrker abwechselnden Flu-

oreszenzen behaftet (Abbildung 37a).

Die Parabel geht durch folgende Punkte in Abbildung 37b):
Beginn (0, 0) Maximum (0.6, 0.65) Ende (1.1, 0)

Daraus errechnet sich folgende Formel fiir normales Gewebe:

Gleichung 12a: (B/G) =2:(R/G)-p*(R/G)?
Gleichung 12b: (B/R) =2 -p(R/G)
Gleichung 12¢: p = (2-(B/R))/(R/G)

Fiir die obigen Datenwerte ergibt sich ein p-Wert von 1.8.

Dieser Parameter wird kleiner durch eine grofle Epitheldicke, eine diinne obere Submucosa,
eine hohe Blutabsorption in der unteren Submucosa, eine geringe Blutabsorption in den obe-
ren Schichten, eine hohe Streuung in den oberen Schichten. Daher ist die Anderung der Para-
belform {iber den Parameter p auch der Schliissel zum Verstdndnis der Fluoreszenz der Befun-
de. Genauer untersucht werden im nachfolgenden die Zusammenhidnge zwischen diesem
Parameter, der Schichtdicke und der Streuung der Befunde. Dazu werden aus Simulations-
rechnungen zunéchst die roten und griinen Fluoreszenzwerte und die blauen Remissionswerte

fiir verschiedene Schichten ermittelt.
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Abb 38: Farbwerte normiert auf das Maximum in der Montecarlosimulation fiir verschiedene Schichtdicken und

relative Streuungen des Epithels: a) Rotfluoreszenz, b) Griinfluoreszenz, ¢) blaue Remission
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Die rote Fluoreszenz ist zum einem abhéngig davon, wieviel anregende Photonen ankommen,
das heifit von der Schichtdicke und zum anderen, ob sie durch starke Streuungseinfliisse (auch
Rot) absorbierenden Schichten zugefiihrt wird (nach Abbildung 38a). Die Griinfluoreszenz ist
weitestgehend umgekehrt proportional zur Schichtdicke d, die Remission ist weitestgehend
proportional zur relativen Streuung s (Faktor zum Normalgewebe), hat aber auch fiir Epithel-
schichten ohne relevante Streuung einen festgelegten Wert (c=0.25), der in diesem Falle durch
die Submucosa bedingt ist (nach Abbildung 38b). Fiir Schichtdicken bis etwa 150 um und
Streuungen bis zum etwa 1.6-fachen der Normalgewebsstreuung kann aus den obigen Abbil-

dungen (Abbildung 38 a-c) in etwa folgende Beziehungen abgelesen werden:

Gleichung 13a): R ~ (1.2 - 0.2 5)/d*%6
Gleichung 13b): G ~ 1.4/d%1
Gleichung 13¢): B ~ 0.4s+0.25

Gemail Gleichung 12¢) kann daraus der Parameter p berechnet werden, der sehr stark variiert

mit der Dicke des Epithels und der Streuung des Epithels.
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Abb 39: Berechnung von p-Werten fiir verschiedene Schichtdicken und Streuungen des Epithels
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Der Parameter p variiert gemédfl Abbildung 39 sehr stark mit der Schichtdicke (gerade auch
fir kleine Schichtdickendnderungen zum Normalgewebe) und der Streuung, so daf} sich
pathologische Befunde mit diesem Parameter sehr gut vom Normalgewebe trennen lassen.
Desweiteren erklart die Variation von p auch die hohere Schwankung des Rot/Griin-Ratios im
Vergleich zum Blau/Griin-Ratio und die niedrige Schwankung des (Rot+Blau)/Griin-Ratios,
das eine Tangente der Parabel darstellt und senkrecht zu den Ursprungsgeraden (Rot/Blau =
const.) steht. Eine Variation der absorptiven Eigenschaften im Normalgewebe fiihrt hingegen
nur zu geringen Verinderungen des Parameters p und fiihrt damit zu keiner Uberschreitung
der festgesetzten Schwelle (Rot+Blau)/Griin. Eine geringfiigige Erhohung der Schichtdicke
(oder der Streuung) konnte p so stark dndern (Abbildung 39), dall gerade am Punkt der Tan-
gente Uberschreitungen des festgelegten Schwellwertes (R+B)/G=1.1 méoglich werden. Wei-
terhin dndert sich der Wert von p ab einer Schichtdicke von etwa 100 um nicht mehr. Hier
kann gemaB Abbildung 39 nur eine erhéhte Streuung eine weitere Diskriminierung ermdogli-

chen.
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3.4.3 Farbratios der Befunde im Autofluoreszenzmodus
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Abb. 40: Verteilung der AF-Ratios von Befunden: i = Entziindung, r = Reservezellhyperplasie, h = Hyperplasie,
p = Papillomatose, L = leichte Dysplasie, M = moderate Dysplasie, S = schwere Dysplasie, C = CIS, K = Klein-
zelliges-Ca, G = Plattenepithel-Ca, A = Adeno-Ca, N = Nekrosen. Vergleich der parabolischen Diskri-
minierungslinie mit der visuellen Diskriminierungslinie. Weitere parabolische Diskriminierungslinien zur Unter-
scheidung von Befundtypen. Primére Selektion der Befunde nach dem visuellen Eindruck: (Rot+Blau)/Griin-

Wert.

Zur Priifung der vorherigen Aussagen wurden in Abbildung 40 alle aufgenommenen Befunde
im Blau/Griin vs Rot/Griin-Diagramm aufgetragen und mit Parabeln verschiedener p-Werte
verglichen. Es lassen sich damit im wesentlichen drei Hauptbereiche festlegen: Normal
(p<=1.8), leichte Befunde (1.2<=p<=1.8) erkldrbar nach Abbildung 39 allein mit erhchter
Schichtdicke (50pum-100um) und schwere Befunde (0.6<=p<=1.2) erkldrbar nach Abbildung
39 mit erhohter Streuung. Nur Nekrosen und Papillomatosen scheinen eine davon abwei-
chende Farbcharakteristik zu haben. Ersteres kann durch die erhohte Streuung abgestorbenen

Zellmaterials (blau/weiPliches Erscheinungsbild in der Endoskopie), letzteres durch eine
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erhohte Streuung und eine erhohte Rotfluoreszenz im Vergleich zur Griinfluoresezenz bzw.
durch einen starken Riickgang der Griinfluoreszenz erklédrt werden (hell pinkes Erscheinungs-
bild in der Endoskopie). Das zur visuellen Detektion addquate (Rot+Blau)/Griin-Ratio
(Schwellwert (Rot+Blau)/Griin=1.1) fiihrt zu einer guten Trennung von verddchtigem Befund
und Normalgewebe, ist aber noch mit dem Nachteil behaftet, dal es Bereiche (=?) gibt, in

denen sich weitere Befunde befinden kénnten.
Signifikanzniveaus Gewebsunterschiede p (t-Test)
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Abb. 41: Signifikanzniveaus fiir die paarweise Unterscheidung von Normalgewebe (NO), Dysplasien I-III
(DYS) und Carcinoma in situ (CIS) fiir die Ratios Blau/Griin (Streuung betont), Rot/Griin (Fluoreszenz betont),
(R/G)(B/G) (Winkelunabhingigkeit betont), 1/p=(R/G)/(2-B/R) (parabolischer Zusammenhang betont),
(Rot+Blau)/Griin (Ratio addquat zum visuellen Eindruck). Primére Selektion der Befunde nach dem visuellen

Eindruck.

Am besten laBt sich der Wert der verschiedenen diagnostischen Verfahren der Bildverarbei-
tung in Autofluoreszenz zeigen, indem Signifikanzniveaus der Befunddiskriminierungsmdog-
lichkeiten miteinander verglichen werden (Abbildung 41). Eine signifikante Unterscheidung
zwischen Dysplasie und CIS konnte fiir keines der Verfahren nachgewiesen werden. Alle

Ratios aufler Rot/Blau korrelieren mit der Schichtdicke. Wenn der Hauptunterschied zwischen
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Dysplasie (ca. 70 um), CIS (ca. 120 um) und dem Normalgewebe (ca. 50 um) die Schicht-
dicke ist, so ist es nicht verwunderlich, dal3 Rot/Blau zunichst nur eine schlechte Unterschei-
dung ermoglicht. Allerdings steigt gerade dieses Ratio bei schwereren Befunden an (siehe
Abbildung 42), so dal} diese Information nach der Separation der verddchtigen Befunde vom
Normalgewebe bei der Klassifizierung durchaus eine Rolle spielt. Die beste Unterscheidung
ist mit dem Ratio (Rot+Blau)/Griin und der parabolische Diskriminierung méglich und damit
besser als eine kanalweise Remissionskorrektur und die winkelunabhéngige Diskriminierung
und immer noch besser als die Diskriminierung iiber das Ratio Rot/Griin. Insbesondere die
Giite des (Rot+Blau)/Griin-Ratios hidngt aber noch ab von der visuellen Selektion der Befun-
de, so daB3 die sehr gute Unterscheidung zwischen Normalgewebe und verddchtigem Befund
(Dysplasien/CIS) nicht verwundert, wohl aber die immer noch bessere Unterscheidung zwi-

schen Dysplasien und CIS.
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Abb. 42: Relativer Kontrast zum Normalgewebe (= ca. 50 um) von Dysplasien (DYS = ca. 70 um) und Car-

cinoma in situ (CIS = ca. 120 pm) fiir die Ratios Blau/Griin (Streuung betont), Rot/Griin (Fluoreszenz betont),
(R/G)(B/G) (Winkelunabhéngigkeit betont), 1/p=(R/G)/(2-B/R)  (parabolischer Zusammenhang betont),
(Rot+Blau)/Griin (Ratio addquat zum visuellen Eindruck) und Rot/Blau (Ratio addquat zum Blutgehalt oberer
Schichten)

64



Ergebnisse
Auch beim Kontrast der einzelnen Ratios ergeben sich Unterschiede. Rot/Griin zeigt einen
langsamen Anstieg zum CIS. Dieser diirfte auf einer Zunahme der Schichtdicke beruhen. Der
Kontrast des gemittelten Ratios (Rot+Blau)/Griin ist etwas geringer ist als der des Ratios
Blau/Griin. Die Schwankungen der Blutabsorption werden aber ebenfalls minimiert und es ist
verstdndlich, warum remissionskorrigierte Ratios eine bessere Diskriminierung von Befunden
ermdglichen. Die parabolische Diskriminierung hat hier einen hoheren Kontrast als die Unter-
scheidung mit (Rot+Blau)/Griin. (Rot+Blau)/Griin ist fiir CIS (Schichtdicke ca. 120 um) ca.

1.70-fach hoher als fiir das das Normalgewebe.

3.4.4 Diskriminierung von Befundrandern: Autofluoreszenz

1.2 4

Farbratio

0. T T T T T T T T T 1
Zantral Rand Feripher

Abb. 43: Abhingigkeit der Ratios Rot/Griin, Blau/Griin und Rot/Blau eines grenzwertigen Befundes (moderate
Dysplasie in der Bronchialwand) nach Untersuchung in AF von der Lage (zentral, am Rand der Sichtbarkeit, in

der Peripherie), Mittelung aller Pixelwerte des flachigen Befundes in gleichem relativen Anstand von Rand und

Zentrum

Fiir die Darstellung von Befunden in der Endoskopie sind nicht nur die punktuellen Werte an
den Biopsiestellen, sondern auch die Befundrénder interessant, zumal diese oft fiir therapeuti-

sche Fragestellungen herangezogen werden miissen. Exemplarisch ist dies anhand der Farbra-
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tios Blau/Griin, Rot/Blau und Rot/Griin an dem grenzwertigen Befund einer mittelgradigen
Dysplasie dargestellt (Abbildung 43). Hier wird folgendes sichtbar: Das Farbratio Blau/Griin
ist fiir sehr diinne Schichtdicken relativ hoher als das Farbratio Rot/Griin und weist am Rand
einen deutlichen Kontrastsprung auf. Das Rot/Blau-Ratio ist fiir diesen Befund kleiner als das
Rot/Blau-Ratio des Normalgewebes. Hauptursache fiir den hoheren Kontrast ist eine erhebli-
che Steigerung des Blauanteils. Der ausgepriagte Knick des Blau/Griin-Ratios am Rand von
ca. 0.2 Einheiten entspricht einer Anhebung gegentiber dem Normalgewebe um den Faktor
von 1.40. Dieser Kontrastsprung kann nicht durch eine plétzliche Anderung der Schichtdicke
verursacht sein, da er sich sonst gemal3 Abb. 26 als Absenkung der Griinfluoreszenz darstel-

len miif3te, und sich daher auch im Rot/Griin-Ratio wiederfinden miif3te.
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Abb. 44: Abhiéngigkeit des Kontrastsprunges verschiedener Farben (Normiert auf Rot, Peripherie) zwischen
Befund und umliegenden Normalgewebe bei verschiedenen Befunde nach Untersuchung in AF von der Lage

beziiglich der nachfolgenden Biopsie (zentral, am Rand der Sichtbarkeit, in der Peripherie)

Eine weitere Frage ist, wie sich verschiedene Befunde in der Diskriminierung des Randes dar-
stellen (Abbildung 44). Fiir alle Befunde findet sich eine Absenkung des Kontrastes der Griin-

fluoreszenz des Randes und des Befundes, wihrend die blaue Remission am Rand in etwa
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gleich hoch ist, wie in der Peripherie und ab der mittelgradigen Dysplasie stark zunimmt. Dies
findet sich bis hinauf zum Tumor und am stérksten bei den Nekrosen. Somit scheint eine Dif-

ferenzierung in normale, leichte und schwere Befunde méglich zu sein.

3.4.5 Adaptation eines Neuronalen Netzes zur Diskriminierung von Farbratios

Zur Prifung, ob eines der in Kapitel 3.4 angesprochenen Verfahren {iber einen nichtlinearen
Zusammenhang besser beschreibbar ist, als durch ein einfaches Ratio, wurde mit den Farbrati-
owerten jeweils ein neuronales Netz nach Kohonen antrainiert und dann die einzelnen Neu-
rone mit ihrer individuellen Farbcharakteristik mit der Histologie verglichen und versucht
nachbarschaftliche Gruppen von Neuronen histologischen Gruppen zuzuordnen (modifiziert
nach Decker 1994). Auf diese Weise werden in nahezu optimaler Weise nur die Farbrati-
owerte zusammengefallt, die eine diskriminierbare Farbcharakteristik aufweisen. Die Metho-
dik konnte verglichen werden mit dem parvozellurdren System unseres visuellen Systems,
und konzentriert sich eher auf Farben als auf Farbratioschwellwerte. Bei bestimmten Far-

ben/Farbratios feuern dann bestimmte Neurone (Kandel et al 1998).
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Abb. 45: Neuronales Netz nach Kohonen zur Diskriminierung von Farbkontrasten in der WeiBlichtdiagnostik.
Korrelation passender Neurone mit trainiertem Farbkontrast mit den Befunden zur Berechnung von Sensitivitét

und Spezifitét.
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Fir die Tumor- zu Normalkontraste der Farbratios des Weilllichtbildes konnten normale
Befunde bis hin zur leichten Dysplasie durch die Neurone 205 - 225 beschrieben werden
(Abbildung 45). Wenn man diesen Bereich noch ein klein wenig einschrankt und alle anderen
Neurone als verdidchtige Befunde anzeigende Neurone bezeichnet, wird gerade 90% Sensitivi-
tit erreicht. Die geringe Bandbreite der den unverddchtigen Befunden zugeordneten Neurone
weist bereits darauf hin, da3 das Verfahren aufgrund des schwachen Eingangskontrastes mit
groflen Unsicherheiten behaftet ist. Charakteristisch fiir die Giite der Diskriminierung bleibt
aber als Vergleichskriterium die Spezifitit (Rate der félschlich als positiv bezeichneten Befun-
de). Diese wird in Tabelle 9 mit Ergebnissen anderer Methoden der Befunddiskriminierung

verglichen.
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Abb. 46: Neuronales Netz nach Kohonen zur Diskriminierung von Farbratiowerten in der Autofluoreszenzdiag-
nostik. Korrelation passender Neurone mit aus den Daten trainiertem Farbratio mit leichten (<=leichte Dys-

plasie) und schweren (>=moderate Dysplasie) Befunden zur Berechnung von Sensitivitdt und Spezifitat.
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Besser und einfacher moglich ist die Diskriminierung mittels Autofluoreszenz (Abbildung
46). Obgleich hier nur die punktuellen Farbratios verwendet werden, reicht dies aus, um drei
histologische Gruppen mit Gruppen von Neuronen zu charakterisieren. Neuron 0 - 55 spre-
chen bei den leichten Befunden an. Neuron 55 - 105 und Neuron 170 - 255 bei normalen
Gewebe bis maximal bei Reservezellhyperplasien. Die Uneinheitlichkeit des Normalgewebes
beruht vor allem auf Messungen von bereits unsichtbaren Schichtdickendnderungen (unter-
halb des klinisch sinnvollen Schwellwertes) in der Ndhe von Befunden. Bei Befunden groB3er
gleich Dysplasie II werden die Neurone 105 - 170 angesprochen. Durch eng anliegende Dis-
kriminierungsgrenzen wird die Sensitivitdt auf 95 % festgesetzt. Im Vergleich zur WeiBllicht-
diskriminierung ist es hier wesentlich einfacher, Grenzen zu ziehen. Auch die jeweiligen
Bandbreiten sind wesentlich grofler. Dies wirkt sich auch aus auf die Spezifitit, die in Tabelle

9 vergleichend dargestellt ist.
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Abb. 47: Farbratiowerte einzelner Neurone aufgetragen nach ihren zugehorigen Befundtyp zur Klassifizierung

beliebiger Befunde nach dem Distanzminimum der Farbe.

Den Neuronen sind bestimmte Farbratiowerte zugeordnet (Abbildung 47). Ein neues Farbra-

tio wird immer primér demjenigen Neuron zugeordnet, das den geringsten geometrischen
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Abstand beziiglich des Farbratios aufweist. In der Lernphase bewegen sich dann dieses Neu-
ron und seine unmittelbaren Nachbarn (Die Neurone sind in einer linearen Kette angeordnet)
auf den neuen Farbratiowert zu. So wird der 3-dimensionale Raum der Farbratios von der
Neuronenkette durchzogen und es kann spéter fiir jeden einkommenden Farbratiowert (Punkt
im Raum) das nichstliegende Neuron der Kette gefunden werden und antworten. Die in
Abbildung 44 fiir die verschiedenen Befunde angegebenen Farbratiowerte der Neurone sind
daher als Eckwerte zu verstehen, die zu realen Farbratiowerten nach der Trainingsphase einen
minimalen Abstand haben. Diese einfache Mdoglichkeit der optimalen Linearisierung mehrdi-
mensionaler Datensdtze betont zudem wichtige Farbratiowerte (hdufiger auftretende Farben)

durch eine héhere Neuronendichte (=Detailauflosung) in diesem Bereich.

3.5 Klinischer Vergleich der Methoden WeiBlicht, Autofluoreszenz

Letztlich interessant ist klinische Vergleich der verschiedenen Methoden.

Abb. 48: Carcinoma in situ der Oberlappenkarina einer Patientin: a) Weillichtbefund, b) Autofluoreszenzbefund
addquat zur Methode Xillix c) Autofluoreszenzbefund Storz d) elektronisch verarbeitetes Ratiobild

(Blau+Rot)/Griin

Im endoskopischen Bild (Abbildung 48 a-d) stellt sich der CIS-Befund an der
Oberlappenkarina einer Patientin fiir verschiedene Methoden verschieden stark kontrastiert
dar. Der Kontrast im Weillicht und in der einfachen Rot/Griin-Darstellung ist gering. In der
(Rot+Blau)/Griin-Darstellung ist der Kontrast hoher und wird mittels Bildverarbeitung (hier
im wesentlichen als verstdrkte Anfirbung der Bereiche mit einem (Rot+Blau)/Griin-Wert
oberhalb einer bestimmten Schwelle) kontrastreicher dargestellt. Die Verstirkung des

Kontrastes durch Hinzunahme weiterer Farbkanile sieht man am besten anhand der
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nachfolgenden Darstellung eines kleinzelligen Karzinoms, bei dem neben dem Weiflicht eine
reine Griinfluoreszenz (addquat zu einem Endoskopiesystem der Firma Pentax), eine
gemischte Darstellung aus Rotfluoreszenz und Griinfluoreszenz (addquat zu einem
Endoskopiesystem der Firma Xillix), sowie eine Darstellung mit einer zusétzlichen blauen
Remission verglichen wird. Ubersehen worden wire das kleinzellige Karzinom in der
WeiBlichtdarstellung. Innerhalb der Reihe Abbildung 49b-d erscheinen insbesondere die
Befundriander immer schérfer kontrastiert. In Abbildung 49d verbessert sich zusétzlich die

geometrische Zuordnung tiber die blauen Glanzlichter.

Abb. 49: Kleinzelliges Karzinom der rechten Unterlappenbronchuswand eines Patienten:

a) WeiBlichtbefund, das Quadrat markiert den Befund fiir den nachfolgenden Vergleich b)

Autofluoreszenzbefund ausschlieBlich Griinkanal c¢) Autofluoreszenzbefund Rotkanal und Griinkanal d)
Autofluoreszenzbefund Storz: Rotkanal, Griinkanal und Blaukanal, Kreise markieren Glanzlichter im

Tumorarreal und im Normalgewebsarreal

Schwierig zu interpretieren ist bislang die falsch positive Fluoreszenz von Narben mit der
Autofluoreszenz. Zumindest eine Unterscheidung der leichten Befunde (Metaplasie,
Hyperplasie, leichte Dysplasien und Cis) und den Tumorbefunden wire hilfreich, um eine
hohe Spezifitit zu erzielen und so die Grenzen von therapierelevanten Befunden festzulegen.
Die etwas unterschiedliche Spektroskopie am Ende des blauen Anteil des Spektrums und ganz
am Beginn des roten Anteils des Spektrums bei diesen Befundgruppen scheint die Ursache fiir
die Diskriminerbarkeit leichter Befunde von schweren Befunden mit dem neuronalen Netz

nach Kohonen (Abbildung 46) zu sein. Aufgrund der gegensitzlichen Effekte wire dann die
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Absenkung des Ratios Rot/Blau charakteristisch fiir leichte Befunde (HauBinger et al 2000)
(siche Abbildung 50).
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Abb. 50: Verschiedene Moglichkeiten der Kontrastgenerierung mittels endoskopischer Fluoreszenzspektroskopie
gleichermafBen bei leichten und schweren Tumorformen im AF-Mode. Normierung der Spektren auf einen

Remissionspeak bei 830 nm.

Anhand der spektroskopischen Daten konnen im Wesentlichen drei Bereiche festgelegt
werden: Erhohung der spektralen Anteile im blauen Bereich (Remission) verstédrkt vor allem
bei leichten Befunden (ca. 470 nm), Erniedrigung der spektralen Anteile im griinen Bereich
(475-580 nm) (Autofluoreszenz) ohne Unterscheidungsmoglichkeit zwischen schweren und
leichten Befunden sowie erhohte Rotfluoreszenz (590 nm-625nm) fiir Tumorbefunde, bzw.
verminderte Rotfluoreszenz fiir leichte Befunde. Die Zuordnungsmoglichkeit in drei
Spektralbereiche entspricht weitestgehend der Farbseparation, die auch von den
Farbrezeptoren des Auges geleistet werden. Eine bessere Moglichkeit (und damit eine
kontrastreichere Darstellung) ermdglichen spezielle Kameras (3-Chip-Kamera, Endovision,

Karl Storz GmbH) (siehe Abbildung 6).
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Innerhalb der Untersuchungen wurden die Patienten (56 Frauen und 472 Minner) in zwei

Gruppen aufgeteilt und in Autofluoreszenz + Weilllicht und Weilllicht alleine untersucht:

Patienten im AF+WL-Arm: 270 Biopsien: 678 Biopsien/Patient: 2.51
Patienten im WL-Arm: 258 Biopsien: 621 Biopsien/Patient: 2.41
Histologie
visuelle Beurteilung | Normal | Entziindung Hyper- |Dysplasie I| Dysplasie CIS Tumor
plasie/Meta- II/ITT
plasie
Richtig negativ: 448 Falsch negativ: 12
WL- (<=abnorm) 88 | m9 | 226 | 15 10 | 2 19
Falsch positiv: 50 Richtig positiv: 6
WL+ (>=suspekt) 6 | 17 | 2 | 1 4 | 2 86
Richtig negativ: 264 Falsch negativ: 0
WL+AF-
(WL<=abnorm und 84 67 107 6 0 0 7
AF=normal)
Falsch positiv: 314 Richtig positiv: 26
WL+AF+
(WL>=suspekt oder 41 86 172 15 18 8 67
AF>=abnormal)
NegativKkriterium Positivkriterium
Ratio (AF+WL)/WL | 6.83 5.05 6.61 15 4.5 4.0 0.78
p-Wert (CHI"2) 5.4E-6**| 2.5E-14** | 7.8E-34** | 2.8E-4** 8.14E-5**| 0.17 0.16

Tab. 7: Biopsiezahlen verschiedener Befundklassen in der zweiarmigen Studie: WL-Arm Negativ, d.h. normal
oder abnorm; WeiBlicht positiv, d.h. suspekt oder sichtbarer Tumor; WL+AF-Arm Negativ, d.h. normal oder
abnorm im Weisslicht und normal in der Autofluoreszenz; WL+AF positiv, d.h. suspekt oder sichtbarer Tumor
im Weisslicht oder abnormal oder suspekt in der Autofluoreszenz; sowie das Ratio (AF + WL)/WL, das in etwa

ein Mal ist fiir die effektive Kontraststeigerung fiir verschiedene Befunde der zusétzlichen AF-Untersuchung im

WL+AF-Arm. p-Wert nach Chi"2-Vierfeldertest mit Yates-Korrektur: ** hochst signifikanter Unterschied

Im Allgemeinen werden geméll Tabelle 7 im  AF+WL-Arm mit dem Kriterium WL ist
suspekt oder sichtbarer Tumor oder AF ist abnormal oder suspekt ca. 4.0 - 15 mal mehr Dys-
plasien und CIS-Befunde richtig positiv eingestuft als mit WeiBllicht alleine. Dies ist mehr als

nach der einarmigen Untersuchung gemil Tabelle 8:
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Bei 270 Patienten, die in AF und WL untersucht wurden (freie Untersuchungsmdoglichkeit mit
beliebigem Wechsel zwischen AF und WL), fanden sich fiir 678 Biopsate folgende Ergeb-

nisse (Gewertet wurden im AF-Zweig nur die AF-Biopsate, die verdédchtiger beurteilt wurden,

als unter WeiBlicht.):
Histologie
visuelle Beurteilung Normal | Entziin- |Hyperplasie|Dysplasie | Dysplasie | CIS | Tumor
dung Metaplasie | 1I/111
WL+AF- Gesamt 125 153 279 21 18 8 74
Richtig negativ WL: 256 Falsch negativ: 0
Geringer Befund 77 65 111 3 0 0 3
(WL normal)
Falsch positiv WL: 322 Richtig positiv: 26
WL (>=abnorm) 19 33 46 7 5 5 59
AF (mehr als WL) 29 55 122 11 13 3 12
Negativkriterium Positivkriterium
Ratio (AF+WL)/WL 2.52 2.66 3.65 2.57 3.60 1.80 1.20
p-Wert (CHI*2) 6.4E-5%*| 2.7E-10** | 6.0E-26** | 1.6E-3** | 3.1E-5** | 0.20 [S.6E-3**

Tab. 8: Biopsiezahlen verschiedener Befunde in einer kombinierten WL/AF-Untersuchung im WL+AF-Arm:
Gesamtzahl der Befunde, Geringe Befunde (AF nicht schwerer beurteilt als WL), Befunde im WL-Mode als
abnorm, suspekt oder sichtbarer Tumor klassifiziert, zusétzlich dazu gefundene Befunde in AF-Mode schwerer
beurteilt als im WL-Mode: Beurteilung erfolgt oft nach mehrmaligem hin- und herschalten der beiden Modi.

Effizienz der zusétzlichen AF-Untersuchung (des erhhten Kontrastes) dargestellt als Ratio (AF+WL)/WL.

p-Wert nach Chi”2-Vierfeldertest mit Yates-Korrektur: ** hochst signifikanter Unterschied

Im Allgemeinen werden in der Kombination AF + WL ca. 1.8 - 3.6 mal mehr Dysplasien und
CIS-Befunde verddchtiger eingestuft als mit WeiBllicht alleine (Tabelle 8). Die groBBe Gruppe
der Hyperplasien/Metaplasien ist hier noch néher zu untersuchen. Mit AF deutlicher gesehen
wurden 16 Dysplasien und CIS-Befunde. Aber auch die Tumoren werden deutlicher beurteilt.
Im Vergleich zu Tabelle 7 ist die Beurteilung WL abnorm von héherer diagnostischer Bedeu-
tung. Letzteres kommt vermutlich durch eine Uberbewertung des WL durch die Moglichkeit
des Hin- und Herschaltens zwischen WL und AF zustande. Die Erstfindung wird vermutlich

auch in diesem Zweig meist durch die primire Autofluoreszenzuntersuchung erreicht.

74



Ergebnisse
Visuell und mit den Farbwerten, die die Kameras liefern konnten die Befunde diskriminiert
und beurteilt werden. Dies war im Autofluoreszenzmodus (AF, Abbildung 46) und im
Weilllichtmodus (WL, Abbildung 45) mdoglich. Je nach Zuordnung der Beurteilung richtig
negativ, falsch positiv und richtig positiv, falsch positiv zu den histologischen Befunden

ergeben sich so verschiedene Kennzahlen fiir die Sensitivitdt und die Spezifitat:

Verfahren Patienten Biopsien Spezifitit fiir Sensitivitit fiir

(davon dys Il/(davon dys II/|dys II/dys ITI/CIS/TU|  dys II/dys III/CIS
dys ITII/CIS) | dys ITII/CIS) (dys I/dys II/dys III/CIS)

a) visuelle Verfahren

WL 258 (5) 621 (18) 90% 33% (11%)

WL+AF

'WL>=suspekt 270 (18) 678 (26) |48% (mit Narben) 100% (87%)

oder AF>=abnorm 61% (ohne Narben*)

WL+AF

WL>=abnorm und| 270 (18) 678(26) |44% (mit Narben) 100% (94%)

AF>WL 59%(ohne Narben*)

b) nichtvisuelle Ratiobildung

AF (R+B)/G | 339 [78+78%(9)] 60% | 90% (90%)

c) nichtvisuelle Beurteilung des Farbratio und Farbratiokontrastes via Neuronales Netz

AF 33(9) 78 + 78%** (9) 85% 95% (92%)

Bildverarbeitung -I

WL 33(9) 76 +76** (9) 50% 90% (82%) J

Bildverarbeitung

Tab. 9: Ermittlung von Sensitivitdt und Spezifitét fiir verschiedene endoskopische Verfahren: Visuelle Beurtei-
lung WL-Arm und WL+AF-Arm, letzterer definiert positive Befunde auf zwei verschiedene Arten: Zum ersten
WL suspekt oder sichtbarer Tumor oder AF abnorm oder suspekt, zum zweiten WL abnorm, suspekt oder sicht-
barer Tumor und AF schwerer beurteilt entsprechend einem wechselseitigen EinfluB durch hin- und herschalten
der WL-Beobachtung und der AF-Beobachtung. Nichtvisuelle Beurteilung durch das Ratio (Rot+Blau)/Griin,
das in etwa der visuellen Farbwahrnehmung entspricht. Klassifikation der Farben mit dem neuronalen Netz nach
Kohonen angewandt auf die Farbratios im AF-Mode und die Farbratiokontraste (bezgl. Normalgewebe) im WL-
Mode. Fiir die Berechnung ohne Narben wird angenommen, da3 50% der falsch positiven Befunde in der Klasse
Hyperplasie/Metaplasie vorher bekannte Narben waren.* Nichtstudienkonforme Daten (Zahl der Normalbiopsate
# Zahl der auffilligen Biopsate) wurden entsprechend um meBbare, aber nicht biopsierte Normalgewebsstellen

ergdnzt** um vergleichbare Spezifititsdaten zu ermitteln. Spezifitdten hochst signifik. unterschiedlich.***
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Fiir die visuelle Untersuchung mit Weillicht finden sich geringe Sensitivitdtswerte (33%) fiir
die Erkennung von schweren Befunden (Tabelle 9). Die Spezifitdt bleibt hoch, wenn nur das
biopsiert wird, was mindestens suspekt erscheint. Von den anderen visuellen Verfahren weist
die Autofluoreszenzmethodik die hochste Sensitivitdit auf. Die Spezifitit liegt unter
Berticksichtigung vorbekannter Narben fiir die Autofluoreszenz bei 61%. Die Daten der nicht-
visuellen Verfahren wurden immer auf der Basis des hoch sensitiven visuellen Verfahrens
(WL+AF) erstellt. Fiir einen geeigneten Schwellwert kommen die Ergebnisse des AF-Ratio
(Rot+Blau)/Griin dem visuellen Eindruck sehr nahe. Durch die nichtlineare Verrechnung der
Farben mithilfe von neuronalen Netzen erhdlt man fiir die Autofluoreszenz nahezu ideale Sen-
sitivitits- und Spezifitdtswerte. Auch fiir die T/N-Kontraste im Weilllicht kann diese Art der
Bildverarbeitung angewendet werden und liefert so fiir Weilllicht aber nur in etwa die glei-
chen Sensitivitdten und Spezifitdten wie die bereits visuell zu detektierende Autofluoreszenz.
Wichtig ist ferner neben den bioptischen Sensitivititen und Spezifititen, der Benefit in

Patientenzahlen und die Privalenz.

Histologie
visuelle Beurteilung Dysplasie 1 Dys II/ITIT CIS Tumor
WL -Arm +/Ges 1/15 312 2/2 57/60
WL+AF-Arm +/Ges 11/17 14/14 4/4 40/43
Ratio 9.70 4.0 1.0 0.83
p-Wert (CHI"2) 2.5E-3** 0.11 00 1

Tab. 10: Patientenzahlen mit Befunden (verschiedene Klassen) in der zweiarmigen Studie: WL-Ast: Positi-
ve:Gesamt (= WL+Random), WL+AF-Ast Positive:Gesamt (= AF+WL+Random), sowie das Ratio als MaB ist
fir den effektiven Nutzen fiir die Patienten, p-Wert nach Chi"2-Vierfeldertest mit Yates-Korrektur: ** hochst

signifikanter Unterschied

Wertet man nur den Benefit den die Patienten haben durch eine Friitherkennung, so findet sich
fir CIS kein Nutzen durch die zusitzliche Autofluoreszenz. Fiir Dysplasien liegt er bei

4.0-9.7 (Tabelle 10).
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Aus den Werten nach Tabelle 10 errechnet sich Findungsraten und die Prévalenz:
Findungsrate m-s Dys/CIS: WL:(Non-Random-Findings): 5/258 =1.93%
Findungsrate=Pravalenz m-s Dys/CIS: AF+WL: (Non-Random-Findings): 18/270 = 6.68%
Damit ist der Anteil der gefundenen Friihstadien (Findungsraten) im betrachteten Patientengut
um den Faktor 3.45 gestiegen. Der p-Wert nach Chi”*2-Vierfeldertest mit Yates-Korrektur
betragt 0.014, der Unterschied ist damit signifikant.
Der Anteil der Biopsien pro Patient erhohte sich nur um nicht signifikante 4.1%.
Die mittlere Untersuchungsdauer betrug im WeiB3licht: 21.57 min
Die mittlere Untersuchungsdauer betrug in der Fluoreszenz: 23.63 min

Weiterhin ist interessant, wo die Befunde liegen: Mehr an den Karinen oder mehr an den

Wiénden ?
WL+AF Dysplasie 1 Dysplasie II, 111 CIS Tumor (nsc,sc,ade)
Karinen 20 14 4 18(4,5,9)
Wiinde 1 4 4 22 (10, 8, 4)
Ratio (W/K) 0.05 0.285 1.0 1.22 (2.5, 1.6, 0.44)
Tab. 11: Vergleich der bioptischen Findungsraten von Karinen und Winden fiir verschiedene Befundklassen

Je geringer das Stadium ist, desto weniger Befunde werden in den Wianden im Vergleich zu
den Karinen gefunden oder biopsiert (Tabelle 11). Ursédchlich dafiir konnte die zunehmende
Flachenausbreitung, der abnehmende Kontrast oder eine Priferenz der Karinen bei der

Tumorgenese sein.

3.6 Klinische Erganzungen zur Methode Autofluoreszenz

Fiir die im Rahmen einer multizentrischen Studie mit Autofluoreszenz untersuchten Patienten
konnen weitere statistische Groflen ermittelt werden, die moglicherweise Aussagen iiber die
Tumorgenese erlauben. Die relativ geringe Zahl der Daten macht es notig fiir die nachfolgen-

den histographischen Aussagen Klassen von 5 Jahren zu bilden:
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Abb. 51: Altersabhingige Verteilung (H&aufigkeiten der Biopsien) von Befundklassen mit noch fraglicher
Relation in der Tumorgenese und i. A. relativ geringer Tumorkontrastierung: Hyperplasie, Metaplasie entspricht

héufig den vorbekannten Narben.

Fiir verschiedene leichte Befundtypen wurde in Abbildung 51 eine Altersabhédngigkeit der
bioptischen Privalenz erstellt. Vermutlich aufgrund der gehéduften Biopsierate bei jiingeren
Patienten findet sich flir Hyperplasie und Entziindung eine abfallende Tendenz. Die Gruppe
Hyperplasie/Metaplasie (oftmals Narben) zeigt spéter bei ca. 46 J ein Maximum. Die erhdhte
Biopsierate fiir junge Patienten kann eliminiert werden, indem die Anzahl der Biopsate auf

die Entziindungen normiert wird.
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Abb. 52: Altersabhingige Verteilung verschiedener Befundklassen: Haufigkeiten der Biopsien normiert auf die

Anzahl der schwach positiven Entziindungen zur Korrektur der gauBformigen Altersabhingigkeit der
untersuchten Patienten und der subjektiven Steigerung der Biopsierate bei jungen Patienten. *Weitere

Korrekturen (Biopsierate/Patient) wiirde den Wert von sc, ade und pla maximal um den Faktor 1.5 verringern.

So kann gemdll Abbildung 52 folgende Reihe bei den Maxima der verschiedenen Befunde bei
Minnern (Biiltzingslowen von, 1997) festgestellt werden:

Maximum leichte Dysplasie im Alter von 40 Jahren, moderate Dysplasie im Alter von 44 Jah-
ren, schwere Dysplasie/CIS im Alter von 48 Jahren, Plattenepithelkarzinome im Alter von 49
Jahren. Der Kurvenverlauf fiir die schwere Dysplasie ist dabei fast identisch zum Kurvenver-
lauf des CIS-Befundes. Die Hohe des Maximums, nicht aber die Breite der Verteilung verrin-
gert sich fiir die Folge Dys I, Dys II, Dys III. Adenocarcinom und kleinzelliges Karzinom sind
noch vor den CIS-Befunden maximal. Selbst, wenn mit der Biopsierate/Patient korrigiert
wird, ist die Hohe des Maximums der Verteilung der kleinzelligen Karzinome noch ca. um
den Faktor 5 hoher, als die Hohe des Maximums der Verteilung der CIS-Befunde. Ab einem
hoheren Alter von 61 Jahren findet sich bei Frauen (Biiltzingslowen von, 1997) eine ganz
dhnliche Abfolge der Befunde Dys I, Dys II, Dys III, CIS, nichtkleinzelliges Karzinom. Hier
stimmen die Hohen des zusidtzlichen Anteils der Plattenepithelkarzinome und der CIS-

Befunde tiberein. Neben der Altersverteilung der verschiedenen Befundtypen, findet sich fiir
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spatere Tumorformen im Gegensatz zu den Tumorfriihstadien Dys I, Dys II, Dys III, CIS, eine
unterschiedliche Haufigkeitsverteilung im Bronchus (Abbildung 53). Plattenepithelkarzinome
finden sich vornehmlich im Oberlappenbronchus und der Oberlappenkarina, Nichtkleinzeller

verteilt im Bronchus und in den Segmenten.
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Abb. 53: Verteilung nzher charakterisierter fortgeschrittener Befunde (kleinzelliges Karzinom sc,
Plattenepithelkarzinom pla und Adenokarzinom ade) im Bronchus: Grad 1 = Trachea Grad 2 = Hauptbronchien,
Hauptkarina, Grad 3 = Oberlappenbronchus, Oberlappenkarina., Grad 4 = Mittellappen, Mittellappenkarina,
Grad 5 = Unterlappen, Lingulakarina, Grad 6 = Segmente, Segmentkarinen, Grad 7 = Subsegmente,

Subsegmentkarinen
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4. Diskussion
4.1 Biologische und physikalische Aspekte
Die Beschreibung der Phanomene Fluoreszenz, Remission und Absorption standen im Mittel-
punkt dieser Arbeit. Alle diese Eigenschaften, die das Gewebe unter Einflul von Licht auf-
weist, lassen sich nutzen, um einen Tumor/Normalkontrast zu erhalten (Konig et al 1996,
Konig et al 1998). Fiir die PPIX-Detektion in der Urologie war bereits seit ldangerem ein Sys-
tem auf der Basis einer 300W Xe-Lampe mit wechselbaren Filtern fiir die Anregung und die
Detektion vorhanden (D-Light/Karl Storz GmbH & Co. aus Tuttlingen, Deutschland). Mit
diesem System wurde zunéchst auch in der Bronchologie die PPIX-Fluoreszenz nach inhalati-
ver Applikation von 5-ALA untersucht (Stepp 1993, Baumgartner et al 1996, Huber et al
1998). Eine Anfirbung von 2:1 bis 3:1 konnte mithilfe der Spektroskopie bestétigt werden
(Pichler et al 1999). Haufig war jedoch auch eine unspezifische Anfarbung des Normalgewe-
bes vorhanden. Diese wurde zunidchst auf eine unkontrollierte Deposition zuriickgefiihrt. Es
wurde daher ein Inhalator mit kontrolliertem Volumen und FluB3 (Brand 1996) eingesetzt um
die Deposition zu vereinheitlichen, der das Problem aber nicht endgiiltig 16ste (LIFE-For-
schungsbericht 1999). Die relativ zur Urologie geringe Anfiarbung des PPIX im Tumorgewebe
fiihrte zu einem raschen Ausbleichen der Fluoreszenz (Kriegmair et al 1995, Heil et al 1996).
Als neue Detektionsmethode fiir Lungenkarzinome wurde bereits 1987 die Verminderung der
Autofluoreszenz liber Tumorgewebe beschrieben (Brodbeck 1987). Dieses System nach Brod-
beck kommt ohne medikamentdse Kontrastmittel aus, die in der routinemifligen klinischen
Anwendung problematisch sein konnen (Fiedler et al 1993). Es wurde spiter von der For-
schungsgruppe der British Columbia Cancer Agency in Zusammenarbeit mit Xillix Technolo-
gies Corporation in Vancouver, Kanada weiterentwickelt und in umfangreichen Studien
erprobt (Hung et al 1996, Lam et al 1993, Lam et al 1997). In einer ersten nichtveréffentlich-
ten Untersuchung wurde gepriift, ob ein breitbandiges Bandpal3-Langpal3-Filterpaar (Xenon-
lampe/Okular) das Autofluoreszenzsystem 'Lung-Imaging-Fluorencence-Endoscope (LIFE)
ersetzen kann, das auf einem schmalbandigen HeCd-Niedrigenergielaser (150 mW, 442 nm

monochromatisch) beruht. Bei diesem Ansatz stellte sich heraus, dal} die Griinabsenkung der
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Fluoreszenz iiber Tumoren addquat zum Xillix-System war, die Rotfluoreszenz aber meist
nicht ausreichte, um einen Farbkontrast (Lam et al 1992) zu erméglichen. Insgesamt war der
Kontrast dhnlich dem Xillix-System und relativ gering (Lam et al 1992) und die Bilder zeig-
ten keine Glanzlichter, die in der WeiBlichtuntersuchung einen rdumlichen Eindruck vermit-
telten (Siehe Abb. 48). Somit entfiel auch das von der WeiBlichtuntersuchung bekannte Phé-
nomen der Verminderung des Glanzlichtes tiber (prd)malignen Arealen. Weiterhin war das
Normalgewebe unterschiedlich gefarbt und die Rot/Griin-Fluoreszenz spiegelte die Muskel-
faserstrukturen des bronchialen Epithels wieder. Auch war das Bild dunkel und die Befun-
drinder waren undeutlich. Daher wurde zunéchst der bereits vorhandene Filtersatz fiir die
PPIX-Detektion, der aber noch eine geringere Helligkeit und Kontrast aufwies, zum Erhalt
von spektroskopischen Daten verwendet (Stepp et al 1994). Dies fiihrte dazu, dal} eine beson-
dere Anhebung des blauen Anteils der Remission und eine geringfiigige Absenkung des roten
Spektrums fiir maligne Befunde ab der moderaten Dysplasie gefunden wurde, die sich bei ent-
ziindlichen Befunden nicht zeigte. Darauthin wurden die Anregungs- und Detektionsfilter ent-
sprechend ausgerichtet. Die Wellenldngenkante des Anregungsfilters wurde dabei zu hoheren
Wellenldngen verschoben und eine geringe blaue Remission genauestens auf den besten
visuellen Eindruck in Hinblick auf Kontrast und ausgewogene Glanzlichtintensitit angepal3t.
Das resultierende Bild zeigt drei Farben: Die rote und griine Fluoreszenz und die blaue
Remission. Mittels genauer Analyse von mittelgradigen Dysplasien lieB3 sich der Befundrand
genauer diskriminieren. Dieser zeigte eine starke Kontrastanhebung, die nur auf der Anhe-
bung des blauen Anteils beruhen konnte. Um zu priifen worauf dies beruht, wurden Compu-
tersimulationen mit den typischen optischen Parameterwerten der Bronchialwand und eine
Statistik der spektralen und farblichen Charakteristika der endoskopischen Befunde erstellt.
Anhand der resultierenden Daten zeigte sich, dal dem (Rot+Blau)/Griin-Ratio eine besondere
Bedeutung zukommt. Es ist zum einen ideal unabhéngig von der Blutabsorption, von Redox-
schwankungen und nahezu winkelunabhingig und zum anderen abhéngig von der Schich-
dicke des Gewebes. In unserer Methodik mit dem zusétzlichen Blauanteil wird gerade das

Ratio (Rot+Blau)/Griin vom Auge als besonders effektiver Farbkontrast (Pink gegen Griin)
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wahrgenommen. Zumal absorptive Eigenschaften des Blutes in dieser Anwendung erstmalig
abgeglichen sind stellte sich nun das Normalgewebe farblich sehr einheitlich dar. Abwei-
chende Befunde fallen bereits durch geringe Farbdnderungen auf. Die Ursache dafiir blieb
zundchst unklar. Anhand fritherer Montecarloberechnungen und Forschungen an Tumoren
wurden fiir die AF-Detektion drei Mechanismen propagiert: Die Schichtdicke, die Blu-
tabsorption, Reduktion und der Fluorophorengehalt nach Reduktion (Qu et al 1995, Zeng et al
1997). Blutabsorption und Reduktion werden durch das vorgegebene System kompensiert.
Der erhaltene Kontrast des Ratios (Rot+Blau)/Griin fiir Befunde >=Dysplasie II kann mit der
Schichtdicke allein nicht erklart werden. Nach einer multiregressiven Zerlegung makroskopi-
scher Spektren in einzelne Komponenten und der Vermessung von histologischen Schnitten
konnten keine Anderungen in den Fluorophorenkonzentrationen gefunden werden, die nicht
durch die Schichtdicke erkldrbar sind. Die Absenkung der Fluoreszenz im griinen Spektral-
bereich (FAD) beruht ebenfalls auf der Schichtdicke d. Erwartet wird in etwa ein Ratio von
50um/d. Fir CIS-Befunde ergeben sich Werte von ca. 0.4 was den gemessenen Werten von
0.33 in etwa entspricht. Die effektiven Kontrastwerte von 1.7, die nach Abbildung 43 aus der

Bildverarbeitung zu ermitteln sind lassen sich wie folgt erkléren (Tabelle 12):

Wert des (R+B)/G-Ratios CIS:Normal | Abbildung Nr.

Bildverarbeitung 1.70 43

1. Kontrastanhebung Rand 1.40 26

2. Modell Schichtdicke 1.22 28

3. Modell Blutabsorption maximal 1.10 42
Produkt (1. und 2.) 1.71
Produkt (1. und 3.) 1.54
Produkt (2. und 3.) 1.34
Produkt (1. und 2. und 3.) 1.87

Tab. 12: Vergleich der Daten des Farbratios (Rot+Blau)/Griin fiir CIS-Befunde in der AF-Untersuchung mit

Modellen und Daten der relativen Kontrastanhebung der Befunde

Nachdem der Kontrastsprung am Rand von Befunden (>=moderate Dysplasie) zusammen mit

der Schichtdicke das effektiv detektierte Ratio genau erkldrte (Produkt 1 und 2 = Bildverar-
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beitung), kam (EinfluB der Streuung gemiB Gleichung 5b) nur eine Anderung der Streuung
als Ursache der scharfen Rénder von moderaten Dysplasien - CIS in Frage. Nun ist gerade ein
Merkmal dieser Befunde die hohe Streuung, die in der Pathologie z.B. in der Sputumdiagnos-
tik mit dem Zytosavant (Nakhosteen et al 1997) und in der Endoskopie (Richards Kortum
1991) bereits zur Tumordetektion genutzt wird. Fiir eine genauere Analyse des Zusammen-
hanges wurde das Normalgewebe sehr gut beschrieben durch eine parabolische Gleichung im
Rot/Griin-Raum und Blau/Griin-Raum. Hierfiir wurde als Ausgangsanahme ein Wert fiir den
Blauanteil angenommen, der entsprechend abhéngt von der Schichtdicke und der Streuung.
Effektiv ist die Befunddetektion damit eine Schichtdickenmessung, zu der sich ab der mittel-
gradigen Dysplasie eine Messung der Streuung (=Photodichte) gesellt.

Wird ein neuronales Netz nach Kohonen mit den Farbratios trainiert, so bildet dieses die
Karte des parabolischen Zusammenhangs nach (Ritter et al 1990) und zeigt ganz ohne duf3e-
ren Zwang, wie dies bei den bisher verwendeten Verfahren der Fall ist (Staveren et al 2000,
O'Brien et al 1989), eine Klassenbildung in normale bis entziindliche Befunde, Befunde mit
erhohter Schichtdicke und photonendichte (stark streuende) Befunde. Die erhohte Streu-
ungseigenschaft von mittelgradigen Dysplasien bis hin zum Tumor wird damit erstmalig mit
einem einfachen Verfahren sichtbar gemacht und fiir eine Befundklassifikation herangezogen.
Die Autofluoreszenz dient hier als Referenz fiir die eigentlich in der WeiBllichtdetektion
bereits vorkommende aber ohne erweiterte Verfahren nicht sichtbar werdende Streuung.
Dabher ist es auch giinstig, da3 die Autofluoreszenz kaum ausbleicht. Bei niedrigen Lichtin-

tensitdten entspricht der Kurvenverlauf einer einfachen Kinetik (Jongsen et al 1997).

4.2 Pathologische Aspekte
Bei der histologischen Betrachtung ergibt sich fiir das normale Epithel eine Dicke von 45 pm,
fur Dysplasien durchschnittlich 70 um und fiir CIS 120 um. (Lam et al 1992). Bislang wird

folgender Zusammenhang vermutet:
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Abb.: 54 Histogenese des Lungenkrebses (Miiller et al 1991)

In Abbildung 52. wird eine Entwicklung aufgezeigt von der Dysplasie zu CIS (Saccomano
1982) hin zum Plattenepithelarzinom, die sich iiber mehrere Jahre hinzieht und in Uberein-
stimmung mit Abbildung 54 steht. Die Adenokarzinome und die kleinzelligen Karzinome
konnen dann von den hyperplastischen Befunden in Abbildung 51 abstammen, oder von den
Entziindungen. Daher ist es fiir weitergehende Untersuchungen auch wichtig, hyperplastische
Befunde zu finden. Insgesamt bietet die Chronologie der Karzinogenese ein Zeitfenster, so
daf3 die Friitherkennung auch in einem gewissen zeitlichen "Fenster" ablaufen kann. (Bollinger
et al 1998). Die andauernde karzinogene Belastung durch das Rauchen fiihrt vermutlich letzt-
lich zur Entstehung der Dysplasie. Hier spielen vermutlich auch Faktoren eine Rolle, die als
MAC-Phidnomene bezeichnet werden und auch weit entfernt von der Dysplasie in der Lunge
nachgewiesen werden konnen (Mac Auley 1995). Die angenommenen 6 Monate bis 2 Jahre
zur Entwicklung des CIS (Woolner et al 1994) korrelieren mit der Zeitdifferenz der Haufig-
keitsmaxima gemiB Abbildung 52. Die sequentielle Abfolge genetischer Anderungen im
Laufe der Krebsentstehung sind am besten am Beispiel des Plattenepithelkarzinoms doku-

mentiert (Abbildung 55).
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Normales Epithel Hyperplasie Dysplasie Carcinoma in situ invasives Karzinom
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Abb. 55: Sequentielle Akkumulation genetischer Verdnderungen in der Tumorgenese von

nichtkleinzelligen Lungentumoren und ihre Haufigkeiten (nach Sekido et al, 1998)

Obgleich der Verlauf der Entwicklung von genetischen Anderungen begleitet wird (Thiber-
ville et al 1995), scheint angesichts der grofleren Haufigkeit von leichten Dysplasien im Ver-
gleich zu mittelgradigen Dysplasien in Abb. 52 eine Reversibilitdt von leichten Dysplasien

moglich zu sein. Diese konnte durch eine adjuvante Retinolinhalation bei hohen Dosierungen

unterstiitzt werden (Battey et al 1995).
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untersuchten Uranbergarbeitern (nach Saccomano et al. 1974)

Der zeitliche Verlauf der Entwicklung von der leichten Dysplasie zum CIS wurde bereits
anhand vieler Einzelbeispiele bei Uranbergarbeitern aufgezeigt (Abbildung 56; Saccomano et
al. 1974), wobei es aber bei diesen Befunden zu keiner altersabhéngigen Haufung kommt, die
Zeitabstinde der Entwicklung aber denen in Abbildung 52 gleichkommen. Die altersabhin-
gige Haufung wiirde bedeuten, dal} es es einen kurzen Induktionszeitraum und nachfolgend
eine zeitlich strikt festgelegte Entwicklung gibt. Eine Priifung dieses Zusammenhanges bedarf
aber einer genaueren Analyse mit hoheren Patientenzahlen, am besten mit einer festgelegten

Anzahl von Patienten und einer festgelegten Biopsierate pro Patient.
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4.3 Klinische Aspekte

Das Bronchialkarzinom ist die hédufigste Tumorform und hat eine sehr schlechte Prognose
(Krebsregister Saarland 1993). Die Pravalenz frither Karzinomformen im Bevoélkerungsquer-
schnitt ist betrdchtlich, insbesondere bei Risikopopulationen. Auerbach et al. untersuchten
zuerst préaparierte Schnitte der kompletten Lunge von Rauchern, die nicht an Lungenkrebs
verstorben gekommen waren. Sie fanden eine CIS-Rate von 4,3% bei Rauchern mit 10-20
Packyears und eine CIS-Rate von 11,4% bei Rauchern mit einer karzinogenen Belastung von
mehr als 20 Packyears (Auerbach et al 1956, Auerbach et al 1961). Di in unserer Studie
gefundene Préivalenz von 6.8 % fiir Raucher betrdgt fiir moderate und schwere Dysplasien
5.2% und fiir CIS 1.5%. Sie bezieht sich ausschlieBlich auf den oberen Bronchialtrakt und auf
Patienten, die tiberwiegend aufgrund einer spezifischen Symptomatik in die Klinik kamen. So
kann auch fiir Abbildung 52 erklart werden, daB3 korrigiert auf die Biopsierate pro Patient die
Plattenepithelkarzinome etwa 5 mal hiufiger bioptisch erfait werden als die modera-
ten/schweren Dysplasien und das CIS. Die Ergebnisse zeigen letztlich, da3 diese Frithformen
tatsdchlich gefunden werden konnen. Dies bedeutet einen klinischen Nutzen fiir die Patienten,
zumal die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate fiir das Stadium I mit 70%, und fiir die priklinischen
Stadien der Dysplasie und des CIS sogar mit 95% angegeben werden (Bollinger et al 1998).
Mit der konventionellen WLB alleine sind Dysplasien und CIS hingegen nur schwierig zu
erkennen, da diese Verdnderungen nur wenige Zellagen dick sind und sich oft nur auf wenige
Millimeter Oberfldche erstrecken (Lam et al 1992). Diese Veridnderungen konnen mittels
Rontgenuntersuchung und in der Endoskopie nur schwer bzw. nicht zuverlédssig detektiert
werden (Marsh et al 1972). Da 50-60% aller Bronchialkarzinome, vor allem Plattenepithel-
karzinome und kleinzellige Karzinome primér in den zentralen Atemwegen entstehen, sind
diese tiberwiegend endoskopisch erfal3bar (Bollinger et al 1998).

Die klinische Evaluation des D-Light/AF-Systems erfolgte zunédchst im Rahmen einer Pilot-
studie (H&auBinger, Stanzel el al 1998). Die Studie mit nur 60 Patienten erbrachte eine relative
Sensitivitdtssteigerung von 33 % im WeiBllichtmodus auf 83 % im kombinierten WeiBlicht-

und Autofluoreszenzmodus, d.h. eine Verbesserung um den Faktor 2.5. Die Spezifitit fiel von
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94 % auf 89 %. Die Studie war wie alle anderen bisherigen Studien einarmig angelegt und
zeigte bereits in der Lernphase und wihrend der Optimierung der Geréte Ergebnisse, die nur
von Khanavkar et al (LIFE-System), 1998 tuibertroffen wurden. Um den wechselseitigen Ein-
fluB3 der alleinigen Weilllicht- und der zusitzlichen Autofluoresezenzbeobachtung zu vermei-
den, wurde eine grofangelegte zweiarmige randomisierte Studie zur Priifung des diagnosti-
schen Zugewinns durch die Autofluoreszenz begonnen. Die prialimindren Ergebnisse zeigen,
daB3 mit der Kombination von Autofluoreszenzuntersuchung und WeiBlichtuntersuchung eine
relative Sensitivitdt von 100% fiir Dysplasie II, Dysplasie III und CIS gegeniiber der alleini-
gen WeiBllichtuntersuchung erreicht werden kann. Auch aufgrund der unter den kontrollierten
Bedingungen der zweiarmigen Studie etwas niedrigen Findungsrate im WeiBllichtast findet

sich ein Zugewinn um den Faktor 3.0 (Tabelle 13).

Autoren . Lasionen Sensitivitat|Sensitivitit: Rel. Sensitivitat
e S WL 1. WLHAF = '
Lam et al, 1993 L 113 39 % 84 % 2.2
Yokomiseetal, 1997 i 19 4 63% | . 0% 14
Kato and Ikeda, 1998 = B 51% | 93% . 18
Khanavkar et al, 1998 L 44 32% 86 % 2.7 :
Lametal, 1998 a2 3% 1 5% o 20
Vennmannsetal, 1999 L 9% | 8% 14
Thibervilleetal. 1999 = 8 0 62% | 86% . 14
H#uBinger, Stanzel, Pichler 263 33% 83% 2.5
Pilotstudie 1998 : :

HéuBinger, Stanzel, Pichler "WL: 621! 33 %* 100 %* 3.0
Lokale Ergebnisse im Rahmen der WL+AF: 678 :

iweiarmige Multicenterstudie, 2001*

Tab. 13 Ergebnisse verschiedener Studien im Vergleich (Khanavkar et al 2000, HauBinger,
Stanzel et al 1998); *Lokale Ergebnisse fiir die Sensitivitdt im Rahmen einer zweiarmigen

Multicenterstudie mit dem primédrem Studienziel des Prévalenzvergleiches

Genauere klinische Ergebnisse sind von der angesprochenen Multicenterstudie mit ca. 1700

Patienten zu erwarten. Hier spielen auch die Vollstidndigkeit der pathologischen Ergebnisse

89



Diskussion

und die Eingangskriterien, sowie die statistische Absicherung eine wichtige Rolle, wihrend
diese Arbeit zum einen eine Zusammenfassung aller innerhalb des Studienzeitraumes ermit-
telten lokalen Daten darstellt, um einen prialimindren Vergleich fritherer Systeme mit dem
aktuellen Storz-System zu ermdglichen und weitergehende Forschungsmoglichkeiten anzure-

gen.

4.4 Ausblick

Nur die Bildverarbeitung der ohnehin schon sehr kontrastreichen visuellen Bilder kann einen
Spezifitdtszugewinn (vielleicht auch einen Sensitivitdtszugewinn) ermdglichen (Profio et al
1986). Desweiteren gewdhrleistet sie einen konstanten farblichen Eindruck (Fang et al 1998).
Diese Form der Diagnostik ist dann nahezu optimal, da nach den vorliegenden prélimindren
Ergebnissen eine Klassifizierung in leichte und schwere Befunde moglich sein kénnte und
somit fiir die Wahl des Behandlungsmodus ein von der pathologischen Untersuchung unab-
hingiges Kriterium zur Verfligung steht. Auller der Fluoreszenzspektroskopie (Zonios SPIE
2324) konnte auch die Remissionsspektroskopie eine Verbesserung der Diagnostik darstellen,
zumal die Eigenschaften dieser Methodik mittlerweile recht gut verstanden sind (Orenstein et
al 1998). Moderate und schwere Dysplasien (ggf. fiir noch frithere Stadien) kénnen photo-
dynamisch behandelt werden. Die verwendete Substanz sollte moglichst effektiv und wenig
belastend sein. Hierbei konnten bei der Behandlung von CIS-Befunden und frithinvasiven
Karzinomen neben dem Photofrin auch weitere neue Substanzen eine Rolle spielen, wie zum
Beispiel das Porphobilinogen oder das MTHPC (Sudhakar et al 1994, Koch et al, Edell et al
1996). Wenn sich fiir diese Substanz eine Anreicherung ergibt (Gomer et al 1979), konnte es
tiber hochdeuteriertes Porphobilinogen moglich sein, eine nichtinvasive Diagnostik mittels
MR durchzufiihren. Auch eine Strahlentherapie konnte mit Hilfe dieser Substanz moglich sein
(Anderson 1989). Bis dahin konnte die experimentell bereits in der Bronchologie und in der
Hals-Nasen-Ohrenkunde verwendete 5-Aminoldvulinsdure eingesetzt werden (Awadh et al

1997, Fan et al 1996). Aufgrund des hoheren phototoxischen Effekts ist aber fiir Stadien ab
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CIS bei inoperablen Patienten eine Therapie mit Photofrin vorzuziehen (HauBinger et al
1996). Gerade die Bestimmung der Dicke der Schichten und ihre Streucharakteristik ist mit
dem neuen Verfahren OCT auch in der Tiefe moglich (Haberland et al 1998). Ein echter Vor-
teil gegentiber der Bildverarbeitung diirfte hier jedoch nicht bestehen, zumal die Bildanalyse
dann einen Pathologen vor Ort erforderlich machen wiirde. Klinisch aktuell erfolgverspre-
chender als diese aufgezeigten experimentellen endoskopischen Moglichkeiten ist das
Screening von Patienten. Hier bietet sich die Sputumzytologie (Payne et al 1997, Strauss et al
1997) an. Das Verfahren ist klinisch sinnvoll, da nicht invasiv, aber mit dem Nachteil einer
geringen Sensitivitit fiir Dysplasien behaftet (Flehinger et al 1993). Eine bessere Moglichkeit
stellen auch hier automatisierte Verfahren dar (Marek et al 1999), die auf den Streuungseigen-
schaften (Photonendichte) der Zellkerne beruhen, die fiir moderate bis schwere Dysplasie,
CIS und invasive Karzinome gefunden werden (Bocking et al 1992). Eine weitere Verbes-
serung konnte sich moglicherweise ergeben, wenn in Umkehrung dazu die Inhalation von
Tumormarkern und ihr Ubergang in das Blut Verwendung finde (LIFE-Forschungsbericht
1999).
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die relative Sensitivitdt der Erkennung von verddchtigen schweren Befunden (>=moderate
Dysplasie) ist fiir die WL-Bronchoskopie mit 33% relativ gering. Die Erkennung von
verddchtigen Befunden hédngt im Wesentlichen von der Schichtdicke der Befunde, von der
Streuung der obersten Schicht, der Blutabsorption (reduktiv und oxidativ) und der
verminderten Glanzlichtintensitit ab. Die beste WL-Sensitivitdt und Spezifitdt 146t sich fir
den Kontrastunterschied mittels neuronalem Netz festlegen. Die relative AF-Sensitivitit ist
hoch und erreicht nahezu 100%. Die AF-Sensitivitét ist abhdngig von der Schichtdicke und
der Streuung des Befundes und in der verwendeten Form (mit blauer Remission bei 460nm,
Angregung 380-460nm) weitgehend unabhingig vom Fluorophorengehalt, von
Schwankungen der Blutabsorption und des Redoxstatus, sowie unabhidngig vom Winkel und
dem Bleaching des Gewebes. Die beste Ratio ist das (Rot+Blau)/Griin-Verhéltnis das eine
farbliche Darstellung der Befunde (pink) versus dem Normalgewebe (griin) ermoglicht. Eine
weitere Moglichkeit ist die Verwendung eines parabolischen Zusammenhangs mit dem sich
das Normalgewebe im Rot/Griin versus Blau/Griin-Raum darstellt, um verddchtige Befunde
scharf vom Normalgewebe diskriminieren zu konnen. Die relative AF-Sensitivitét/Spezifitdt
betragt hier nahezu 100% sowohl alleine als auch in der Kombination mit einer vorherigen
WL-Diagnostik. Eine gute Diskriminierung findet sich hierbei zunéchst durch die erhohte
Schichtdicke, bei Schichtdicken >100 pm kann nur noch die Streuung den Verlauf der
diskriminierenden Parabel bestimmen. So lassen sich drei Befundtypen festlegen:
unverddchtige Befunde (Schichtdicke gering, Streuung gering), leichte, verdidchtige Befunde
(Schichtdicke ca 100 um, Streuung gering) und schwere, verdédchtige Befunde (Schichtdicke
> 100um, Streuung hoch). Diese Unterscheidungsmdoglichkeit kann sehr gut mithilfe von
neuronalen Netzen nach Kohonen wiedergegeben werden. Die Unterscheidung beruht im
wesentlichen auf Unterschieden in den Farben und der Schérfe des Randes: Unverdachtige
Befunde (Tirkisgriin), leichte, verddchtige Befunde (Pink, Rand unscharf) und schwere,
verddchtige Befunde (Blau-Weiss oder Rot, Rand scharf). Pathologische Befunde finden sich
hauptsdchlich auf den Karinen, wandstindige Befunde werden aber ebenfalls gut erfafit,
zumal das verwendete Ratio nahezu vom Winkel unabhéngig ist. In der Altersverteilung der
verschiedenen Befunde ergeben sich ausgeprigte Maxima zumindest fiir die verschiedenen
(prd)malignen Karzinomformen, die mit der Histogenese vereinbar sind. Unklar bleibt jedoch,

ob die frithen Formen eine festgelegte Induktionsursache haben, deren Wirkung im klinischen
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Zusammenfassung

Alltag erst spét und ohne ersichtlichen Grund gefunden wird. Im oberen Bronchialtrakt finden
sich Plattenepithelkarzinome und kleinzellige Karzinome, im unteren Bronchialtrakt finden
sich Adenokarzinome. Diagnostische endoskopische Ansitze scheinen mit den dargelegten
Moglichkeiten der AF-Bronchoskopie weitestgehend abgeschlossen zu sein. Neue
therapeutische Ansitze konnten sich aus der Anwendung von 5-ALA und seinen Derivaten
ergeben zumal leichte Befunde bis hin zum CIS dann einer "einfachen" photodynamischen

Therapie zugéinglich gemacht werden konnten.
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Anhang
8. Patentschriften (Stand: Januar 2002)

EP1052931 (W09939626) : Endoskopisches System (zusammen mit K. STORZ)
NN : Bildverarbeitungsystem (zusammen mit K. STORZ)
EP 01108503.2 (1146039) : Hoch deuteriertes Porphobilinogen (zusammen mit LFL )
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