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Die Stimmlippen (SL) des Menschen
sind einzigartigen mechanischen Belas-
tungen ausgesetzt. Bei Phonation treten
Beschleunigungen von 200-300G und
Frequenzen von 100-1000Hz auf [1].
Um diesen Belastungen standzuhalten
und zudem eine ungestorte SL-Schwin-
gung mit daraus resultierendem klaren
Stimmklang zu gewdhrleisten, verfiigt
das ortsstindige Gewebe iiber Eigen-
schaften, wie man sie nirgendwo im
Korper findet.

» Die laryngeale Mukosa spielt
eine herausragende Bedeutung
fir die Stimmproduktion

Insbesondere die laryngeale Mukosa
spielt eine herausragende Bedeutung
fir die Stimmproduktion, was sich ein-
drucksvoll im Fall einer ein- oder beidsei-
tigen SL- Narbe (bei der die Schwingung
stark eingeschrénkt ist) akustisch mani-
festiert. Im folgenden Beitrag wird die
bekannte und vielfach beschriebene SL-
Anatomie um neue Aspekte ergidnzt. Da-
rauf aufbauend gehen die Autor(inn)en
auf benigne Veranderungen der SL-
Mukosa, insbesondere der funktionell
wichtigen Lamina propria, niher ein,
wohl wissend, dass viele Erkrankungen
vom SL-Epithel (v.a. Karzinome, Papil-
lome) und der SL-Muskulatur ausgehen
(beispielsweise altersassoziierte Atro-
phie) bzw. neurogener Natur (Parese)
sind.

Benigne Veranderungen der Lami-
na propria kommen sehr hiufig in der
phoniatrisch-laryngologischen ~ Praxis
vor und konnen entweder konservativ-
logopédisch oder (mikro)chirurgisch
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behandelt werden. Die Diagnose und
phonochirurgische Therapie einer SL-
Zyste oder eines SL-Polypen stellen in
den meisten Fillen kein Problem dar.
Es gibt aber auch eine Reihe von benig-
nen SL-Verdnderungen, bei denen eine
chirurgische Therapie zwar zu einer Ver-
besserung der Symptome, aber keiner
Restitutio ad integrum fithrt. Beispiele
hierfur sind die zuvor genannten SL-
Narben, aber auch ein Sulcus glottidis
oder in manchen Fillen das Reinke-
Odem.

Herausforderungen in der
Stimmlippenforschung

An dieser Feststellung offenbart sich ein
fundamentales Problem in der Laryngo-
logie: Das pathologische/pathophysiolo-
gische Verstindnis endet haufig in der
mikroskopischen, bisweilen sogar in der
makroskopischen Ebene, wie im Fall des
Reinke-Odems, bei dem eine Blickdia-
gnose in den allermeisten Fillen zwar
ausreichend ist, die genauen Krankheits-
mechanismen aber im Dunkeln liegen.
Die zelluliren Prozesse, die in den SL
nach einer Verletzung (Intubation, Ope-
rationen), durch Nikotinabusus oder
Stimmmissbrauch ablaufen, sind beim
Menschen beispielsweise weitgehend
unbekannt.

Ein Grund fiir die unzureichende
Wissenslage besteht in der besonde-
ren anatomischen Lage und Struktur
der SL(-Mukosa) selbst: Die funktio-
nell wichtige Pars membranacea (der
»schwingende Teil®) ist nur etwa 1,6
bzw. 1,2cm lang (beim Mann bzw.
bei der Frau) und kann aus ethischen
Griinden nicht fiir wissenschaftliche

Fragestellungen biopsiert werden, da
jede Biopsie das Risiko einer perma-
nenten Schleimhautvernarbung in sich
tragt. Ebenso sind Nachkontrollen nach
Interventionen auf lupenlaryngoskopi-
sche Untersuchungen oder auf indirekte
Parameter, wie Stimmanalysen oder
subjektive Scores (z.B. Voice Handicap
Index, VHI; Stimmstoérungsindex, SSI;
usw.), begrenzt.

Die dargestellten Schwierigkeiten
fithrten dazu, dass wichtige Fragen der
SL-Biologie und zugehorigen Pathophy-
siologie unerforscht sind. Somit bleibt
eine Reihe von fundamentalen phy-
siologischen und pathophysiologischen
Fragen offen, wie etwa die Interaktionen
Epithel - Lamina propria, die Auswir-
kungen von Allergien auf die SL, die
Rolle von Stimmruhe/-aktivierung nach
SL-Operationen, der Einfluss von Hor-
monen u.vam. In letzter Konsequenz
bedeutet dies aber auch, dass einige be-
nigne Erkrankungen der SL nicht kausal
therapierbar sind.

Es gibt nur wenige Arbeitsgruppen,
die sich mit molekularen Fragestellun-
gen in menschlichen SL befassten, dar-
unter Verdolini et al., die Sekretabstri-
che von SL nach Stimmbelastung durch-
fiihrten und auswerteten [2]. Sie wiesen
im Sekret erhéhte Spiegel inflammatori-
scher Zytokine nach. Gleichzeitig beto-
nen die Autoren auch die Schwierigkeit
in der Methode der Probengewinnung,
was sich auch in der niedrigen Proban-
denzahl niederschlug (n = 3). Die SL der
Probanden mussten oberflichenanésthe-
siert werden, was zudem zu einer Ver-
diinnung des gewonnenen Sekrets fiihrte
und die Auswertung erschwerte. Gleich-
zeitig kann aus dem gewonnenen Sekret
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Abb. 1 A Schematischer Aufbau der Stimmlippe. (Mod. nach [42, 43])

nicht die Frage geklart werden, ob die
freigesetzten Zytokine vom Epithel oder
der Lamina propria ausgingen.

Alternative Modelle

Alternativen, sich diesen Fragestellun-
gen anzunéhern, sind Zellkulturmodelle
und Tiermodelle. Bereits in den frithen
2000er-Jahren gab es eine Vielzahl an
Publikationen in dem Bereich, aus wel-
chen auch wichtige Erkenntnisse iiber
Zellfunktionen gewonnen wurden [3-7].

» Alternativen, sich diesen
Fragestellungen anzundhern,
sind Zellkulturmodelle und
Tiermodelle

Einschrankend muss hier erwidhnt wer-
den, dass sich die Forschung hauptsich-
lich auf SL-Fibroblasten, als wichtigstem
Zelltyp der Lamina propria fokussier-
ten. Der Grund, warum das humane SL-
Epithel schlechter erforscht ist, liegt in
der Tatsache begriindet, dass es ungleich
schwieriger ist, dieses zu gewinnen, zu

696 | HNO9-2021

isolieren und zu kultivieren. Bis dato gibt
es auch nur wenige Arbeiten, die sich mit
dem Grenzgebiet zwischen Lamina pro-
pria und Epithel beschiftigen [8, 9].
Eine Vielzahl von Studien befasste sich
im Tiermodell (meistens Ratten) mit In-
flammationsprozessen nach chirurgisch
induzierten Verletzungen [6, 10-14].
Obwohl diese Prozesse teilweise gut er-
forscht sind, gibt es darauf aufbauend
jedoch keine Therapien fiir Anwendun-
gen beim Menschen. Prinzipiell geht das
Bestreben in den letzten Jahren hin zur
Vermeidung von Tierversuchen.

Mikroanatomie und
Mikrophysiologie

Abseits der bekannten Literatur zur SL-
Anatomie gehen die Autor(inn)en auf
weniger bekannte Aspekte in der Mikro-
anatomie ein, die funktionell eine wich-
tige Rolle spielen. Danach werden eini-
ge bekannte Krankheitsbilder (Reinke-
Odem, SL-Narbe) erortert und diese un-
ter dem Blickwinkel molekularer Mecha-
nismen neu betrachtet (@ Abb. 1).
Unter dem Begriff der SL-Mukosa, al-
so der Schleimhaut, werden das Epithel,

die Basalmembran und alle 3 Schich-
ten der Lamina propria zusammenge-
fasst [15, 16]. Diese liegt dem M. vocalis
als oberflachlichem Anteil des M. thy-
roarytaenoideus auf. Minoru Hirano pu-
blizierte 1974 erstmals die mittlerweile
berithmte Body-Cover-Theorie der SL-
Schwingung [17]. Dabei beschrieb er den
einzigartigen morphologischen Aufbau
der SL und entwickelte ein biomechani-
sches Modell, indem er sie funktionell
in ,,body“ (M. vocalis und Lig. vocale)
und ,,cover® (Lamina superficialis, Ba-
salmembran und Epithel) einteilte und
darin die SL-Funktion als ,,double-struc-
tured vibrator® beschrieb.

Epithel

Im Gegensatz zum einschichtigen respi-
ratorischen Epithel des restlichen Atem-
wegs sind die SL von einem mehrschich-
tigen unverhornten Plattenepithel iiber-
zogen, das iiber interzellulire Kontak-
te eng miteinander verbunden ist, damit
es der mechanischen Belastung wihrend
der Phonation standhélt (8 Abb. 2). Die
Integritit der Zellverbindungen ist zu-
dem auch fir die Absorption und Se-
kretion von Ionen und somit fiir die
Zusammensetzung der epithelbedecken-
den Schleimschicht unverzichtbar. Die-
ser Schleim ist eine wichtige Barriere ge-
gen biologische und chemische Noxen
und spielt eine wichtige Rolle in der Be-
feuchtung der SL.

» Die Furchen und Falten
der luminalen Oberflache
des Epithels erleichtern die
Randkantenverschiebung

Bei der mikroskopischen Betrachtung
der luminalen Oberfliche des Epithels
fallt auf, dass diese nicht, wie die ma-
kroskopische Untersuchung vermuten
wiirde, vollig glatt ist, sondern viele klei-
ne Furchen und Falten aufweist. Diese
erleichtern einerseits die Randkanten-
verschiebung wihrend der Stimmbil-
dung und ermoglichen andererseits eine
bessere Haftung des Schleimteppichs
[18-20].
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Zusammenfassung - Abstract

Basalmembran

Relativ wenig Beachtung findet die Ba-
salmembran, der aber als stabilisierender
Struktur zwischen SL-Epithel und darun-
ter liegender Lamina propria eine wich-
tige Rolle zukommt. ,,Anchoring fibers*
(bestehend aus Kollagen Typ IV) sorgen
fir eine Verankerung zwischen Epithel
und Lamina propria. Die Anzahl dieser
»anchoring fibers“ ist abhéngig von der
Lokalisation, so ist sie in der Pars mem-
branacea hoéher als an anderen Stellen
[15]. Gray, der als Erstbeschreiber die-
ser Fasern gilt, postulierte zudem einen
genetischen Einfluss auf die Faserdich-
te, was unterschiedliche Anfilligkeiten
(beispielsweise fiir organische SL-Verin-
derungen) auf Vibrationsstress erklaren
kénnte.

Lamina propria

Der schichtweise Aufbau der SL-Mu-
kosa spielt funktionell eine wesentliche
Rolle und besteht aus zelluldren und
extrazelluliren Komponenten. Bekann-
terweise besteht die menschliche Lamina
propria aus 3 Schichten (Lamina super-
ficialis - intermedia - profunda), wobei
die ,Festigkeit® von luminal nach ba-
sal graduell zunimmt. Der wichtigste
zelluldre Bestandteil ist der SL-Fibro-
blast (SLF; @ Abb. 3). Dieser spielt eine
zentrale Rolle in der Produktion von
Extrazellulirmatrix(ECM )-Bestandtei-

len wie Hyaluronsdure, verschiedenen
Typen von Kollagenen, elastischen Fa-
sern, Fibronectin u.v.a.m. Die Schwin-
gungseigenschaften gesunder SL hingen
entscheidend von der Homoostase der
ECM-Bestandteile und dem Gleichge-
wicht zwischen Synthese und Degrada-
tion ab. Einer erheblichen Zugbelastung
wihrend der Phonation sind insbeson-
dere das vordere und hintere Ende der
SL, die Maculae flavae, ausgesetzt. Eben-
da befindet sich ein spezieller Subtyp
der SLF, die sog. sternférmigen Zellen
(,»stellatae cells“) [21, 22]. Unter die-
sen befindet sich ein hoher Anteil an
Stammzellen, die nach einer SL-Verlet-
zung aktiviert werden und migrieren
sowie an der Entziindungsreaktion be-
teiligt sind [23]. Bei Sauglingen ist die
Dreischichtigkeit der Lamina propria
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laryngealer Erkrankungen

Zusammenfassung

Hintergrund. Trotz erheblicher Fortschritte in
der laryngologischen Forschung gibt es eine
Reihe von (benignen) Stimmlippenerkrankun-
gen, die kausal nicht therapierbar sind. Das
liegt an der eingeschrénkten Zugénglichkeit
sowie der sensiblen Mikroarchitektur

der Stimmlippen, die nicht auf zellularer
Ebene erforscht werden kdnnen. Das
pathophysiologische Verstandnis endet
dadurch haufig in der makroskopischen
Ebene, die Folgen von Interventionen werden
groBteils endoskopisch oder mit indirekten
Methoden evaluiert.

Fragestellung. Im nachfolgenden Beitrag
stellen die Autor(inn)en biotechnologische
State-of-the-Art-Methoden vor, die in der
laryngologischen Forschung Anwendung
finden, verbunden mit praktischen Beispielen.
Ergebnisse. Tierversuche und Zellkultur-
experimente haben in den letzten Jahren

zu einer signifikanten Wissenserweiterung
beigetragen, dies insbesondere in den
Bereichen Stimmlippeninflammation und
-narbenbildung. Dem Stimmlippenfibroblas-
ten, als wichtigstem zelluldrem Bestandteil
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der Lamina propria, kommt dabei eine
zentrale Rolle zu.

Schlussfolgerungen. Mittlerweile besteht
bei einigen Krankheitsbildern ein tieferes
Verstdndnis von Makroanatomie und
Makropathophysiologie als je zuvor. In-
vitro-Versuche zeigten beispielsweise,

dass Stimmlippenfibroblasten in einem
inflammatorischen Setting weniger
profibrotische und proinflammatorische
Zytokine sezernierten, wenn sie Vibrationen
ausgesetzt sind. Umgesetzt auf die Klinik
konnte das bedeuten, dass eine friihe
Stimmaktivierung nach operativen Eingriffen
an den Stimmlippen zu besserer Heilung und
besseren stimmlichen Ergebnissen fihrt.
Unsere Vision lautet, dass die molekulare
Laryngologie ein gesichertes Fundament an
Wissen bereitstellen soll, auf das in weiterer
Folge klinische Studien aufgebaut werden
konnen.

Schliisselworter
Fibroblasten - Bioreaktoren - Stimmlippen -
M. vocalis - Larynxschleimhaut

laryngeal diseases

Abstract

Background. Despite considerable advances
in laryngological research, there is still

a plethora of (benign) vocal fold pathologies
that cannot be treated causally. This is due
to the limited accessibility and sensitive
microarchitecture of the vocal folds, which
cannot be investigated at a cellular level.
Consequently, current pathophysiological
knowledge is frequently based on macros-
copic findings. The impact of interventions
is mainly evaluated endoscopically or via
indirect diagnostic methods.

Objective. The aim of this article is to discuss
state-of-the-art biotechnological methods
used in laryngological research, illustrated by
practical examples.

Results. In recent years, animal and in vitro
experiments have significantly contributed
to a continuous expansion of knowledge

in this field, particularly regarding vocal

fold inflammation and scar formation. Vocal

Molecular laryngology. A new chapter in the understanding of

fold fibroblasts, the most important cellular
component of the lamina propria, can be
accredited a central role in these processes.
Conclusion. Our knowledge regarding
macroanatomy and macropathophysiology
of several pathologies has increased
considerably in recent years. In vitro trials
have shown, e.g., that vocal fold fibroblasts
in an inflammatory setting secrete less
profibrotic and proinflammatory cytokines
when exposed to vibration. Early vocal
exercises after surgical interventions on the
vocal folds may therefore promote better
wound healing and consequently improved
phonation. Research in molecularlaryngology
should create a solid basis of knowledge for
subsequent clinical studies.

Keywords
Fibroblasts - Bioreactors - Vocal cords - Vocal
muscle - Laryngeal mucosa
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noch nicht ausgebildet. Bisher ist noch
nicht endgiiltig gekldrt, wie die unter-
schiedliche Zusammensetzung der ECM
entsteht, eine regelmiflige Phonation
scheint jedoch eine wesentliche Rolle
zu spielen. Es wird vermutet, dass die
Krifte wahrend der Stimmbildung je
nach Lokalisation unterschiedlich stark
auf die SLF einwirken. Diese Reize be-
wirken, dass beispielsweise Kollagen
in unterschiedlichen Konzentrationen
produziert wird [24].

M. vocalis

Die tiefste Schicht der SL bildet der
M. vocalis. Er wird als oberes, freies
Ende des M. thyroarytaenoideus an-
gesehen. Bei genauerer histologischer
Betrachtung fillt eine besonders hohe
Dichte an Muskelspindeln auf. Diese ver-
fiigen tiber spezielle Rezeptoren, die die
aktuelle Dehnung des Muskels erfassen.

Epithel

Das ist ein deutlicher Hinweis dafiir, dass
er nicht nur als statisches Fundament
zu betrachten ist, sondern fiir die Fein-
regulation der SL-Spannung und somit
der Tonhohe mitverantwortlich ist [25,
26].

Mikrophysiologie/
Pathophysiologie

Der Wissensstand {iber die zelluldren
Vorginge nach einer SL-Verletzung
(vornehmlich die SLF betreffend) im
Tiermodell ist gut. Einschrinkend muss
erwidhnt werden, dass oft eine genauere
Differenzierung der Inflammation nicht
moglich ist, d.h., es ist nicht zuordenbar,
ob die Herauf-/Herunterregulationen
von bestimmten Zytokinen auf SL-Epi-
thelzellen, SL-Fibroblasten oder orts-
stindige Makrophagen zuriickzufithren
sind.

isolierte humane SL-Epithelzellen

isolierte humane SL-Fibroblasten

Abb. 2 « Histologischer
Aufbau einer humanen
Stimmlippe (Perjodséu-
re-Alcianblau-Farbung,
Vergr. 10:1) mit lichtmi-
kroskopischer Aufnahme
von isolierten Epithelzel-
len. SL Stimmlippen

Abb. 3 « Histologischer
Aufbau einerhumanen
Stimmlippe (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung, Vergr. 10:1)
mit lichtmikroskopischer
Aufnahme von isolierten
Fibroblasten. SL Stimmlip-
pen

Mikroanatomie und Mikrophysiolo-
gie sind die Schliissel im Verstdndnis
zur molekularen Laryngologie. Welham
et al. zeigten im Tierversuch, dass es ei-
ne bzw. 4 h nach einer SL-Verletzung
zu einem Anstieg bestimmter proinflam-
matorischer und profibrotischer Fakto-
ren kommt [10]. Dazu zdhlen unter an-
derem Cyclooxygenase-2 (COX-2), Tu-
mornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Inter-
leukin-1beta (IL-1p). Einige dieser Fak-
toren decken sich mit jenen aus der zu-
vor zitierten Humanstudie, bei der nach
Stimmbelastung Abstriche von den SL
gewonnen wurden [2]. Es erscheint auch
plausibel, dass sich Faktoren nach SL-
Verletzung (beispielsweise Operationen,
Intubation) und Stimmbelastung zwar
quantitativ, aber nicht qualitativ unter-
scheiden.

Besonders interessant erscheint die
Fragestellung, warum manche SL-Ver-
letzungen folgenlos ausheilen, wihrend
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andere mit einer Narbenbildung einher-
gehen. Zwar ist die Wahrscheinlichkeit
naturgemifd von der Grof3e der Lasion/
Resektion abhingig, es spielen aber auch
andere Faktoren eine Rolle. Es ist be-
kannt, dass sich nach einer Verletzung
SL-Fibroblasten in sog. Myofibroblasten
oder Narbenfibroblasten differenzieren,
die ein anderes Profil an Genen und
Proteinen exprimieren. Dass von diesen
Zellen u.a. mehr Kollagen und weniger
Hyaluronsiure produziert wird, ist das
morphologische Korrelat der SL-Narbe
[27]. Ergebnisse der In-vitro-Versuche
der Autor(inn)en zeigten, dass eine
unmittelbare mechanische Aktivierung
nach inflammatorischem Stimulus zu
einer niedrigeren Expression inflamma-
torischer und fibrotischer Gene fithrten
[28]. Auch Geschlechtsunterschiede in
der ECM-Komposition stehen im Ver-
dacht, Auswirkungen auf die Haufigkeit
von SL-Veridnderungen zu haben: Die
Lamina propria von Minnern weist mehr
Hyaluronsiure als die von Frauen auf,
wodurch ein stirkerer Schutz vor Pho-
notraumen ausgehen koénnte [29]. Dies
erklart nach Meinung der Autoren die
niedrigere Privalenz von Phonotraumata
bei Mannern im Vergleich zu Frauen.

Spezifische Krankheitsbilder

Reinke-Odem

Das Reinke-Odem ist in den allermeis-
ten Fillen eine Blickdiagnose in der pho-
niatrisch-laryngologischen Praxis. Typi-
scherweise sind Frauen um das 50. Le-
bensjahr betroffen, die zudem eine Rau-
cheranamnese aufweisen und hiufig (be-
rufliche) Vielsprecher sind. Das lupenla-
ryngoskopische Bild ist gekennzeichnet
durch voluminése SL mit ektatischenund
varikdsen Blutgefifien, die durch die Mu-
kosa durchschimmern. Die Anamnese
fuhrte zur Annahme, dass sowohl Ni-
kotinabusus als auch hormonelle Ursa-
chen an der Pathogenese beteiligt sein
kénnten. Bei genauer Betrachtung zeigt
sich jedoch, dass viele Annahmen nicht
evidenz-, sondern nur fallbasiert sind,
weswegen viele Fragen offenbleiben: Was
ist beispielsweise die genaue Rolle der
(Geschlechts-)Hormone in der Entste-
hung des Reinke-Odems, und welche Fol-
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gen hat eine Hormonersatztherapie auf
die Stimme? Gibt es eine Uberreprisen-
tation von Frauen, nur weil diese eher die
Sprechstunde aufsuchen und eine tiefere
Stimme Mainner nicht so sehr stort (und
sogar als angenehm, weil sehr méinnlich,
empfunden wird)?

Die meisten Studien berichten von ei-
ner Uberreprisentation von weiblichen
Patientinnen, es gibt aber auch Ausnah-
men wie Kravos et al., die ein grofles
Kollektiv von 56 Médnnern mit Reinke-
Odem beschreiben [30]. Der Einfluss von
Zigarettenrauch gilt als gesichert, selbst
wenn die Pathomechanismen bisher un-
Kklar sind. Schwierig wird es, die einzelnen
additiven Effekte der Konoxen zu quanti-
fizieren: Wie ist die Rolle des laryngopha-
ryngealen Refluxes (LPR) einzuschitzen,
der von einigen Autoren als ,erwiesen®
angesehen wird, von anderen aber nicht
[31]2 Welchen zusitzlichen Einfluss hat
die Stimmbelastung auf die Pathogenese?

)) Im Bioreaktor zeigte sich die
vermehrte Expression einiger
Gene nur bei Vibration und
Zigarettenrauch

Das Wissen tiiber die zelluldren Me-
chanismen im Fall des Reinke-Odems
ist gering. Manche Autoren postulieren
eine proangiogenetische Achse in der
Pathogenese, dazu passen Beschreibun-
gen von Sato et al., die in entsprechenden
Histologiepraparaten VEGF (,vascular
endothelial growth factor) in ortsstandi-
gen Makrophagen immunhistochemisch
nachweisen konnten [4]. Elektronenmi-
kroskopische Untersuchungen derselben
Gruppe beschreiben fenestrierte und
liickenhafte Geféfle (vibrationsbedingt?),
die wohl Hauptursache fiir das Odem
sein diirften [4]. Duflo et al. fithrten
Micro-Array-Analysen u.a. an Reinke-
Odem-Proben durch, jedoch fehlte es
in der Studie an Kontrollproben, d.h.
es wurden Reinke-Odem-Proben mit
Proben aus SL-Polypen verglichen [32].
In den Ergebnissen beschrieben sie,
dass in Reinke-Odem-Proben antioxi-
dative Gene hochreguliert waren (was
in Hinblick auf den oxidativen Stress,
verursacht durch Nikotinabusus, nicht

verwundert), aber sie erwihnten auch,
dass kollagenassoziierte Gene vermin-
dert exprimiert wurden.

Die eigenen Experimente der Au-
tor(inn)en an humanen SLF bestitigen
diese Ergebnisse, zusitzlich stellten die
Autor(inn)en eine signifikante Hochre-
gulation der Hyaluronsiureproduktion
(womoglich als protektiver Mechanis-
mus) fest [33]. Die Verringerung des
Kollagengeriists in der Lamina propria,
gepaart mit mehr Hyaluronsdure, kann
demzufolge als zusatzlicher Faktor in der
Odementstehung gesehen werden. Eine
rezente Studie der Arbeitsgruppe der
Autor(inn)en ergab unter Verwendung
eines von der Arbeitsgruppe entwickel-
ten phonomimetischen Bioreaktors, dass
einige Gene im Zusammenhang mit dem
Reinke-Odem nur durch eine Kombina-
tion von Vibration und Zigarettenrauch
vermehrt exprimiert wurden (v.a. ge-
falaktive VEGF). Eine Stimulation mit
nur einem der beiden fithrte zu keiner
signifikanten Verdnderung. Gleichzeitig
wurden durch Zigarettenrauch getrigger-
te hohe COX-2-Spiegel durch zusitzliche
Vibration herunterreguliert [34].

Stimmlippennarben

Ein- oder beidseitige SL-Narben gehen
mit erheblichen Funktionseinbufien ein-
her, die sich klinisch als Heiserkeit und
rasche Stimmermiidung manifestieren.
SL-Narben gehen, wie erwihnt, auf mi-
kroskopischer Ebene mit einer Differen-
zierung der SLF in sog. Myofibroblas-
ten/Narbenfibroblasten einher. Diese un-
terscheiden sich nicht nur phanotypisch
von normalen SLF, sondern produzie-
ren auch ein anderes Muster an ECM-
Bestandteilen.

Als Konsequenz findet sich in ver-
narbten SL tiberschiissiges Kollagen, das
nicht mehr parallel zum freien SL-Rand
liegt, sowie reduzierte Anteile an Elas-
tin und Hyaluronsdure. Dies fithrt zu
einer Verschlechterung der viskoelasti-
schen Eigenschaften und in weiterer Fol-
ge zu einem unregelmifligen Schwin-
gungsablauf wihrend der Phonation. Of-
fenbar spielt das Alter, in dem eine Ver-
letzung auftritt, eine wichtige Rolle, wie
die eigenen Versuche der Autor(inn)en
zeigten. Myofibroblasten jiingerer Ver-
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Vibrationssystem mit Lautsprecher zur
mechanischen Schwingungsanregung

suchstiere produzierten auch 3 Monate
nach initialem Trauma hohere (narben-
protektive) Hyaluronsdurespiegel als mit-
telalte Tiere [35]. Gleichzeitig sprechen
die Myofibroblasten jiingerer Tiere stir-
ker auf das antifibrotische Zytokin ,he-
patocyte growth factor (HGF) an als die
Zellen alterer Tiere [36].

» Invernarbten SL findet sich
uberschiissiges Kollagen, das
nicht mehr parallel zum freien
SL-Rand liegt

Indenletzten Jahren gab esimmer wieder
Versuche, bei denen verschiedene Arten
von Stammzellen auch im humanen Set-
ting in SL injiziert wurden. Die Ergebnis-
se waren, ebenso wie die Krankheitsbil-
der, sehr variabel und wurden nicht im-
mer mit objektiven Parametern gemessen
[37,38]. Zudem stellt sich die prinzipielle
Frage, ob Stammzellen es tatsachlich ver-
mogen, die urspriingliche Gewebsstruk-
tur inkl. Schichtung der Lamina propria
wiederherzustellen. Stammzellen produ-
zieren eine Vielzahl von Wachstumsfak-
toren und Zytokinen, und es bedarf einer
sorgfiltigen Risikoabschdtzung, diese in
SL zu injizieren. Wenn es nur darum
geht, die SL-Narbe ,weicher” und so-
mit schwingungsfihiger zu machen, wi-
ren einzelne Faktoren in Betracht zu zie-
hen (wie beispielsweise HGF) und nicht
ein ,,Cocktail® verschiedener Wirkstof-
fe in unbekannten Dosierungen, wie sie
von Stammzellen sezerniert werden. Die
Gruppe um D. Chhetri publizierte bereits
2011 eine Studie, in der durch die Injek-
tion von autologen Fibroblasten in ver-
narbte SL eine Verbesserung der Schwin-
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gungseigenschaften eintrat [39]. Dieser
Ansatz wurde jedoch in der Community
nicht aufgegriffen, und es wurden, wie
erwahnt, vermehrt Stammzellen fiir die
Versuche herangezogen.

Insgesamt wéren also auch im Bereich
der SL-Narben kausale Therapieoptio-
nen wilnschenswert, beispielsweise ein
vollstindiger autologer Gewebsersatz,
wie es die Gruppe um Nathan Welham
ansatzweise publizierte [9]. Einen sehr
innovativen, aber noch nicht umsetz-
baren Ansatz publizierten Kishimoto
et al., die sich das Prinzip des ,ge-
nome editing” zunutze machten. Dieses
basiert auf dem punktgenauen und ge-
zielten Herausschneiden und Ersetzen
von Gensequenzen mithilfe von ,Gen-
scheren. Im Rahmen ihrer Versuche
induzierten sie SL-Narben bei Ratten
und injizierten anschliefend lokal einen
siRNA(Small-Interfering-RNA)-Lipo-
som-Komplex. Dieser Komplex soll die
Expression von SERPINH-1, eines Pro-
teins, das fiir die Faltung von Kollagen
verantwortlich ist, unterdriicken. Sie
konnten zeigen, dass so die mit der
Vernarbung assoziierte Kollagenakku-
mulation der SL signifikant geringer
ausfiel und sich somit positiv auf die
Wundheilung auswirkte [40].

Ausblick

In den letzten Jahren hat sich das Wis-
sen um zelluldre Prozesse in den SL er-
heblich erweitert. Es muss das langfris-
tige Ziel sein, diese Erkenntnisse auch
in den klinischen Alltag zu integrieren
und auf der Basis des Wissens kausa-
le Therapieformen zu etablieren. Dies
sollte die Verwendung einzelner Fakto-
ren, aber auch die Ziichtung von Mu-

kosatransplantaten beinhalten. Die Vi-
sion im ersten Fall konnte lauten, Sub-
stanzen zu entwickeln (beispielsweise im
Falldes Reinke-Odems), die dann ,,office-
based” in die SL injiziert werden konn-
ten. Die Ziichtung eines autologen Mu-
kosatransplantats wire ein Durchbruch
in der Behandlung von SL-Narben. Auch
die Entwicklung spezifischer biokompa-
tibler Gele, die als Tréger fiir Zellen und
Wirkstoffe dienen, ist ein moglicher und
klinisch gut vorstellbarer Weg. Die Auf-
gabe solcher Gele wiire es sicherzustellen,
dass die Wirksubstanzen moglichst lange
am Ort der Applikation bleiben.

Die Arbeitsgruppe der Autor(inn)en
hat in den letzten Jahren Protokolle ent-
wickelt, mit welchen sie Epithelzellen und
Fibroblasten aus laryngealer Mukosa iso-
lieren, charakterisieren und kultivieren
kann [28, 33, 41]. Ein weiterer wesentli-
cher Fortschritt war die Entwicklung ge-
eigneter Zellkulturapparate, die die SL-
Vibrationen auch unter Kulturbedingun-
gen applizieren konnen. Dies ist essen-
ziell, da man weif3, dass SLF unter stati-
schen Bedingungen, d. h. ohne Vibrati-
on, dedifferenzieren. Sie verlieren mit der
Zeit ihre ortsspezifischen Qualititen und
entwickeln sich in Richtung ,,normaler®
Fibroblasten [1].

» Weltweit gibt es etwa
6 verschiedene Prototypen fur
derartige ,Bioreaktoren”

Weltweit gibt es etwa 6 verschiedene
Prototypen fiir derartige ,,Bioreaktoren’,
wobei keiner davon kommerziell erhilt-
lich ist. Die Gruppe der Autor(inn)en
hat in den letzten Jahren einen derar-
tigen ,,phonomimetischen“ Bioreaktor
entwickelt und fithrt damit bereits Expe-
rimente zu verschiedenen Fragstellungen
durch [28, 34, 41]. Der Vorteil des Pro-
totypen der Autor(inn)en besteht darin,
dass er aus kommerziell erhiltlichen Ein-
zelteilen besteht und deswegen relativ
leicht von anderen Gruppen nachgebaut
werden kann. (8 Abb. 4) Zudem konnen
die Autor(inn)en die kultivierten SLF
mit jeder beliebigen Frequenz anregen,
was das Gerit einzigartig macht. Derzeit
laufen Bemiihungen, diesen Bioreaktor
auch fir dynamische Kokulturen (Epi-



thelzellen und Fibroblasten) im 3-D-
Setting zu etablieren. Ein solches or-
ganotypisches Modell wire in vielen
Eigenschaften mit nativer Larynxmu-
kosa vergleichbar und konnte fiir eine
Vielzahl physiologischer und patho-
physiologischer Fragstellungen herange-
zogen werden. Zudem konnten derart
Medikamente einfach und schnell in
vitro getestet werden.

Zu den wichtigsten Arbeiten der letz-
ten Jahre im Gebiet der SL-Biologie
zahlt zweifelsohne die zitierte Studie der
Gruppe um Nathan Welham [9]. Die
Gruppe kokultivierte humane Epithel-
zellen und SLF und stellte fest, dass sich
nach 14 Tagen eine Basalmembran her-
ausgebildet hatte. Die derart geziichteten
Mukosakonstrukte testeten sie histo-
logisch, proteomisch, immunologisch
und hinsichtlich mechanischer Belast-
barkeit. Die Ergebnisse zeigten, dass die
geziichtete Mukosa in vielerlei Hinsicht
grofie Ahnlichkeit mit nativer humaner
Mukosa hatte, zudem ein niedriges im-
munologisches Profil aufwies und iiber
bessere Schwingungseigenschaften ver-
fugte als orale Mukosa. Die Arbeit stellt
einen bedeutenden Schritt im Bereich
des laryngealen Tissue-Engineerings
dar und gibt berechtigten Grund zur
Hoffnung, dass eines Tages autologe
Mukosakonstrukte als Gewebsersatz zur
Verfiigung stehen kénnten.

Auch pluripotente Stammzellen ha-
ben bereits Eingang in die SL-Forschung
gefunden. Epithelzellen sind, wie er-
wihnt, ein schwer zu isolierender Zell-
typ, weswegen die Gruppe um Susan
Thibeault Stammzellen in Epithelzel-
len transformierte: Sie kultivierten iPS
(»induced pluripotent stem cells®) zu-
sammen mit Fibroblasten und stellten
fest, dass diese nach 4 Wochen auf gene-
tischer Ebene ihre pluripotenten Merk-
male verloren hatten und gleichzeitig
fiir Epithelzellen spezifische Proteine
(Keratin 13 und 14) produzierten. Auch
diese Studie ist ein wichtiger Schritt in
Richtung des autologen Gewebsersatzes

[8].

Fazit fiir die Praxis

== Die Schleimhaut der menschli-
chen Stimmlippen (SL) kann nicht

fiir wissenschaftliche Fragestel-
lungen biopsiert werden, da jede
Biopsie das Risiko einer permanenten
Schleimhautvernarbung in sich tragt.

== Das erschwert das pathophysiologi-
sche Verstandnis der SL-Erkrankun-
gen.

== Funktionell wichtig ist Pars membra-
nacea, sie ist beim Mann etwa 1,6 und
bei der Frau etwa 1,2 cm lang.

== Die Furchen und Falten der luminalen
Oberflache des Epithels erleichtern
die Randkantenverschiebung

== FunktionseinbuB3en bei SL-Narben
zeigen sich als Heiserkeit und rasche
Stimmermiidung.

== In Narben differenzieren die SL-
Fibroblasten in sog. Myofibroblasten/
Narbenfibroblasten.

== Offenbar spielt das Alter, in dem
eine Verletzung der SL auftritt, eine
wichtige Rolle fiir die Regeneration.

= In Proben aus Reinke-Odemen waren
antioxidative Gene hochreguliert und
kollagenassoziierte Gene vermindert
exprimiert.

== Die Verringerung des Kollagenge-
riists in der Lamina propria kann ein
zusitzlicher Faktor in der Odement-
stehung sein.

== Versuche mit unserem phonomi-
mitischen Bioreaktor zeigen, dass
Vibration im Anschluss an einen
inflammatorischen Stimulus zu ver-
ringerter Expression von inflamma-
torischen und fibrotischen Zytokinen
fiihrt. Dies konnte ein Hinweis sein,
dass friihe Stimmaktivierung im
Anschluss an Stimmlippen-OPs den
Heilungsverlauf positiv beeinflusst.
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