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1 Einleitung

1.1 Der Schmecksinn

Der Schmecksinn ist die wichtigste und letzte Kontrolle der Nahrungsbestandteile, bevor sie
in unserem Korper aufgenommen werden. Dabei bildet die Schmeckempfindung eine grof3e
emotionale Komponente fiir das Wohlempfinden des Essenden. Die Nahrungsaufnahme wird
durch Abneigung und Vorlieben fiir bestimmte Lebensmittel individuell reguliert. AuBBerdem
ist die Detektion potenziell toxischer oder gefdhrdender Substanzen eine der wichtigsten
Funktionen des Schmecksinnes.

Der Geschmack widhrend des Essens ist als Zusammenspiel von Schmeckreizen,
Geruchskomponenten, taktilen Reizen der Schleimhautoberfliche, sowie von anderen
Sinnesreizen (z.B. Temperatur) zu sehen. Deswegen ist fiir eine objektive Beurteilung einer
Schmeckstorung die differenzierte Abkldrung des reinen Schmecksinnes ohne olfaktorische

oder somato-sensorische Beeinflussung entscheidend.

1.1.1 Aufbau des peripheren Schmeckorganes

Das wichtigste gustatorische Organ stellt die Zunge dar. Auf der Zunge und Schleimhéduten
der Mundhohle befinden sich Triagerstrukturen fiir die Sinneszellen, die Geschmackspapillen
und die Schmeckknospen (SK), in deren Membran die Rezeptorzellen fiir die Differenzierung
der Geschmacksqualititen sitzen. Die SK sind beim Erwachsenen weitgehend auf den
weichen Gaumen und das Papillenepithel der Zunge beschrinkt. Weiterhin sind SK
insbesonders im Sauglings- und Kleinkindalter auch am Gaumen, an der Epiglottis, im
Bereich der aryepiglottischen Falten bis an die Glottis und im oberen Anteil der Speiseréhre
zu finden.'

Die Geschmackspapillen lassen sich morphologisch in 4 Typen differenzieren:

J Die Pilzpapillen (papillae fungiformes, hier fPap genannt): Die 200 — 400
pilzformigen Papillen stellen die zahlenméBig groBte Gruppe. Sie bedecken die
vorderen 2/3 der Zunge.

. Die Blitterpapillen (papillae foliatae): Die 15 — 20 Blatterpapillen befinden sich

im hinteren Seitenrand der Zunge in Form dicht hintereinander liegender Falten.



o Die Wallpapillen (papillae Vallatae): Die 7 — 12 groBen Wallpapillen liegen auf
dem hinteren Zungenriicken an der Grenze zum Zungenrand.
. Die Fadenpapillen (papillae filiformes): Sie sind auf dem gesamten

Zungenriicken verteilt und ibernehmen nur taktile Funktionen.

Der erwachsene Mensch hat 2000 — 4000 SK, die in den Wénden und Grében der Papillen
liegen. Die SK sind tonnchenartige Gebilde, die etwa 70 um lang sind und einen Durchmesser
von 40 um haben. Sie setzen sich je nach Spezies aus 50 — 150 Schmeckrezeptorzellen
zusammen®, deren Lebensdauer jedoch nur gering ist, da sie bereits nach 10 — 20 Tagen durch
eine nachriickende Zelle ersetzt werden”.

Es gibt insgesamt 4 Zelltypen mit unterschiedlichen Aufgaben, 3 lidngliche von basal bis
apikal reichende Zelltypen (Typ I — I11)* und Basalzellen am basalen Pol einer SK. Die
apikale Zellkompartimente bildet einen kleinen, fliissigkeitsgefiillten Porus mit einem
Durchmesser von ca. 20 um. Dieser Geschmacksporus (Porus gustatorius) ist zur
Zungenoberfldche hin offen und bietet so den Molekiilen aus der Mundhdle Zugang zu den
Sinneszellen.

Die Typ I-Zellen sind gliadhnliche Zellen. Sie haben lange Mikrovilli und sezernieren
Substanzen in den Geschmacksporus. Die Typ II-Zellen haben kiirzere Mikrovilli als Typ I-
Zellen und stellen die Sinneszellen dar. Sie haben gustatorische Rezeptoren fiir die Qualititen
bitter, siil und umami. Die Typ III-Zellen sind Sinneszellen fiir die Qualititen salzig und
sauer und zugleich prisynaptische Zellen, die die Informationen an die Afferenzen der
Hirnnerven weitergeben. Die Basalzellen bilden die 4. Gruppe, deren Aufgabe noch nicht
vollstindig geklart ist. Man geht davon aus, dass die Basalzellen zu Sinneszellen

differenzieren (Vorlduferzellen).

1.1.2 Geschmacksqualitiaten und deren Erkennung

Der Mensch empfindet 5 unterschiedliche Geschmacksqualitdten: siif3, sauer, salzig, bitter und
umami’. Daneben werden weitere Geschmacksqualititen diskutiert. Laugerette et al.
identifizierten einen moglichen Geschmacksrezeptor fiir Fett, das Glycoprotein CD36, das in
den Geschmackssinneszellen der Zunge nachgewiesen wurde und Fettsduren mit hoher

Affinitit binden kann.® Auch fiir Calcium gibt es Hinweise auf einen eigenen Rezeptor’



Lange Zeit nahm man an, dass eine genaue Zuordnung bestimmter Areale der Zunge zu einer
Geschmacksqualitit moglich sei. Dies ist ein verbreiteter Irrglaube. Heute weill man, dass nur
geringe Unterschiede in der Empfindlichkeit der einzelnen Qualititen zwischen den
Zungenbereichen bestehen”™*'%.

Jede Geschmacksqualitdt hat ihren eigenen spezifischen Rezeptor, der durch Reizsubstanzen
aktiviert wird. Zuerst kommt es zu Wechselwirkungen zwischen Geschmacksstoffmolekiilen
und den Rezeptorproteinen in der Membran der Sinneszellen. Diese sogenannte Transduktion
fiihrt durch Aktivierung von Ionenkandlen anschlieBend zur Permeabilitdtsinderung der
Membran (was eine Depolarisation bzw. Hyperpolarisation zur Folge hat) sowie einer
Erregung der innervierenden Gehirnnervenfaser'>.

Fir den sauren Geschmack ist die Freisetzung von Protonen verantwortlich. Spezielle
Rezeptorkanalproteine, die fiir Kaliumionen permeabel sind, wurden in Membranen der
Mikrovilli nachgewiesen. Protonen wirken blockierend an diesem Kaliumkanal. Durch den
nicht mehr stattfindenden Kationenausstrom kommt es zur Depolarisation.

Ein saurer Geschmack kann auch durch Blockierung Amilorid-sensitiver Natriumkanéle
durch Wasserstoffionen ausgeldst werden.'*

Der salzige Geschmack entsteht durch kristalline, wasserlosliche Salze, die in Losung in
Kationen und Anionen dissoziieren. Das bekannteste Beispiel ist Kochsalz, das sich in Na+
und Cl- trennt. Sowohl die Kationen als auch die Anionen tragen zur Intensitit bei. Durch
eine Erhohung der extrazelluldren Na+-Konzentration wihrend der Nahrungszufuhr strdmen
vermehrt Na+-Ionen durch den Amilorid-sensitiven unspezifischen Kationenkanal in die Zelle
und depolarisieren diese. Mittels Na+/ K+-Pumpen im basolateralen Bereich der Sinneszelle
werden die liberschiissigen Kationen wieder heraus transportiert und die Zelle erneut erregbar.
Die Anionen wirken indirekt iiber spezifische Transportsysteme an benachbarten Stiitzzellen,
die iiber gap junctions mit den Sinneszellen verbunden sind”.

An der Empfindung des bitteren Geschmackes sind 20 — 25 unterschiedliche G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) der T2R-Familie beteiligt.'>'® Dies ist auf die groBe Anzahl
der toxischen Bitterstoffe (z.B. Strychnin oder Chinin), die differenziert werden miissen,
zuriickzufiihren. Bindet ein Bitterstoff an ein transmembranes Protein, fiihrt das zur
Aktivierung eines G-Proteins. Durch Auslosung einer intrazelluldren Signalverstidrkung
kommt es zu einem Kalziumanstieg in der Zelle. Kalziumionen konnen direkt oder indirekt

(durch Offnen von Kationenkanilen) eine Transmitterfreisetzung bewirken.



Die siifp schmeckenden Substanzen haben die grofite Oberflichenvariabilitit. Es lassen sich
aber strukturelle Gemeinsamkeiten erkennen. Einige Vertreter sind Zucker (Saccharose,
Glucose, usw.), einige Aminoséduren (bei neutralem pH), Alkohole, Glycole und synthetische
SiiBstoffe (Cyclamat, Aspartam, Saccharin, usw.). Die SiiBwahrnehmung wird durch die
Bindung eines spezifischen Liganden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermittelt.'” Es
kommt zur Aktivierung der Adenylatzyklase. Die-cAMP Konzentration in der Zelle steigt,
wodurch Ionenkanidle blockiert werden, die fiir Kaliumionen durchgédngig sind. Die
Kaliumkonzentration in der Zelle steigt, was wiederum zur Depolarisation fiihrt.

Der Rezeptor fiir den Umamigeschmack ist dhnlich aufgebaut wie die Rezeptoren zur
SiiBwahrnehmung.'” Er ist in der Lage, verschiedene L-Aminoséuren zu erkennen und zeigt

beim Menschen eine hohe Spezifitit fiir die Aminosduren Glutamin- und Asparaginséure.

1.2 Schmeckstérungen

Schmeckstorungen werden im tiglichen Sprachgebrauch als Missempfindung beim Essen
oder Trinken angegeben. Tatsédchlich liegt oft bei einer angegebenen ,,Schmeckstérung* eine
Riechstorung vor. Fiir die Patienten ist es schwierig und ungewohnt, eine Storung, die
olfaktorisch bedingt ist, von einer reinen Schmeckstérung zu unterscheiden. Dies zeigte Soter
et al. in einer Studie, bei der 469 Patienten zunichst einen Fragebogen beziiglich ihrer
verschieden Schmeckwahrnehmungen beantworten mussten und danach einem Schmeck- und
Riechtest unterzogen wurden'®. In einer anderen Studie konnte belegt werden, dass bei 87 %
der Probanden, die bei der Befragung eine Schmeckstéorung angaben, kein messbares
Schmeckdefizit durch Schmecktestung nachgewiesen werden konnte."”

Reine Schmeckstérungen (d.h. Stérung der Wahrnehmung von sii3, bitter, salzig, sauer und
umami) sind im Vergleich zu Riechstérungen eher selten und machen weniger als 10 % der
Riechsprechstunde aus.”® Dies hingt mit der redundanten gustatorischen Innervation der
Zunge zusammen. Eine Studie aus der USA zeigte, dass nur 0,6 % der 80000 befragten
Erwachsenen (ab 18 Jahre) iiber gustatorische Probleme berichteten®'.

Eine aktuelle Studie zeigte, dass die Anzahl der Menschen, die an Schmeckstérungen leiden,

bei ca. 5 % liegt™.

Schmeckstorungen (Dysgeusien) werden nach den Vorschligen der Arbeitsgemeinschaft

Olfaktologie und Gustologie folgendermafen eingeteilt:



Einteilung nach der der Schmeckstorung: Quantitative oder Qualitative Dysgeusie

Einteilung nach Ursache der Schmeckstoérung: epitheliale, nervale oder zentrale Ursachen

1.2.1 Einteilung nach Art der Schmeckstorung

Quantitative Dysgeusien

Normogeusie : Normale Schmeckempfindlichkeit

Ageusie : volliger Ausfall des Schmeckvermogens
Hypogeusie : Minderung der Schmeckempfindlichkeit
Hypergeusie : Steigerung der Schmeckempfindlichkeit

Die quantitativen Stérungen konnen jeweils komplett (fiir alle Geschmacksqualititen) oder

partiell sein.

Qualitative Dysgeusien

Parageusie: Veranderte Wahrnehmung von Schmeckreizen
Phantogeusie : Wahrnehmung von Schmeckeindriicken in Abwesenheit einer
Reizquelle

Die qualitativen Dysgeusien sind im Gegensatz zu den quantitativen Dysgeusien weder

psychophysisch noch objektiv erfassbar, sie werden vom Patienten angegeben.

1.2.2 Einteilung nach Ursachen der Schmeckstorung

Epitheliale Ursachen Schidigung im Bereich der Schmeckknospen / Sinneszellen bzw. im
Bereich der Zungenschleimhaut, beispielsweise durch Entziindungen,
Radiochemotherapien23, Medikamentennebenwirkungen (z.B. Chlorhexidin**, Penicillamin®),
Burning-Mouth-Syndrom oder Stoffwechsel- und Systemerkrankungen (z.B. Diabetes
mellitus).

Man unterscheidet zwischen direkten Epithelschidden, wie z.B. durch Radiochemotherapie,

und indirekten Epithelschdden, wie z.B. durch orale Entziindungen.
Nervale Ursachen kommen durch die Schidigungen der afferenten Nervenfasern des

Schmecksystems zustande. Ursachen sind Operationen, Traumen, Tumoren oder

Entziindungen. Hauptsédchlich sind die nervalen Ursachen auf Operationen in der HNO-

10



Heilkunde oder MKG-Chirurgie zuriickzufiihren. Dazu zdhlen Mittelohrchirurgie,
Operationen in der Mundhdhle und im Oropharynx, Mikrolaryngoskopie, Zahn- und

Kieferoperationen.

Zentrale Ursachen Dies sind Stérungen im Bereich der zentralnervésen Schmeckbahnen oder
—zentren, die selten isoliert auftreten und so von dem Patienten und dem Arzt unbemerkt
bleiben. Die Patienten haben meistens in der Akutphase andere markante neurologische
Ausfille’, die im Vordergrund stehen, sodass die Schmeckstorungen erst nach gezielter

Untersuchung erfasst werden.

Diese Einteilung nach der Ursache der Storung wird bald durch einen neuen Vorschlag fiir die

Leitlinie Schmeckstorung ersetzt. Diese ist folgendermafen dargestellt:

11
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Medikament Ahsetzen

(Belsand Ve MER

= Therapieversuch (Zink),
Sthleimhautptege,
Sialagoga, Spelcheiratz,
Stimulation der
gustatorischen Restiunktion
(Nachwirzen), Beratung

3 Umstellung der
Wedikation,
Spontanethohlung,
Beratung

= Behandlung der Grunderkrankung/ Substitutionstherpie,
ursachenspezifische Therapie, Beratung

mogliche Einteilung der Schmeckstéorungen nach der neuen Leitlinie

Klar Zentrale
Ursache

Schmeckbahn'

Fachilbergreifende

Psychiatrie,

Therapie, Beratung

= Ursachenspezifische

JEntralnervise Stonng der

Abklarung (Neurologie,

Neurochinurege) CTMRT
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1.3 Diagnostik

Fiir die Erstellung einer Diagnose sind Anamnese sowie klinische Untersuchung von grof3er
Bedeutung. Diese entscheiden normalerweise liber das weitere diagnostische und héaufig auch
therapeutische Vorgehen. Besonderes Augenmerk sollte auf die Untersuchung der Mundhéhle

und des Ohres mit der Chorda tympani gelegt werden.

1.3.1 Anamnese
Eine umfangreiche und sorgfiltige Anamnese ist der erste Schritt der klinischen
Untersuchung. Diese liefert bei mehr als zwei Drittel der Patienten schon Hinweise iiber

olfaktorische und/oder gustatorische Stérungen.*®

Die folgenden Gesichtspunkte miissen bei der Anamnese beriicksichtigt werden:

o Operationen im Kopf- und Halsbereich’’, z.B. Mittelohroperationen®*’

einschlieBlich Stapesoperationen’’, Tonsillektomie®', Mikrolaryngoskopie®' etc.

o Zahlreiche Medikamente®” und toxische Werkstoffe™
. Schédel-Hirn-Traumen
. Infektionen, z.B. Infektionen der oberen Atemwege, Infektionen in der

Mundhohle sowie im Mittelohr konnen zu Schidigungen des gustatorischen
Systems fithren™.

J Burning-Mouth-Syndrom®

. Systemische Erkrankungen ( z.B. Diabetes, Niereninsuffizienz, Erkrankungen
des unteren Verdauungstraktes, Stoffwechselstdrungen, Sjorgen-Syndrom?®)

. Neurologische oder psychiatrische Erkrankungen

1.3.2 Tests mit naturlichen Schmeckstoffen

1.3.2.1 Ganzmundtestung

Schmecksprays
Hierbei handelt es sich um einen iiberschwelligen Ganzmundtest, mit dem die grundsitzliche

Féhigkeit des Patienten getestet wird, eine Schmeckqualitdt zu erkennen (Screening-Test).
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Dabei werden kleine Mengen Schmeckstoff in Form von Tropfen oder Sprays in den Mund
der Patienten verabreicht. Nach wenigen Sekunden werden die Losungen ausgespuckt,
gegebenenfalls wird mit Wasser nachgespiilt. Bei diesem Test werden zur iiberschwelligen
Reizung als natiirliche Substanzen Saccharose (1 g auf 10 g Aqua; sii), Zitronenséure (0,5 g
auf 10 g Aqua; sauer), Kochsalz (0,75 g auf 10 g Aqua; salzig), und Chininhydrochlorid
(0,005 g auf 10 g Aqua; bitter) verwendet.

3-Tropfen-Test und 1-Tropfen-Test
Dieser Test wurde 1963 von Henkin et. al.”” beschrieben. Dabei werden frisch hergestellte
verschieden konzentrierte Schmecklosungen der vier Geschmacksqualitéten siif3, sauer, salzig
und bitter durch Applikation eines Tropfens Schmeckldsung und zweier Tropfen Wasser auf
die Mittellinie des vorderen Zungendrittels aufgebracht. Der Proband muss sich im Multiple-
Forced-Choice-Verfahren fiir eine der vier Geschmacksqualititen entscheiden. Im
pseudorandomisierten Test mit Beginn mit der kleinsten Konzentration des Schmeckstoffes
kann der Schwellenwert fiir die Geschmacksqualititen bestimmt und mit Normwerten
verglichen werden. Durch Gudziol und Hummel wurden Normdaten fiir die Herstellung einer
Schmecktestung mit fliissigen Schmecklosungen verdffentlicht.*® Vorteil dieses Tests sind die
vorliegenden Normwerte sowie die Bestimmung von Schwellenwerten. Als nachteilig
erscheinen die aufwendige Prédparation der Schmeckldsungen, speziell geschultes Personal,
eingeschrinkte regionale Aussagekraft des Tests und Schwankungsbreite der
Mischkonzentration der Schmeckldsung bei interindividuell unterschiedlichem Ldsungs- und

Verteilungsmuster.

Im Gegensatz dazu konnen beim 1-Tropfen-Test schwellennahe und iiberschwellige
Schmeckldsungen nach einer feststehenden Frequenz pseudorandomisiert angeboten werden.
Dadurch kann ein gustatorischer Index durch die Summation aller erkannten
Konzentrationsstufen bei vier Schmeckqualititen bestimmt werden. Dieser Test zeichnet sich
durch eine hohe Test-Retest-Reliabilitidt aus. Es ist jedoch nicht sofort ersichtlich, welche

Schmeckqualitit schlechter erkannt wird.*
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Testung mit Schmecktabletten und -waffeln
Hierbei werden Schmecktabletten mit den 4 Schmeckqualititen®® siiB, sauer, salzig und bitter
als eine alternative Methode zu den Schmecklosungen verwendet. Die Tabletten liegen als 6
Konzentrationen von jeder der 4 Schmeckqualititen (Saccharose, Zitronenséure,
Natriumchlorid, Koffein) und als 4 Tabletten ohne Geschmack vor. Es wird mit der
niedrigsten Konzentration in einer aufsteigenden und pseudorandomisierten Reihenfolge
begonnen. Dieser Schmecktest weist eine gute Test-Retest-Reliabilitdt auf (r = 0.69, p <
0.001). Mit den Schmeckwaffeln wurden dhnliche Ergebnisse erreicht.*' Diese aromatisierten
Waffeln kénnen sowohl fiir die regionale Testung als auch Ganzmundtestung verwendet

41
werden.

Die Vorteile der Schmecktestung mit den Schmecktabletten bzw. —waffeln
gegeniiber Schmeckldsungen ist die lange Haltbarkeit bzw. Lagerfahigkeit. Nachteilig sind

die fehlenden alters- und geschlechtsspezifischen Normdaten.

1.3.2.2 Regionale Testung

Schmeckstreifen (Taste Strips)
Der Schmeckstreifen-Test ist ein bewéhrter quantitativer Test, bei dem imprignierte
Schmeckstreifen verwendet werden. Dieser Test wurde erstmals von Mueller et al. im Jahre
2003 vorgestellt.* Dabei werden Filterpapierstreifen mit 4 verschiedenen Losungen getrénkt
(Saccharose=sii3, Zitronensdure=sauer, Natriumchlorid=salzig, Chininhydrochlorid=bitter),
die in 4 Konzentrationen vorhanden sind.
Die Streifen werden auf die linke oder rechte Seite des vorderen Drittels der ausgestreckten
Zunge gelegt. Der Mund wird vor dem Test und zwischen jeder Anwendung mit Wasser
ausgesplilt. Es wird abwechselnd auf beiden Zungenseiten in einer randomisierten und
aufsteigenden Reihenfolge mit der niedrigsten Konzentration jeder Losung begonnen. Dieses
Verfahren fiihrt zu 32 Versuchen (16 auf jede Zungenseite).
Der Patient muss die Geschmacksqualitét bei ausgestreckter Zunge identifizieren (sii3, sauer,
salzig, bitter; Multiple-Choice-Verfahren). Neben den seitengetrennten Ergebnissen, kann
man beim Addieren der Ergebnisse von beiden Zungenseiten die gesamte gustatorische
Empfindlichkeit ermitteln.
Mit dieser Methode wurde eine Test-Retest-Reliabilitit von r=0.86 (bei der 3-Tropfen-
Methode 1=0,69) ermittelt.*” Alters- und geschlechtsspezifische Normdaten fiir den Taste-

15



Strips-Test wurden von Landis et al. 2009 verdffentlicht.” Dieser Test ist fir die
routineméfige klinische Anwendung sinnvoll. Das Ziel weiterer Studien ist es, Monosodium-

Glutamat (umami-Geschmack) dem Test hinzuzufiigen.

Testung mit fliissigen Schmeckstoffen
Die regionale Testung kann des Weiteren mit fliissigen Schmeckstoffen durchgefiihrt
werden.” Fiir die Beurteilung der gustatorischen Empfindlichkeit werden ca. 20 ul fliissigen
Schmeckstoffes (Saccharose, Zitronensdure, Natriumchlorid, Chininhydrochlorid) mithilfe
eines Glasstabs auf beiden Seiten des vorderen Drittels der ausgestreckten Zunge appliziert.
Die Anwendung dieses Tests dhnelt dem Schmeckstreifentest bis auf die Antwort ,kein
Geschmack® und die Konzentration der Schmeckstoffe. Die Test-Retest-Reliabilitdt dieses

Tests ist r=0.77. Alter- und geschlechtsspezifische Normdaten sind verfiigbar.

1.3.3 Tests mit nicht-natiirlichen Schmeckstoffen

Elektrogustometrie
Eine einfache und schnelle Methode fiir die lokalisierte Schmecktestung ist die
Elektrogustometrie. Bereits 1959 wurde der erste Elektrogustometer fiir den klinischen

Gebrauch von Krarup beschrieben.*™’

Er ersetzte die Schmecklosungen fiir die
Schmecktestung mit einem inaddquaten elektrischen Reiz. Bei gesunden Probanden induziert
die elektrische Stimulation der Zunge typischerweise einen metallischen Geschmack. Die von
Krarup verwendete Methode der Elektrogustometrie konnte sich weltweit durchsetzen.
Hierbei beriihrt eine differente Elektrode die Zunge fiir eine bestimmte Zeit, in der ein
definierter Strom flieBen kann. Die indifferente Elektrode wird am Handgelenk, Ohrlappchen
oder Kinn befestigt. Der Elektrogustometer (RION TR-06) wird hiufig verwendet fiir die
Erfassung der gustatorischen Funktion in Japan. Die Skalierung nach Krarup erfolgte durch
Unterteilung des logarithmisch aufgetragenen Bereiches von 5,75 pA bis 300 pA in 37
gleiche Teile, den Electric Gust Units (EGU).

Nach Haberland*® (Halle IT) erfolgt die Skalierung in gustatorischen Dezibel zwischen —6 und
40 dBg. Die Reizzeit betrigt 500 ms. Da die Wahrnehmungsschwellen zwischen den

einzelnen Individuen und auch zwischen den einzelnen Arealen der Zunge sehr stark

schwanken, ist der Vergleich von zwei gleichen Testarealen des jeweiligen nervalen
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Versorgungsgebietes entscheidend. Mit dieser Methode konnen allerdings keine Storungen

einzelner Schmeckqualititen aufgedeckt werden.

1.3.4 Somatosensorische Tests

Dieser trigeminale Schwellentest dient zur Messung der somatosensorischen Empfindlichkeit
der Zunge bei Menschen® und dhnelt dem Schmeckstreifentest (Taste Strips)*>. Hierbei
werden mit Capsaicin impragnierte Filterpapierstreifen mit einer Ldnge von 8 cm verwendet.
Die Filterpapierstreifen werden mit fiinf verschieden hohen Capsaicinkonzentrationen
imprégniert. Die jeweiligen Streifen wurden mit C5 fiir die niedrigste Konzentration 0,0001
%, C4 = 0,001 %, C3 = 0,01 %, C2 0,1 % und fiir die hochste Konzentration mit C1 =1 %
benannt. Fir die Ganzmundtestung wurden die Teststreifen in der Mitte, fiir die
seitengetrennte Testung auf der Zungenspitze der jeweiligen Seite platziert. Dieser Test ist fiir
den klinischen Gebrauch nicht einsetzbar, scheint jedoch fiir Grundforschungen geeignet zu

sein.”>”" Es gibt keine alters- oder geschlechtsspezifischen Normdaten.

1.3.5 Objektive Schmecktestung

Gustatorisch evozierte Potentiale (GEP)
Die Ableitung gustatorisch evozierter Potentiale (GEP) wurde erstmals von Funakoshi und
Kawamura Dbeschrieben.’’ Bei der GEP wird seitengetrennt oder im gesamten
Mundhdhlenbereich gustatorisch stimuliert. Die Problematik in der Messung GEP liegt in der
Innervation der Zunge fiir mannigfaltige Reize und deren Filterung. So miissen annehmbare
Potenziale fiir taktile Reize, Temperatur und Bewegung ausgeschlossen werden, um die reine
Antwort auf den gustatorischen Reiz zu ermitteln.
Im Jahre 1985 entwickelte Kobal eine Messordnung, die fiir die wissenschaftliche
Auswertung von GEP brauchbar erscheint.”> Mit einer weiterentwickelten Apparatur gelang
es Min und Sakamoto 1997, bereinigte Peakzeiten zu gewinnen.”
Erst seit kurzem sind kommerzielle Gerédte verfligbar, um objektiv gustatorische
ereigniskorrelierte Potentiale (event-related potential, ERP) bei Menschen zu beurteilen.
Hummel et al. zeigten in einer ersten Studie im Jahr 2010, wie niitzlich diese Methode fiir die
klinische Routine ist. Bis jetzt wurde nur die Schmeckqualitét sauer (Zitronensdure) benutzt.

> Andere Studien sind erforderlich um die anderen Schmeckqualititen zu etablieren.
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MRT
Anhand der funktionellen Magnetresonanztomographie (fMRT) konnen die neuralen Prozesse
der Geschmackswahrnehmung und auch der Geschmacksintensitit veranschaulicht werden.
Bisher wurden zwei Studien vertffentlicht, die die Geschmacksintensitit nach der Stimulation
mit siiB oder bitter”> sowie nach der Stimulation mit siif oder salzig™® zeigten. Bei der
Differenzierung der siilen und bitteren Geschmackintensitét sind verschiedene Hirnregionen
involviert (das Kleinhirn, das Putamen, der Pons, die Amygdala und die mittlere Insula) .>
Spetter et al. berichteten auch iiber dhnliche Ergebnisse.’® Sie fanden heraus, dass die
Geschmacksintensitét in der mittleren Insula reprasentiert wird. Aktivititen in der Amygdala
wurden nur bei salziger Stimulierung gefunden. Bislang wurde die fMRT nur fir

wissenschaftliche Zwecke verwendet.

1.3.6 Methoden zur In-vivo-Darstellung des peripheren Schmeckorgans
Kontaktendoskopie

Zur direkten Untersuchung der Geschmackspapillen kann die Kontaktendoskopie verwendet

werden. Damit kann eine 60- bis 150-fache VergroBerung erzielt werden. Nach Anférben des

Zungenepithels mit Methylenblau wird die Endoskopoptik direkt auf die Zunge aufgesetzt.

Just et al zeigten, dass es bei Patienten nach Durchtrennung der Chorda tympani ipsilateral

weniger und flachere fungiforme Papillen als auf der Gegenseite gibt.”’ Allerdings steht

zurzeit dieses Verfahren nur in wenigen Einrichtungen zur Verfligung.

Digital-konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM)”®

Im Rahmen dieser Dissertation wird ein neues Testverfahren zur Erfassung morphologischer
Verdnderung der fungiformen Papillen bzw. Schmeckknospen als eine Alternative zur
Untersuchung von Biopsien59 vorgestellt. Diese Methode ermdglicht die Untersuchung der
fPap und der SK in vivo ohne Anfédrben der Zungenoberfliche mit Methylenblau. Damit kann
eine 800-fache Gesamtvergroflerung erzielt werden. Subepitheliale Gefdlle konnen ebenfalls
in Echtzeit dargestellt werden.

Es wurde mit dieser Methode belegt, dass das Muster der Volumenédnderung der SK bei den
untersuchten Patienten mit Schmeckstérung auf der betroffenen Seite verdndert war.®® Zur

Zeit liegen aber noch keine Normdaten vor.
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1.4 Therapie

Klar therapeutische Richtlinien existieren nicht fiir Schmeckstérungen. Es gibt relativ wenige
Moglichkeiten diese zu behandeln. Da die therapeutischen Behandlungsmoglichkeiten
begrenzt sind, sollte die Therapie bei den Ursachen fiir die Schmeckstérung ansetzen. Des
Ofteren werden qualitative Schmeckstérungen im Zusammenhang mit Mitteln zur
Mundhygiene® bzw. einer Arzneimitteleinnahme beobachtet. In einigen Fillen kann durch
das Absetzen des Arzneimittels bzw. das Umsetzen auf ein anderes Medikament oder durch
Anderung der Dosierung eine Besserung eintreten.’” Es muss beriicksichtigt werden, dass
diese Schmeckstorungen iiber Monate nach dem Absetzen des Medikamentes bestehen
bleiben konnten.

Die hiufigsten Schmeckstdrungen sind qualitativer Art. Die idiopathische Parageusie bzw.
Phantogeusie konnen nicht behandelt werden. Sie bilden sich in ca. 2/3 der Féllen in etwa 10
Monate wieder zuriick.” Hiufig wird die Behandlung mit Zink durchgefiihrt®®, obwohl die
Wirksamkeit umstritten ist®. Neuere, doppelt-blind durchgefiihrte Untersuchungen zeigten,
das Zink (z.B. 140 mg Zinkgluconat pro Tag entsprechend 20 mg elementarem Zink pro Tag
fiir 4 Monate) bei idiopathischen Dysgeusien eine Besserung der Symptomatik bewirkt.®

Bei besonders stark entwickeltem Leidensdruck wird u.a. auch versucht, die Mundhohle mit
2%-iger Lidocainldsung zu spiilen, in die Mundhohle 1 - 5 Spriihstoe 10 %-igen Lidocains
zu applizieren oder ein 2 %e-iges Lidocaingel auf die Zunge aufzutragen. Wenn Linderung
versplirt wird, kann der kooperative Patient nach Anleitung diese PalliativmaBBnahme
eigenverantwortlich durchfithren®”*. Patienten mit qualitativen Schmeckstérungen profitieren
am ehesten von einer Therapie, wenn die Ursache der Schmeckstorung periodontal, paranasal,

ein Vitamin B12-Defizit, eine bakterielle oder Pilzinfektion ist®.

Quantitative  Schmeckstérungen infolge einer Hypothyreose konnen sich nach
Thyroxinsubstitutionen bessern 2°. Bei ernihrungsbedingten Schmeckstérungen liegen die
Ursachen hdufig in Defiziten, die sich durch eine Erginzungsnahrung bzw. durch das
Verlassen einer zu einseitigen Didt beheben lassen. Bei medikamentds induzierten
Zinkmangelzustinden (z.B. Medikamente mit einer Sulfhydrylgruppe wie u.a. Penicillamin,
Captopril, Methamizol) kann eine Zink-, zuweilen auch eine Selensubstitution die

69,70

Schmeckproblematik bessern””'". Bei Infektionen und Entziindungen der Mundschleimhaut

und der Umgebung der Schmecknerven konnen Antibiotika oder antiinflammatorische
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Medikamente quantitative und qualitative Schmeckstérungen therapieren. Radiogene
Schmeckstorungen bessern sich meist iliber die Zeit. Héufig sind sie mit einer
bestrahlungsinduzierten ~Mundtrockenheit und mit Mundbrennen assoziiert. Eine
symptomatische Therapie mit Sialagoga oder mit kiinstlichem Speichel kann den
Beschwerdekomplex zusammen mit den Schmeckstérungen giinstig beeinflussen, Gabapentin

scheint bei Mundbrennen nicht wirksam zu sein’".

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Bisher konnten Volumenverianderungen der fungiformen Papillen und deren Schmeckknospen
nur nach vorheriger Biopsie untersucht werden. Die vorliegende Dissertation dient der
Gewinnung und Interpretation verldsslicher Daten zur In-vivo-Volumenverdnderung der
fungiformen Papillen und deren SK unter Verwendung eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops.

Zunichst soll mit einer Machbarkeitsstudie Uberpriift werden, ob die Methode zur
Volumenbestimmung praktikabel ist. AuBBerdem soll ein geeignetes Zeitintervall fiir serielle
Untersuchungen bestimmt werden.

AnschlieBend soll die Hauptstudie an gesunden Probanden durchgefiihrt werden, um den
Verlauf der Volumenverinderungen der SK {iber einen ldngeren Zeitraum zu erfassen. Als
Kontrollproband wird ein Patient mit Schmeckstérungen herangezogen.

Ziel dieser Untersuchungen ist es zu kldren, ob die vorhandenen Stérungen Auswirkungen auf

das Volumen der SK haben.
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2 Material und Methoden

Zur Volumenbestimmung der Schmeckknospen (SK) wurden nach einer Machbarkeitsstudie
gesunde Probanden untersucht. Im Vergleich wurde ein Patient mit Schmeckstorung
herangezogen.

Die Patienten und Probanden wurden iiber den Zweck der Studie aufgeklért. Die Teilnahme
war freiwillig und konnte zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe von Griinden beendet werden.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission Mecklenburg-Vorpommern
genehmigt. Die Grundsitze der Deklaration von Helsinki zur biomedizinischen Forschung

unter Einbeziehung von menschlichen Versuchspersonen sind beachtet worden.

2.1 Methoden zur Bestimmung des Schmeckvermégens

2.1.1 Chemischer Schmecktest (CST) mit wassrigen Testlésungen**?

Das Schmeckvermdgen jedes Probanden wurde vor Beginn der konfokalmikroskopischen
Untersuchungen getestet. Verwendet wurde ein von der ArGe ,,Olkfaktologie und Gustologie*
eingefiihrter Test zur Bestimmung der gustatorischen Sensibilitit.”

Dafiir wurden wissrige Losungen aus Rohrzucker (1%, 10%, 40% und gesittigte Losung),
Zitronensédure (1%, 5%, 10% und 15%), Kochsalz (2,5%, 7,5%, 15% und gesittigte Losung)
sowie Chininsulfat (0,02%, 0,05%, 0,1% und 1%) verwendet. Vor der Applikation jeder
Testsubstanz auf der Zunge konnte der Proband/Patient bei Bedarf den Mund mit destilliertem
Wasser ausspiilen. Danach wurde mit einem Glasstab ein Tropfen der entsprechenden
Schmeckldsung bei herausgestreckter Zunge auf das entsprechende Zungenareal gegeben.
Entgegen den 1980 gegebenen Empfehlungen zur Auswertung wurde nicht der
Schmeckverlust””, sondern der Testwert fiir jede Seite und fiir jede Schmeckqualitit ermittelt.
Fiir jede Zungenseite konnte ein Maximalwert von 16 erreicht werden. Aus den Teilwerten
der rechten und der linken Seite konnte dann der Gesamtscore errechnet werden
(Maximalwert 32).

Die Ergebnisse der chemischen Schmecktestung wurden mit alters- und
geschlechtsabhingigen Normwerten verglichen.”® Somit konnte beurteilt werden, ob

altersentsprechend geschmeckt wurde.
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2.1.2 Elektrogustometrie

Die lokalen Empfindungsschwellen an der Zungenspitze und am Zungenrand beider Seiten
wurden mit dem Elektrogustometer (,,Halle I1“; Haberland, Halle, Germany) ermittelt. Dieses
Gerit wurde auf eine dBg-Skala (gustatorische Dezibel) zwischen 6 und 40 dBg (6 entspricht
1,5 pA, 0 dBg und 40 dBg entsprechen 3 bzw. 300 pA) geeicht und erfasst. Als Applikator
fiir den Gleichstrom diente eine bipolare Auflegelektrode mit einem Durchmesser von ca. 1
cm. Die Elektrode wurde an zwei Bereichen der vorderen Zunge platziert, Zungenspitze und
Zungenrand.

Bei gesunden Probanden induziert die elektrische Stimulation der Zunge typischerweise einen
metallischen Geschmack. Eine forced-choice und aszendierende Schwellenmethode wurde
angewendet, bis der Proband den Stimulus wahrgenommen hatte. Die nachfolgenden um je 2
dBg hoheren Reize mussten richtig erkannt werden. Die Ergebnisse der Testung wurden in
ein Gustogramm eingetragen’”.

Altersabhéngige Normwerte existieren fiir dieses Verfahren nicht. Als pathologisch wurde ein

Seitenunterschied (Zungenspitze und Zungenrand) von 6 dBg gewertet.

2.2 Testpersonen

2.2.1 Proband der Machbarkeitsstudie

Folgende Einschlusskriterien waren fiir die Teilnahme an der Untersuchung zu erfiillen: Die
Probanden mussten zwischen 20 und 50 Jahre alt sein. Es musste sich um gesunde Probanden
handeln, die {iber ein normales altersentsprechendes Schmeckvermogen verfligten und keine
Seitendifferenz in der Elektrogustometrie aufwiesen.

Ausschlusskriterien waren folgende: Der tdgliche Genuss von scharfen Speisen und die
Einnahme von Medikamenten und Drogen, die das Schmeckvermdgen vermindern kdnnen.
AuBlerdem zdhlten Krankheiten, die zu einer signifikanten Verminderung des
Schmeckvermodgens fithren konnen, zu den Ausschlusskriterien. Dazu gehoéren orale
Infektionen sowie Weisheitszahn- oder Mittelohroperation.

Im Rahmen dieser Studie wurden alle SK (n=10) von zwei fPap eines 23-jdhrigen Probanden
tiber einen Zeitraum von 9 Tagen untersucht. Dieser Proband verfligte iiber ein

altersentsprechendes Schmeckvermdgen.
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Abb. 2 Skizze der Zunge mit eingezeichneten fPap (n =2), die iiber einen Zeitraum von 9 Tagen
taglich untersucht wurden.

2.2.2 Gesunde Probanden

Nach der Machbarkeitsstudie wurden 43 SK in 11 fPap von fiinf gesunden Probanden
untersucht, zwei Frauen und drei Minner im Alter von 23 bis 38 Jahren. Das
Durchschnittsalter der Probanden betrug 26,4 + 6 Jahre.

Die Probanden verfiigten {iber ein altersentsprechendes Schmeckvermogen. Getestet wurde
das Schmeckvermogen mit einem chemischen Schmecktest mit wissrigen Testlsungen’®. Fiir
die 10-wdchige Studie wurden zwei von diesen fiinf Probanden ausgesucht. Es wurden 4 fPap

mit 18 SK untersucht.
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Abb. 3 Abbildung der Zunge mit dargestellten fPap (n=4) beider Probanden, die iiber 10

Wochen untersucht wurden.

2.2.3 Patienten

Ziel der Untersuchung war es, darzustellen, ob und wie sich das Volumen von

Schmeckknospen infolge von Schmeckstorungen iiber eine bestimmte Zeit dndert.

Patient mit Schmeckstorung

Ein 62-jdhriger Patient mit einem primédren Burning Mouth Syndrom (BMS) wurde
untersucht. Im Rahmen der Abkldrung des besonders an der Zungenspitze und am
Zungenrand bestehenden Zungenbrennens erfolgte die Testung der gustatorischen und
olfaktorischen Sensibilitdt in der Univ.-HNO-Klinik Rostock. Der Patient beklagte seit dem
Auftreten des Brennens der Zunge zudem iiber eine Schmeckminderung sowie iiber ein

verandertes Schmeckwahrnehmen.

24



Die Testung des Riechvermdgens erfolgte mit den Riechstiften. Der Patient erreichte einen
SDI-Wert (Summenwert der Schwellen-, Diskriminations- und Identifikationstestung mit
,»Sniffin’ Sticks®) von 35,5 (Butanolschwelle 7,5; Diskrimination 15 und Identifikation 13).
Dieser SDI-Wert entsprach der altersentsprechenden Norm. "

Die Untersuchungen wurden wochentlich iiber einen Zeitraum von 8 Wochen durchgefiihrt.
Pro Zungenseite wurden 2 fPap untersucht, die insgesamt 16 SK enthalten (jeweils eine fPap

auf jeder Zungenseite mit 3 SK und eine fPap mit 5 SK).

tPap; (A-C)

fPapy (A-E)

Abb. 4 Skizze der Zunge mit den eingezeichneten und abgebildeten vier fPap mit 16 SK bei
einem Patienten mit primiren BMS und konsekutiver Schmeckstérung.
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2.3 Optisches Instrumentarium

Zur Volumenbestimmung der Schmeckknospen kam ein digital-konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop (LSM) zum Einsatz, das aus einer Kombination vom Heidelberg Retina
Tomographen HRT II und dem Rostock Cornea Modul besteht. Dieses ermdglicht einen
computergesteuerten, externen, hydraulischen z-Scan, automatische Patientendaten- und
Bildaufzeichnungen sowie eine 3D-Rekonstruktion der Papillenstrukturen. Der Proband hatte
zur Fixierung seine Zunge durch eine Plexiglasscheibe zu stecken. Wihrend der
Untersuchung wurde der druckfreie Kontakt mit der Zunge durch eine Kamera iiberwacht.
Der Abstand zwischen der Zunge und dem Mikroskop wurde stabil gehalten durch die
Verwendung eines desinfizierbaren Kontaktelements mit einer 0.5 mm dicken Polymethyl-
Methacrylat-Oberfliche (Tomocap®, Heidelberg Engineering GmbH). Dies und das
Einsetzen von Kontaktgel (Visidic®, Dr. Mann Pharma, Berlin, Germany) diente der
Vermeidung starker Reflektionen. Durch Verwendung eines Wasserimmersionsobjektivs
(Zeiss x 63/0.95 W, 670 nm, /0, Jena, Germany) und Kontaktgel konnte eine Auflésung von
0.430 um "7 und bis 800fache GesamtvergroBerung erreicht werden. Die Tiefe der Auflsung
im LSM wurde festgelegt als Funktion der numerischen Blende, der GroBe der
Detektorblende, und des verfiigbaren Angebots an Licht. Die GroBe des Bildfeldes betrug 400
pm x 400 pm.

Abb. 5 Proband mit durch die Plexisglasscheibe herausgesteckter Zunge; (1) parabole
Plexiglasscheibe; (2) Das Kontaktelement. (mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. T.
Just, Rostock)
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2.4 Untersuchungsablauf

Zu Beginn der Untersuchung wurde der Proband gebeten, sich vor das konfokale
Lasermikroskop zu setzen und seine Zunge durch eine Plexiglasscheibe zu stecken. Die
Plexiglasscheibe diente dazu, die Zungenbeweglichkeit zu reduzieren. Dies ermdglichte, die
Zungenoberfldche mit den fPap und deren SK bewegungsarm auf dem Monitor darzustellen
und zu scannen.

AnschlieBend wurden charakteristische fPap fiir die Untersuchung ausgewihlt. Wichtig waren
hierfiir eine charakteristische Form und/oder eine charakteristische Anordnung der SK. FPap

mit diesen Eigenschaften wurden dann als Referenzpapillen dezidiert.

Abb. 6 Referenzpapille mit einer schmetterlingsformigen Gestalt.

Um das erneute Suchen der Referenzpapillen zu erleichtern und eine Verwechslung
auszuschlieen, wurden auch die benachbarten fPap mithilfe eines Oberflachenscans digital
aufgezeichnet.

Nach dieser Vorbereitung wurden die Referenzpapillen seriell untersucht. Dabei wurden

Volumenscans der einzelnen Papillen durchgefiihrt, wobei die Startebene vor Beginn des
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automatischen internen z-Scans manuell eingestellt werden konnte. Diese Scans konnen als
Bilderserien oder Videosequenzen gespeichert werden. Diese bestehen aus 30 2D-Bilder mit
einer Tiefenreichweite von 80 um. Die Zeit fiir einen kompletten Volumenscan betragt 6
Sekunden. Jeder einzelne Abschnitt wird in 0.024 Sekunden aufgenommen.

Mittels dieser Volumenscans wurde fiir die spédtere Volumenberechnung der Durchmesser und
die Hohe der SK ermittelt, auBerdem wurden Durchmesser des Porus und der fPap erfasst.
Der Scanvorgang wurde an jedem Untersuchungstag bei jeder Referenzpapille insgesamt
fiinfmal wiederholt, wobei der Proband seine Zunge fiir jeden Scan neu ansetzen musste.
Abweichungen bei den Aufnahmen, erzeugt durch sich verdndernden Druck der Zunge gegen
das Kontaktelement und den Aufnahmewinkel bei jedem Ansetzen, wurden so ausgeglichen.
Die gesamte Untersuchung der fPap jedes Probanden erfolgte innerhalb von zwei Stunden.
Nach der neuntigigen Machbarkeitsstudie wurde der Untersuchungsablauf so auch fiir die
Hauptstudie an der Gruppe der gesunden Probanden und an den beiden Kontrollgruppen

ubernommen.

2.5 Volumenbestimmung

Fiir die 3D-Rekonstruktion und Volumenbestimmung der SK wurde das Programm Amira®
(Visage Imaging, San Diego, California, USA) verwendet.

Zuerst wurden die Volumenscans, die als Bilderserien (Videosequenzen) gespeichert wurden,
im Programm Amira geladen. Es wurden die drei Ebenen der fPap (xy,xz,yz) eingestellt.
AnschlieBend erfolgte die Volumenbestimmung durch zwei Methoden.

Bei der ersten Methode wurde der maximale Durchmesser der SK in der xy-Ebene gesucht
und mittels eines Cursors markiert. Das Programm ermittelte dann den Durchmesser in pm-
Angaben. In der gleichen Weise wurde die Hohe der SK in der xz- bzw. yz-Ebene bestimmt.
Die Hohe der SK ist definiert als der Abstand zwischen dem Porus der SK an der Oberfldche
und dem GefédBscheitel in der Tiefe. (Siehe Abb. 7)

Aus diesen beiden Parametern wurde das Volumen einzelner SK berechnet™. Dafiir wurde die
Volumenformel eines Zylinders verwendet: Volumen einer SK = = x r* x W/10° (mm’).

Zusitzlich wurde der Durchmesser der fPap und des Porus ermittelt.
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Abb. 7 Fungiforme Papille mit T-formiger Anordnung der SK. Auf dem oberen Bild ist der
maximale Durchmesser einer SK dargestellt, wobei auf dem unterem Bild deren Hohe zu
sehen ist.

Diese Methode beriicksichtigte die realen Ausmafle der SK nicht, da man von einer
zylindrischen Form der SK ausging. Dadurch sind systematische Fehler entstanden.
Demzufolge wurde eine zweite Methode fiir die genauere Volumenbestimmung verwendet.
Hierbei wurde auf jeder Schicht der xy-Ebene, vom SK-Porus bis zum Gefédlscheitel, die
Flache der SK markiert. Dieser Vorgang wurde bei allen SK einer fPap mit unterschiedlichen
Farben (Siehe unten, Abb.8) durchgefiihrt. AnschlieBend ermittelte das Programm durch
automatisches Addieren aller Fliachen einzelner SK in der xy-Ebene das Volumen der SK.

Alternativ konnte man bei der zweiten Methode nur die Fldche der SK auf der obersten und

untersten Schicht in der xy-Ebene markieren. Die Software berechnete dann die Flachen
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einzelner SK fiir die dazwischen liegenden Schichten automatisch. Manuelle Korrektur der
markierten Flachen ist moglich.
Aufschluss iiber die Anwendbarkeit beider Auswertungsverfahren sollten vergleichende

statistische Untersuchungen liefern.

2 Amira - Untitied MEIR
B I I S S T —— e
). A

SO REE e

jaterialStatistics EEx

Camat Yolune | CenterI | CenterV | CemterZ

S44B370 | B124799.5 | 2004454 | 202.3486 | 24.7933
21537 32116.7 | 75.9663 | 60.5405 | 32.8800
0277 451501 | 390943 | 133.3788 | 33.9185
19219 28660.0 | B6.8760 | 140.099% | 33.3564
26396 333626 | 3319135 | 44.925% | 374597
18293 272792 | 337.3243 | 100.9327 | 36.2816
11588 172804 | 309.9947 | 137.8926 | 35.2852
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Abb. 8 Ein Screenshot des Programms Amira mit einer in allen 3 Ebenen dargestellten
Referenzpapille. Die 6 SK sind mit unterschiedlichen Farben markiert (oben rechts, A-
F). Die Volumina der SK sind in der Tabelle dargestellt (oben rechts).

2.6 Statistische Auswertung

Um die Ergebnisse der beiden Methoden der Volumenberechnung zu vergleichen, wurde eine
Korrelationsanalyse mit Hilfe der Pearson-Statistik durchgefiihrt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit (alpha-level) wurde dabei auf 0.05 gesetzt.

Das Programm SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) wurde fiir die statistische
Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse benutzt.

30



3 Ergebnisse

3.1 Proband der Machbarkeitsstudie

Zwei Referenzpapillen eines 23-jdhrigen Probanden wurden iiber 9 Tage untersucht (Abb. 9
und 11). Die Ergebnisse der ersten Referenzpapille (schmetterlingsférmige fPap, synonym
Butterfly fPap bzw. B-fPap) mit 6 SK (Abb. 9) sind in Abbildung 10 dargestellt.

et

Abb. 9 Eine konfokale Laser-Scaning-Mikrophotographie der B-fPap mit 6 sichtbaren SK-
Poren (gekennzeichnet ,A’ bis ,F’) auf ihrer Oberfliche (400 x 400 pm)

Der Durchmesser der gesamten B-fPap betrug 463 pm. Der mittlere Durchmesser der 6 SK-
Poren an der Oberfliche der Papille (gekennzeichnet ,A’ bis ,F’) lag bei 14.4, 13.7, 14.2,
14.8, 14.3 bzw. 14.4 um.

In Abbildung 10 sind die Volumina der SK A bis F (Mittelwerte der Messungen iiber 9 Tage)
dargestellt. Die Abweichung des Volumens der SK innerhalb des 9-tigigen Zeitraums erwies

sich als gering. Daraus konnte fiir die weiteren Messungen geschlussfolgert werden, dass es
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ausreicht, einmal wochentlich zu untersuchen, um eventuelle Volumenverdnderungen zu

erfassen.

S0 O =
40 000 - ¥
X
30 000 [] I
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Wolumen der SK (um?)
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- . 1 1 ¥ x
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Sk

Abb. 10 Das durchschnittliche Volumen (£1 SE) der 6 SK (,A’ bis ,F’) der B-fPap, berechnet
nach den Messungen der 9-tigigen Pilotuntersuchung.

Die zweite Referenzpapille mit 4 SK ist die T-fPap (Abb. 11). Der durchschnittliche
Durchmesser dieser fPap und ihrer SK-Poren (gekennzeichnet ,A’ bis ,D’) betrug 434, 14.4,
16.4,14.2 und 13.7 pm.
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Abb. 11 Eine konfokale Laser-Scanning-Mikrophotographie einer T-fPap mit 4 sichtbaren SK-
Poren (gekennzeichnet ,A’ bis ,D’) auf ihrer Oberfliche (400 x 400 pm)

Weiterhin ist die Standardabweichung bei allen 4 SK dieser fPap im Vergleich mit der
Standardabweichung der SK von B-fPap geringfiigig erhoht (Abb. 12).
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Abb. 12 Das durchschnittliche Volumen (1 SE) der 4 SK (,A’ bis ,D’) der T-fPap, berechnet
nach den Messungen der 9-tiigigen Pilotuntersuchungen.
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3.2 Gesunde Probanden

Die Abbildungen 13 und 14 zeigen konfokale Laser-Scanning-Mikrophotographien der fPap
des zweiten Probanden, welche zusétzlich zu den oben genannten fPap des ersten Probanden
(vgl. Abb. 9 und 11) tiber 10 Wochen untersucht worden sind (Abb. 13: fPap mit einer x-
formigen Anordnung der 5 SK (X-fPap), Abb. 14: Embryoférmigen fPap (E-fPap) mit 3 SK).

Abb. 13 Eine konfokale Laser-Scaning-Mikrophotographie der X-fPap mit 5 sichtbaren SK-
Poren (gekennzeichnet ,A’ bis ,E’) auf ihrer Oberfléiche (400 x 400 pm)
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Abb. 14 Eine konfokale Laser-Scaning-Mikrophotographie der E-fPap mit 3 sichtbaren SK-
Poren (gekennzeichnet ,A’ bis ,C’) auf ihrer Oberfliche (400 x 400 pm)

Die Ergebnisse der 10-wochigen Untersuchung, welche an den vier fPap der beiden gesunden
Probanden durchgefiihrt wurde, zeigten, dass die untersuchten vier fPap einen Durchmesser
von 230-480 um hatten (Tabelle 1). Bei den SK wurde einen Durchmesser von 21.8-64.7 um
und eine Hohe von 33.1-50.5 um gemessen. Die Durchmesser der SK-Poren zeigten hohe
Schwankungen bezogen auf die verschiedenen Messungen, sowohl bei ein und derselben SK

als auch bei unterschiedlichen SK.
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Tabelle 1

Mittlerer Durchmesser der 4 fPap iiber einen Zeitraum von 10 Wochen

Woche
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B fPap
T fPap
X fPap
E fPap

459,86 371,07 456,75 417,70 430,88 409,28 453,95 392,48 447,66 439,79
427,63 422,03 398,05 359,90 422,41 391,29 462,28 387,24 479,95 474,87
287,71 374,33 253,74 293,36 322,41 323,28 428,08 311,72 424,62 341,36
239,74 256,30 253,74 248,00 264,43 250,71 270,57 235,62 328,41 270,48

Die zeitliche Entwicklung des SK-Volumens iiber 10 Wochen bei den vier fPap ist in den

Abbildungen 15, 16, 17 und 18 dargestellt.

Abb. 15

Butterfly fPap
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Das durchschnittliche Volumen (+1 SE) der 6 SK (,A’ bis ,F’) der B-fPap, berechnet

nach den Messungen, die einmal pro Woche iiber 10 Wochen gemacht wurden.
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Abb. 16

Abb. 17
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Das durchschnittliche Volumen (£1 SE) der 4 SK (A’ bis ,D’) der T-fPap, berechnet
nach den Messungen, die einmal pro Woche iiber 10 Wochen gemacht wurden.
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Das durchschnittliche Volumen (x1SE) der 5 SK (A’ bis ,E’) der X-fPap, berechnet nach
den Messungen, die einmal pro Woche iiber 10 Wochen gemacht wurden.
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E fPap
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Abb. 18 Das durchschnittliche Volumen (£1 SE) der 3 SK (A’ bis ,C’) der E-fPap, berechnet
nach den Messungen, die einmal pro Woche iiber 10 Wochen gemacht wurden.

Die Abbildungen 15, 16, 17 und 18 zeigen, dass sich die Volumina aller SK in jeder fPap iliber
10 Wochen unterschiedlich @nderten. Das Intervall zwischen zwei Volumenmaxima variiert
bei den untersuchten fPap und betrdgt im Durchschnitt zwischen 3 und 5 Wochen. Der
hauptsichliche Grund der Volumenverdanderung der SK in jeder fPap ist eher die Verdnderung
des Durchmessers der SK als die der Hohe der SK.

Auflerdem war die groBe Abweichung vom mittleren Volumen der SK der E-fPap in der
fiinften und sechsten Woche (Abb. 18) und der T-fPap in der siebten und achten Woche (Abb.
16) sehr auffillig, die durch eine Vergroferung einer einzelnen SK und anschlieendes
Verschwinden derselben SK verursacht wurde. Dieses Phinomen wurde zweimal innerhalb

der 10 Wochen in allen 4 fPap beobachtet.

Abbildung 19 ldsst dieses Phdnomen erkennen und als weiteres Phinomen das Auftreten

neuer SK bei der T-fPap.
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1. Woche 2. Woche 3. Woche

Abb. 19 Skizze der phinomenologischen Verinderungen der T-fPap. Auf der linken Abbildung
ist der Ausgangszustand der T-fPap dargestellt; auf der mittleren Abbildung ist die
Vergrioflerung der SK und das Auftreten einer neuen SK zu sehen; die rechte Abbildung
zeigt das Verschwinden derselben SK.

Abbildung 20 stellt noch einmal das Auftreten neuer SK und die Formverinderung der E-fPap

als drittes Phinomen dar.

Drei konfokale Laser-Scaning-Mikrophotographien der E-fPap. Links: Ausgangsform;
mitte und rechts: zwei Variationen der Formverinderung der E-fPap

Eine Korrelationsanalyse zwischen Durchmesser der fPap und Volumen der SK wurde im
Anschluss durchgefiihrt, um die Frage zu beantworten, ob es nicht ausreicht, nur die

Durchmesser der fPap anstelle der Volumina der SK zu messen.
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Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse der Korrelationsanalyse bei E-fPap. Es zeigte sich keine

Korrelation zwischen Durschmesser der fPap und Volumen der SK bis auf eine SK (SK Cg.

fpap T10= 0,851; P =0,002)
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Abb. 21 Ergebnisse der Korrelationsanalysen zwischen Volumen der SK C der E-fPap und

Durchmesser der E-fPap. Hier korroliert das Volumen der SK C mit dem Volumen der
E-fPap
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3.3 Patient mit Schmeckstérung

Im Folgenden wird das mittlere Volumen aller Schmeckknospen der 4 fPap des 62jéhrigen
Patienten mit einem primdren Burning Mouth Syndrom {iber einen Zeitraum von 8 Wochen

separat dargestellt.

Fungiforme Papille 1 (3 Schmeckknospen)

0o~
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SKA SKB SKC
SK/ Zeit (Wochen)

Abb. 22 Volumen (+ 1 SE) der 3 Schmeckknospen (A-C) der fPap 1 separat (linke Zungenseite).
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Fungiforme Papille 1 (3 Schmeckknospen)
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Abb. 23 Mittleres Volumen (£ 1 SE) der 3 Schmeckknospen (A-C) der fPap 1 (linke Zungenseite).

Die Abbildungen 22 und 23 der fPap 1 fiir jede SK separat zeigen, dass sich das Volumen
jeder SK der fPap 1 im Zeitraum von 8 Wochen dndert und dass Volumenmaxima in der 2.
und 5. Woche erkennbar sind. Durch Mittelung der Volumina aller SK der fPap 1 bleibt dieser
Effekt bestehen.

Die Abbildungen 24 und 25 lassen die Volumeninderung der SK der fPap 2 des Patienten

erkennen.

43



Mittleres Volumen der Schmeckknospen [pm3]

Abb. 24

Fungiforme Papille 2 (5 Schmeckknospen)
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Volumen (£ 1 SE) der 5 Schmeckknospen (A-E) der fPap 2 separat (linke Zungenseite).
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Fungiforme Papille 2 (5 Schmeckknospen)
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Abb. 25 Mittleres Volumen (£ 1 SE) der 5 Schmeckknospen (A-E) der fPap 2 (linke Zungenseite).

Die Abbildungen 26 und 27 stellen die Volumenédnderung der 3 SK (A-C) der 3. fPap (rechte
Zungenseite) dar. Hier erwies sich, dass sich in der 6. und 8. Woche in der gesamten fPap

keine Schmeckknospen darstellen.
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Fungiforme

Funiforme Papille 3 (3 Schmeckknospen)
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Abb. 26 Volumen (% 1 SE) der 3 Schmeckknospen (A-C) der fPap 3 separat (rechte Zungenseite).
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Fungiforme Papille 3 (3 Schmeckknospen)
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Abb. 27 Mittleres Volumen (= 1 SE) der 3 Schmeckknospen (A-C) der fPap 3 (rechte
Zungenseite).

Der zeitliche Verlauf der Volumenédnderung der SK der fPap 4 ergab ganz &hnliche
Ergebnisse (Abb. 28 und 29). Auch hier lieBen sich wie bei fPap 3 in der 6. und 8. Woche
keine SK darstellen.
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Mittleres Volumen der Schmeckknospen [pm3]

Abb. 28

Fungiforme Papille 4 (5 Schmeckknospen)
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Volumen (+ 1 SE) der 5 Schmeckknospen (A-E) der fPap 4 separat (rechte Zungenseite).
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Fungiforme Papille 4 (5 Schmeckknospen)
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Abb. 29 Mittleres Volumen (= 1 SE) der 5 Schmeckknospen (A-E) der fPap 4 (rechte
Zungenseite).

Die Darstellung 30A ldsst die Tatsache auller Acht, dass sich auf der rechten Zungenseite in

beiden fPap keine der 8 SK in der 6. und 8. Woche darstellen lieBBen.
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Abb. 30 Mittleres Volumen (+ 1 SE) aller Schmeckknospen
A aller 4 fPap des Patienten mit BMS
B der linken fPap
C der rechten fPap
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Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen ergaben fiir beide Seiten eine signifikante negative

Korrelation zwischen den Ergebnissen der Elektrogustometrie und den Volumina der SK

(linke Seite: r16=-0,814; p = 0,014; rechte Seite r16=-0,765; p = 0,027).

Abb. 31
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Ergebnisse der Korrelationsanalysen zwischen den Ergebnissen der Elektrogustometrie
(EGM) und den Volumina der Schmeckknospen separat fiir die linke und rechte Seite.
Auf beiden Seiten Kkorrelieren die EGM-Ergebnisse und die Volumina der
Schmecknospen (jeweils P< 0,05).
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, mit dem digital-konfokalen LSM das periphere
Schmeckorgan darzustellen, die Morphologie der SK in vivo zu untersuchen,
Volumenédnderungen der SK innerhalb eines definierten Zeitraums zu erfassen und diese

Ergebnisse mit der gustatorischen Sensibilitét zu korrelieren.

Die Morphologie der SK fungiformer Papillen konnte bis jetzt nur mittels Biopsie einer
einzelnen fPap untersucht werden. Eine Technik zur Entnahme einzelner fPap zeigten
Spielman et al. in einer Videoaufnahme.” Sie beschrieben die fPap als runde pinkfarbene
Strukturen, die ca. 0,5 mm Durchmesser haben und SK besitzen. Die biopsierten fPap wurden
fiir verschiedene Zwecke verwendet, wie z.B. zur Gewinnung von lebensfdhigen SK-Zellen,
fiir die Immunhistochemie oder zur Identifikation von neuartigen geschmackspezifischen

Proteinen.

Wie sich die Morphologie von SK verdndert, ldsst sich nicht an jeder beliebigen fPap
bestimmen, denn nicht jede fPap besitzt SK. Tatsédchlich befinden sich in mehr als 50% der
menschlichen fPap keine SK. "™

Arvidson untersuchte z.B. anhand der Lichtmikroskopie 182 fPap mit insgesamt 262 SK, die
von 22 verstorbenen Menschen (Alter: 2 Tage — 90 Jahre) biopsiert wurden’. Es zeigte sich,
dass 63% der untersuchten fPap keine SK, 26% nur 1-3 SK und der Rest der fPap mindestens
4 oder mehr SK besitzen. In einer anderen Studie zeigten Arvidson et al., dass 56% der
untersuchten fPap keine SK, 24% nur 1-3 SK und 20% mindestens 4 oder mehr SK besitzen.*
Dabei wurden 110 fPap mit insgesamt 195 SK von 31 Freiwilligen untersucht. Fiir eine

effektive Untersuchung der SK kommt es also darauf an, moglichst keine fPap, die keine SK

besitzen, zu biopsieren.

Von Bedeutung fiir die Biopsie ist auch die Zungenregion, aus der die fPap entnommen
werden. Miller 1J untersuchte 10 Zungen von Ménnern, die im Alter von 22 — 80 Jahren
gestorben waren.®' Er untersuchte die Zungen auf Dichte ihrer fPap und deren SK. Es zeigte
sich eine durchschnittliche Dichte von 24,5 fPap/cm? bzw. 116,3 SK/cm? und 3,8 SK/fPap auf
der Zungenspitze. In der mittleren Zungenregion wurde eine durchschnittliche Dichte von 8,2

fPap/cm? bzw. 25,2 SK/cm? und 2,6 SK/fPap festgestellt.®' Biopsien aus der mittleren Region
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der Zunge miissen gegebenfalls mehrmals wiederholt werden, da die Wahrscheinlichkeit, eine
fPap mit SK zu treffen, relativ gering ist.

Die In-vivo-Mikroskopie anhand des konfokalen LSM ermdglicht die Untersuchungen der
fPap und deren SK direkt im Mund der lebenden Probanden und macht somit die Biopsie der
fPap tberfliissig. Mogliche Verdnderungen (Artefakte) der SK-Morphologie (z.B. Form und
Volumen) durch die Biopsie und die damit verbundene Unterbrechung der Versorgung der
fPap konnen somit vermieden werden. Mit der hier vorgestellten Untersuchung kann die
natlirliche biologische Variabilitit der SK-Volumenveridnderung bei gesunden Probanden und
bei Patienten mit Schmeckstérungen in vivo ermittelt werden.

Dabei stellen sich die folgenden Fragen: Wie verdndert sich das Volumen und die Anzahl der
fPap/SK mit der Zeit? Gibt es einen Zusammenhang zwischen Anzahl bzw. Dichte der SK
und der gustatorischen Sensibilitdit bei gesunden Probanden oder Patienten mit

Schmeckstorungen? Diesen Fragen wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit nachgegangen.

Zur Untersuchung der fPap kénnen neben der konfokalen LSM bei Menschen bzw. Tieren in

vivo aber auch andere Methoden verwendet werden. Diese sind vor allem die

84-86 57,87,88

Videomikroskopie und die Kontaktendoskopie

Im Folgenden werden diese drei Methoden fiir die Untersuchung der fPap/SK dargestellt.
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4.1 Methodenvergleich

4.1.1 Digital-konfokale LSM

Die digital-konfokale LSM liefert quantitative Daten schnell und nichtinvasiv. Unter
Verwendung des digital-konfokalen LSM, bestechend aus einem Heidelberg Retina
Tomographen und dem Rostock Cornea Modul und spezieller Halterungen, gelingt es, dieses
Kontaktverfahren auch zur In-vivo-Diagnostik der fPap und deren SK einzusetzen. Diese
Methode wurde erstmalig von Just et al. zur Untersuchung der fPap, deren SK und der
subepithelialen GefiBen in vivo eingesetzt.*

Mit dem verwendeten digital-konfokalen LSM konnte eine Auflésung von 0.43 pm und eine

maximal 800fache Gesamtvergroferung erreicht werden.”’

Die konfokale LSM wurde 1957 von Minsky beschrieben und 1961 von ihm patentiert™.
Diese Methode wurde seit den 1980er Jahren zur In-vivo-Diagnostik, v.a. des Auges’ ™",
eingesetzt.

Cavanagh et al.”® ist es damals gelungen, die Strukturen des lebenden Auges bis zu den
zelluldren Details nichtinvasiv und in Echtzeit zu visualisieren.

Seitdem wurde diese Methode stéindig verbessert und etablierte sich im klinischen Alltag zur
Untersuchung vorderer Augenabschnitte, wie der Kornea, der Iris und der Konjunktiva95 103,
Auch in der Dermatologie hat die konfokale Abbildung ein groBles klinisches Potential

104-111

gezeigt , zB. um Follikulitis zu charakterisieren'”’ oder die histologische Grenze einer

proliferativen Hautldsion in vivo zu bestimmen'*®.

White et al.''> haben die Mukosa der Lippe von 6 Probanden anhand In-vivo-
Konfokalmikroskopie untersucht und mit ihren korrespondierenden histologischen Bildern
verglichen. Die Aufnahmen wurden in 50 pm, 98 pm und 220 pm Tiefe gemacht. Die
konfokalen Bilder korrelierten gut mit den herkdmmlichen histologischen Bildern, sowohl
qualitativ (visuelle Analyse) als auch quantitativ (Stereologie). Zellen mit deren Organellen
einschlieBlich der Kerne, zirkulierender Blutzellen und extrazelluldarer Matrix konnten mit der

konfokalen Mikroskopie gezeigt werden.
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In der Zahnheilkunde konnten Burmeister et al. unter Verwendung des digital-konfokalen
LSM die Oberflaichenbeschaffenheit und das Randschlussverhalten dentaler Materialen bzw.
Restaurationen sowie die Eigenschaften dentaler Komposita, metallischer und keramischer
Restaurationen in Verbindung mit dem Zahnschmelz beurteilen'".

Ferner konnten sie die Strukturen der oralen Mukosa bis zu einer Tiefe von 200 pum

untersuchen. Auch die Blutgeféf3e und Erythrozyten lieen sich in vivo darstellen.

In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde haben Just et al. dieses Mikroskop zur Untersuchung der
Zunge und des Kehlkopfs angewandt und neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet
gewonnen®"'*""7. Sie zeigten, dass fPap und filliforme Pap einfach und schnell mit dem
LSM identifiziert werden konnen. Das Epithel der Zunge mit seinen subzelluldren Strukturen
(bis zu einer Tiefe von 50 pm), zelluldren Strukturen (bis zu einer Tiefe von 150 um) und
subepithelialen Gefdlen (bis zu einer Tiefe von 300 pm) konnte untersucht werden. Sogar der
Blutfluss in den subepithelialen Gefdfen war sichtbar''*.

Just et al. haben weiterhin in Ex-vivo-Untersuchungen mit dem LSM den Kehlkopf
untersucht.''>''® Bei diesen vorliufigen ex-vivo Untersuchungen konnten sie das
Stimmlippenepithel, die Basalzellschicht und die Lamina propria mit der unterschiedlichen

Schichtung, den Reinke-Raum und dem Ligamentum vocale darstellen. Entziindungen,

Dysplasien und Karzinome lieBen sich zuverldssig vom gesunden Epithel unterscheiden.

Zur Abkldrung von Schmeckstérungen im klinischen Alltag ist die LSM aufgrund der
erforderlichen seriellen Untersuchungen und dem damit verbundenen Zeitaufwand nicht
geeignet. AuBerdem konnten anhand dieser Methode die Schmeckzellen der SK nicht
differenziert werden. Die 3D-Rekonstruktion der SK-Volumen ist weiterhin sehr

zeitaufwendig.
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4.1.2 Videomikroskopie vs. LSM

Die Videomikroskopie ist ein Verfahren, mit dem die Zungenoberfldche mit den fPap nicht
invasiv untersucht werden kann. SK selbst lassen sich anhand dieser Methode allerdings nicht
darstellen.

Bei der Videomikroskopie wird die Zunge mit 0,5% Methylenblau gefdrbt und danach die
fPap und die Poren mit dem Videomikroskop identifiziert ¢!
gefarbten Poren (Flecken) sind ein Indikator fiir die SK. Ob alle Methylenblau-Flecken auf

der Oberfldache der fPap tatsdchlich SK-Poren sind, ist zweifelhaft. Aulerdem verfiigen nicht

Die mit methylenblau-

alle fPap tiber SK. Verschiedene Studien zeigten, dass eine grof3e Variation im Vorhandensein
der SK in fPap besteht””**!'®!"® Die Anzahl der SK pro gustatorischer fPap variiert zwischen
0-512 SK/em? auf der Zungenspitze und von 0-86 SK/cm? in der mittleren Region der Zunge.
Eine fPap auf der Zungenspitze hat 0-22 SK und in der mittleren Region 0-9 SK'*°,
Kullaa-Mikkonen et al.* und Arvidson et al.” zeigten, dass ca. 55%-63% der fPap keine SK
aufweisen. Bei Cheng et al.'"” waren es 68% und bei Miller''® nur 13% ohne Poren.

Die Identifikation der mit Methylenblau gefarbten Flecken, die SK-Poren, auf der Oberfléche
der fPap kann mittels Videomikroskopie beim Vorliegen von anatomischen Formvariationen
der Zunge, wie z.B. Faltenzunge, Landkartenzunge oder Haarzunge Schwierigkeiten bereiten.
Einige Poren kénnen dann mit epithelialen Zellen verdeckt sein.*

Negoro et al. haben anhand der Videomikroskopie fPap von gesunden Probanden und
Probanden mit Schmeckstorungen untersucht und die Form mit der gustatorischen
Funktionsfahigkeit verglichen. Sie teilten die Form der fPap in 4 Typen ein und haben eine
modifizierte Klassifikation der fPap-Form erstellt.”” Bei den gesunden Probanden zeigten die
fPap eine eiférmige Gestalt ohne bzw. mit einer geringeren Zunahme der Oberflichendicke
(Typ 1 bzw. Typ 2). Bei den Probanden mit Schmeckstérungen zeigten die fPap eine flache
Gestalt mit einer dicken und irreguldren Oberfliche (Typ 3) bzw. eine konkave Oberfliche
mit einer bemerkenswert atrophischen Oberfliche (Typ 4). Fiir diesen Zweck ist die
Videomikroskopie gut geeignet, allerdings bei der Untersuchung der subepithelialen Gefdf3e
der fPap liefern die Kontaktendoskopie und LSM bessere Ergebnisse als die

87,114

Videomikroskopie . Weiterhin ist die Darstellung der SK bei der Videomikroskopie nicht

moglich.
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Im Gegensatz zum LSM kann mit dem Videomikroskop die Epitheldicke nicht gemessen
werden. Beim LSM ermdglicht der automatische Scan durch das Epithel der fPap bis zum

subepithelialen GefaBscheitel die Messung der Epitheldicke®’.

4.1.3 Kontaktendoskopie vs. LSM

Die Kontaktendoskopie kommt in der HNO-Heilkunde zum Einsatz, u.a. am Kehlkopf
wihrend der Mikrolaryngoskopie'*'™'*, in der Nase'** und in der Mundhéhle*®'?. Dieses
Verfahren hat sich allerdings im klinischen Alltag nicht durchgesetzt, da es keine
diagnostische Bedeutung mehr hat.

In der Mundhdhle kann nichtinvasiv in Kontakt-Verfahren die Morphologie der fungiformen
und filiformen Papillen, die subepithelialen PapillengefiBe und vereinzelt die
Geschmacksporen auf der Oberfliche in 60 — 150 facher Vergroferung dargestellt werden.
Das zeigten Just et al. im Rahmen ihrer Untersuchungen zur Quantifizierung der fPap
(fPap/cm?) und Beurteilung der Zungenepithelien. Laut Just et. al. wird das Gewebe durch den
undefinierten Druck auf das Oberflachenepithel komprimiert, was deutlich an der sistierenden
Blutzirkulation in den subepithelialen Papillengefdlen erkennbar ist. Weiterhin ist es durch
das aufgesetzte Kontaktendoskop nicht moglich, gezielte Probeentnahmen der fPap
durchzufiihren. **

Mit dem in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten digital-konfokalen LSM kann die
Kontaktstelle auf der Zunge per Video kontrolliert werden. Da das Kontaktelement der
Zungenoberfliache angelegt und nicht aufgepresst wird, sind die Verdnderungen des Epithels

zu vernachlissigen.”®™

Waihrend die Struktur der Gefid3e bei der Kontaktendoskopie ohne Féarbung untersucht werden
kann, bendtigt die Untersuchung der Morphologie und der oberen Schichten des Epithels und
der SK-Poren eine Farbung mit Methylenblau. Unter Verwendung der Kontaktendoskopie

konnen die SK-Poren und die SK nur unzureichend visualisiert werden.
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4.2 Anzahl der fPap/SK vs. Schmeckvermégen

Um eine Geschmacksqualitét richtig erkennen zu konnen, muss laut Bealer und Smith eine
einzelne Papille mit relativ starken Reizen stimuliert werden.'”® Jedoch bei geringeren
Konzentrationen sind mehrere Papillen daran beteiligt, um letztlich eine
Geschmackssensation auszulosen, da die Stimuluskonzentration unterhalb der Schwelle der
einzelnen Papille liegt.

Diese Erkenntnis kann nach Ansicht von Miller et al. erkldren, warum Probanden mit weniger
Papillen und weniger SK pro Papille Reize weniger intensiv wahrnehmen als Probanden mit
mehr Papillen und mehr SK in derselben Region.*

Smith et al. bewiesen bereits 1971, dass die Geschmacksintensitit bei konstanten
Stimuluskonzentrationen proportional zur Anzahl der fPap in einem bestimmten Zungenareal
ist.'”” AuBerdem ist diec Anzahl der Geschmacksqualititen, die durch Stimulation einer
einzelnen fPap hervorgerufen werden, groBer bei fPap mit mehreren SK.™

Eine verminderte Geschmacksintensitit bei Menschen ist auf genetische Faktoren'?®,

das Alter' ! und verschiedene Krankheiten'** zuriickzufiihren.

Das Riech- und Schmeckvermdgen dndert sich mit dem Alter. Seit langem ist die
altersbedingte Reduktion der chemosensorischen Funktionen bekannt.

Die Fihigkeit zu riechen wird als selbstverstandlich betrachtet, bis sie sich verschlechtert'*”.
Verschiedene Studien zeigten, dass unsere olfaktorische Funktion mit dem Alter abnimmt'**
7 Doty et al. zeigten, dass die Fahigkeit, Geriiche zu identifizieren, ihre Spitze zwischen
dem 20. und 40. Lebensjahr erreicht und danach gleichbleibend zu sinken beginnt. AuBerdem
ist der grofte Anteil der dlteren Personen anosmisch'**.

Hummel et al. berichteten dariiber, dass die funktionelle Anosmie bei 5-6% der
Gesamtbevolkerung zu finden ist. Auflerdem ist das Riechvermdgen bei 25% der Menschen

ab 55 Jahre eingeschrinkt."’

Untersuchungen aus den 1980ern Jahren bei Nagetieren'*®, Primaten'” und Menschen”
zeigten keine signifikante Abnahme in der Anzahl der SK als Funktion des Alters ; d.h. das
Schmeckvermdgen nimmt im Vergleich zum Riechvermdgen mit zunehmenden Alter weniger

deutlich ab.
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Pingel et al.** bestitigen in ihrer Studie aus dem Jahre 2010 die altersabhingige Abnahme der

gustatorischen Sensibilitit, so wie es bei mehreren anderen Autoren beschrieben
40,42,43,14
wurde %4140,

Den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation zufolge &ndert sich das Volumen
einzelner SK innerhalb einer fPap wéhrend eines 10-wochigen Zeitraums unterschiedlich. Das
Volumen mancher SK nimmt zu, wohingegen das Volumen anderer SK abnimmt oder
unverdndert bleibt. Demnach gibt es keine Korrelation zwischen SK-Volumen und Alter der

Probanden. AuBlerdem korreliert der Durchmesser der fPap weder mit dem Volumen einzelner

141

SK noch mit dem Volumen aller SK der selben fPap ™. Diese Volumenédnderungen gilt es, bei

zukiinftigen Studien zur Testung der Regenerationsfiahigkeit von SK nach Entnahme von

Papillen zu beriicksichtigen.

4.3 Schmeckstérungen

142

Schmeckstdrungen steigen mit zunehmendem Alter' ™. Das kann durch Anderungen an den

sensorischen Organen, den Nervenbahnen oder Projektionsarealen, andererseits durch

altersbedingte Abweichungen kognitiver Funktionen verursacht sein'®. Zahlreiche

25,143

Medikamente konnen Schmeckstérungen hervorrufen Einige internistische und

zentralnervose Erkrankungen, z.B. M.Parkinson, sind mit Schmeck- und Riechstérungen

144,145

verbunden . Zudem ist in allen Altersstufen ein schlechter Gesundheitszustand mit Riech-

und Schmeckstorungen assoziiert'*'*.

Mikrobielle Zersetzungsprodukte bei schlechter Mundhygiene konnen die gustatorischen
Rezeptorzellen beeintrichtigen.

Daher besteht ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Geschmackspapillen und —
knospen auf der Zunge und der Wahrnehmung der Schmeckintensitit''*'**.

Patienten mit Schmeckstdrungen haben bedeutend weniger fPap als gesunde Menschen'*’.
Die verminderten Schmecksensitivititen im Alter  betreffen die vier
Grundgeschmacksqualitdten sii}, salzig, sauer und bitter meist nicht in gleichem

131,150-153
B3 .

Ausma Altere Menschen haben bei sauren und bitteren Stimuli groBere

152-154 . .
S7139 - Am besten ist die

Schmeckschwellenverdnderungen als bei salzigen und siilen
Wahrnehmung stiler Stimuli bis ins hohe Alter erhalten. Mdglicherweise sind deshalb siifie

Speisen bei Senioren so beliebt.

58



In der hier vorgestellten Promotionsarbeit konnte ein Patient mit Schmeckstérungen
untersucht werden®, der Hypogeusie und seitenabweichende Messwerte der gustatorischen
Tests aufwies.

Der Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Volumenidnderungen offenbarte Unterschiede
entsprechend der gustatorischen Sensitivitdt. Das Muster der Volumeninderung der SK war
bei diesem Patienten mit der Schmeckstorung auf der betroffenen Seite verdndert. Diese
Resultate deuten an, dass der zeitliche Verlauf der Volumenédnderung und eben nicht die
morphologischen Verdnderungen der fPap die Schmeckstérung bei unseren Patienten
anzeigte.

Die interessante Fragestellung, wie sich das periphere Schmeckorgan nach Denervierung
andert, z.B. nach Chorda-tympani-Durchtrennung, kann mit der beschriebenen in-vivo-

Methode untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Die Untersuchung des peripheren Schmeckorgans anhand des in Rostock modifizierten
digital-konfokalen LSMs ist eine neuartige Methode, mit der die fPap mit deren SK in vivo
und in Echtzeit untersucht werden konnen. Diese nichtinvasive Methode liefert qualitative
Aufnahmen der fPap bzw. SK, die fiir die Volumenbestimmung der SK anhand des
Programms Amira® verwendet werden.

Die Volumenbestimmung der SK wurde zuerst anhand der Volumenformel eines Zylinders
berechnet: Volumen einer SK = 7 x 1> x h/10° (mm3), wobei ,.,r* der Durchmesser und ,,h* die
Hohe der SK ist. Diese Daten wurden anhand des Programms Amira® gemessen. Diese
Methode war allerdings ungenau, da die realen Ausmalle der SK nicht beriicksichtigt wurden.
Deswegen wurde eine zweite Methode verwendet, bei der das Volumen der SK durch das
Ausmalen der Flache auf jeder xy-Ebene der SK und anschlieBendes Addieren aller Flichen
berechnet wurde. Die Ergebnisse beider Methoden korrelierten miteinander.

Die Anwendbarkeit dieser Methode ist fiir den klinischen Alltag aufgrund des Zeitaufwandes
nicht geeignet. Dagegen eignet sich die Methode zur Kldrung spezifischer wissenschaftlicher
Fragestellungen, wie beispielsweise die Regenerationsfahigkeit nach Resektion einzelner

Papillen.

Zielsetzung dieser Dissertation war die Gewinnung und Interpretation verldsslicher Daten zur
In-vivo-Volumenverinderung der SK unter Verwendung eines digital-konfokalen LSMs.

Untersucht wurden 5 gesunde Probanden, zwei Frauen und drei Ménner im Alter von 23 bis
38 Jahren, die {ber ein altersentsprechendes Schmeckvermoégen verfiigten. Das
Durchschnittsalter der Probanden betrug 26,4 + 6 Jahre. Insgesamt verfiigten sie iiber 43 SK
in 11 fPap. Davon wurden 2 Probanden mit 4 fPap und 18 SK wochentlich iiber 10 Wochen
untersucht. Zum Vergleich wurde ein Patient mit Schmeckstorungen herangezogen, bei dem 4
fPap (2 fPap pro Zungenseite) mit insgesamt 15 SK wochentlich untersucht wurden. Der

Untersuchungszeitraum betrug 8 Wochen.

Die Volumina der SK bei den gesunden Probanden haben sich wihrend des 10-wdchigen

Untersuchungszeitraums unterschiedlich verdndert. Die Volumina mancher SK nahmen zu
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oder ab, wohingegen die Volumina anderer SK fast unverdndert blieben. Das Intervall
zwischen zwei Volumenmaxima betrdgt im Durchschnitt 3-5 Wochen.

Phidnomene wie die VergroBerung einer einzelnen SK wund deren anschlieendes
Verschwinden, das Auftreten neuer SK und Formverédnderung der fPap sind bei den gesunden

Probanden beobachtet worden.

Bei dem Patienten mit Schmeckstorungen zeigte der Volumenverlauf der SK auf der
betroffenen rechten Seite die Schmeckstorung an und eben nicht die morphologischen
Veranderung der fPap. Der Volumenverlauf der SK war auf der rechten Seite auffillig. Es
lieB sich in der 6 und 8 Woche keine SK darstellen. Folglich kdnnen Seitendifferenzen in der
Volumetrie hinweisend fiir Schmeckstorungen sein, insbesondere dann, wenn auch

Seitendifferenzen in der Schmecktestung vorliegen.
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6.3 Tabellenverzeichnis
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MITTLERER DURCHMESSER DER 4 FPAP UBER EINEN ZEITRAUM VON 10 WOCHEN

IMIESSPROTOKOLL c.cetetererererererererererererererererereresererererereseeerereresemeeemeeerereeeee
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7 Thesen

1. Bislang kénnen die Schmeckknospen eines Menschen nicht in vivo untersucht werden.
Die einzige Moglichkeit, das periphere Schmeckorgan darzustellen, ist die

chirurgische Entnahme von fungiformen Papillen und die histologische Aufarbeitung.

2. Aufgrund der Tatsache, dass nur etwa 50% der fPap Schmeckknospen tragen,
erscheint dieses Vorgehen zur Abklarung von Schmeckstérungen im klinischen Alltag

nicht sinnvoll.

3. Die digital-konfokale Laser Scanning Mikroskopie ist eine nichtinvasive Methode, mit
der es mdglich ist, u.a. Epithelien der Mundhdhle in vivo darzustellen. Im sogenannten
Tiefenscan kommen zelluldre Strukturen zur Darstellung, die dem Querschnitt einer

Schmeckknospe entsprechen.

4. Diese Methode sollte erstmalig zur in vivo Darstellung der Schmeckknospen
eingesetzt werden. Hauptziel war hierbei die Morphologie der fPap und deren

Schmeckknospen sowie die Volumenédnderung derselben in vivo zu untersuchen.

5. Es wird erstmalig beschrieben, dass die Identifikation von Referenzpapillen es
iiberhaupt ermoglicht, ein und dieselbe fungiforme Papille auf der Zunge iiber einen
langeren Zeitraum zu untersuchen. Es handelt sich um Papillen, die entweder selbst
eine charakteristische Form haben oder eine charakteristische Anordnung ihrer

Schmeckknospen aufweisen.
6. Ein Oberflaichenmapping, d.h. eine Kartierung der fungiformen Papillen, sowie die
Identifikation von nicht-gustatorischen Papillen (fungiforme Papillen ohne

Schmeckknospen) ist hierbei hilfreich.

7. Mittels spezieller Software (Amira®) wird erstmalig dargestellt, wie aus den

seriellen Volumenscans der Referenzpapillen das Volumen der Schmeckknospen einer
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10.

11.

12.

13.

fungiformen Papille gemessen werden kann. Diese Methode ist geeignet, um

Volumenveridnderungen im Zeitverlauf darzustellen.

Es wurden von 5 gesunden Probanden insgesamt 11 fungiforme Papillen mit
insgesamt 43 Schmeckknsopen iiber einen Zeitraum von 8-10 Wochen gescannt und
die Volumen der Schmeckknospen berechnet sowie zusitzlich mittels Software

gemessen.

Die Volumina der Schmeckknospen bei den gesunden Probanden haben sich wéhrend
des 10-wdochigen Untersuchungszeitraums unterschiedlich verdndert. Die Volumina
mancher SK nahmen zu oder ab, wohingegen die Volumina anderer Schmeckknospen
nahezu unverédndert blieben. Das Intervall zwischen zwei Volumenmaxima betrdgt im

Durchschnitt 3-5 Wochen.

Phinomene, wie die VergroBerung einer einzelnen Schmeckknospe und deren
anschlieBendes Verschwinden, das Auftreten neuer Schmeckknospen und
Formverdnderung der fPap sind bei den gesunden Probanden vereinzelt beobachtet

worden.

Bei einem Patienten mit einer ipsilateralen Schmeckstérung dndert sich das Volumen
der Schmecknospen iiber die Zeit im Vergleich zur gesunden Seite anders. Es lief3 sich
in der 6. und 8. Woche keine SK in den Referenzpapillen darstellen. Folglich kénnen
Seitendifferenzen in der Volumetrie hinweisend fiir Schmeckstdrungen sein,

insbesondere dann, wenn auch Seitendifferenzen in der Schmecktestung vorliegen.

Die Ergebnisse gesunder Probanden und eines Patienten geben einen ersten Hinwesis,
dass dieses methodische Vorgehen geeignet ist, morphologische Verdnderungen des

peripheren Schmeckorgans in vivo zu erkennen.
Die Laser Scanning Mikroskopie ist als neue in vivo-Methode geeignet,

morphologische Verdnderungen des peripheren Schmeckorgans zu erfassen.

Riickschliisse von Volumenédnderungen iiber die Zeit auf das Ausmall einer
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Schmeckstorung sind allerdings nicht zuldssig. Eine prospektive Studie mit Patienten

mit Schmeckstorung ist erforderlich, um dieses zu untersuchen.
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8 Anhang

8.1 Tabellen

Tabelle 2 Messprotokoll
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8.2 Eidesstattliche Erkldarung

Ich versichere an Eides Statt durch meine eigenhéndige Unterschrift, dass ich die vorliegende
Arbeit selbststindig und ohne unzuldssige Hilfe angefertigt habe. Alle Stellen, die wortlich
oder dem Sinn nach auf Publikationen oder Vortrigen anderer Autoren beruhen, sind als
solche kenntlich gemacht.

Ich versichere aullerdem, dass ich keine andere als die angegebene Literatur verwendet habe.
Diese Versicherung bezieht sich auch auf alle in der Arbeit enthaltenen Zeichnungen,

Skizzen, bildlichen Darstellungen und dergleichen.

Die Arbeit wurde bisher keiner anderen Priifungsbehérde vorgelegt und auch noch nicht

verOffentlicht.

Fhab Srur

Rostock,
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