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Zusammenfassung

Biomarker zur Friherkennung obligater Prakanzerosen der
Mundschleimhaut mittels ,,Brush*- Zytologie

Kristina Ataya

Fragestellung: Ziel der vorliegenden Studie war die Erarbeitung einer nicht- invasiven und
objektiven Methode zur Risikoabschatzung fur Karzinomentstehung in der Mundhohle.
Ubergeordnetes Ziel war es, mdgliche Biomarker zur Karzinogenese oder als
Prognoseparameter flr intraorale Karzinome zu identifizieren.

Material und Methode: In dieser Studie wurden zytologische und DNA- zytometrische
Untersuchungen durchgefiihrt an mittels Brush- Biopsie gewonnenen Mundschleimhautproben
von 10 gesunden Probanden, 17 Patienten mit Leukoplakien und 10 Patienten mit manifesten
Mundhdhlenkarzinomen.

Ergebnisse: Die zytologische Begutachtung der Praparate erzielte eine Sensitivitat von 88,8%
und eine Spezifitdt von 98,3%. Die nachfolgend durchgefihrte DNA- Bildzytometrie aller
Praparate erreichte eine Sensitivitat von 94,4% und eine Spezifitdt von 95%. Die kombinierte
Auswertung der DNA- Zytometrie mit der konventionellen Zytologie konnte eine Steigerung der
diagnostischen Treffsicherheit erzielen. Die Sensitivitat fir die Erkennung von malignen Zellen
erreichte einen Wert von 97,3%. Die Spezifitdt hatte dann einen Wert von 99,9%. Der positive
Vorhersagewert betrug 99,7%. Der negative Vorhersagewert 99,1%.

Schlussfolgerung: Die Anwendung der Brush- Biopsie mit anschlieRender DNA- Bildzytometrie
Uberbruckt die Licke zwischen invasiver Abklarung durch Exzisionsbiopsie auf der einen Seite
und konservativer Behandlung und Beobachtung auf der anderen Seite, ohne den Patienten zu
belasten. Die mittels DNA- Bildzytometrie ermittelte Aneuploidie (aneuploide Zellen > 5c¢ und
hochaneuploide Zellen >9c) in Dysplasien ist als Marker fir Malignitdt anzusehen. So kann bei
allen nicht sicher tumorzell-negativen Befunden, ergadnzend zur reinen zytologischen
Untersuchung, eine quantitative DNA- Messung erfolgen. Eine DNA- aneuploide Dysplasie
gleich welchen Grades, stellt damit eine Indikation zur chirurgischen Entfernung der
Veranderung mit histologischer Nachuntersuchung.

Tag der mundlichen Prifung: 17.11.2008
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EinfUhrung

1 Einfuhrung

1.1 Einfihrung

Weltweit ist in den letzten Jahrzehnten ein deutlicher Anstieg der Inzidenz und
Mortalitdt von Karzinomen der Mundhéhle zu beobachten [Epidemiologisches
Krebsregister Saarland 2002]. Der am haufigsten vorkommende maligne Tumor
der Mundhohle ist das Plattenepithelkarzinom mit etwa 95% [Carvalho et al.
2005]. Die jahrliche Inzidenz liegt bei etwa 500.000 Neuerkrankungen weltweit
[Pisani et al. 2002, Parkin et al. 2001]. Die Hauptrisikofaktoren fur die
Entstehung des Mundhohlenkarzinoms sind Tabak und Alkohol bei schlechter
Mundhygiene bei Individuen mit genetischer Pradisposition [Reichart 2000]. Ein
erhdhtes Risiko tritt zudem im hoéheren Lebensalter auf. Zwischen 11% und
67% aller Mundhohlenkarzinome entwickeln sich aus oralen Pradkanzerosen,
darunter sind die meisten Leukoplakien, deren Entartungstendenz zwischen 3%
bis 85% liegt je nach Form und Dysplasiegrad [Pisani et al. 2002]. Statistiken
des Robert- Koch- Instituts Berlin zeigen, dass die Uberlebensraten bei oralen
Karzinomen trotz EinfUhrung neuer chirurgischer, strahlen- sowie
chemotherapeutischer Therapiemethoden tendenziell absinken [GEKID 2006].
Seit 40 Jahren betragt die 5 Jahres- Uberlebensrate unverandert 50% bei
Tumoren der Mundhdhle aller Stadien. Eine weitergehende Analyse konnte
zeigen, dass kleinere Tumoren (T1, T2) im Vergleich zu fortgeschrittenen

Tumoren (T3, T4) erwartungsgemald eine gunstigere Prognose aufweisen
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[Eckardt 2000]. Die 5- Jahres- Uberlebensrate betrug fir T1/T2 68% bzw. 63%,
fur T3/T4 hingegen nur 48% bzw. 31% [Eckardt 2000].

Nur durch eine frihzeitige Abklarung von Mundschleimhautverdnderungen, zum
Beispiel in Form von weil3lichen oder rétlichen Flecken, wird es mdglich sein,
die Inzidenz- und Mortalitatsrate zu senken. Obwohl seit Jahren gefordert wird,
dass alle im weitesten Sinne malignitatsverdachtigen Schleimhautldsionen
durch Exzisionsbiopsie abgeklart werden sollten, hat sich dieses Ziel in der
Praxis wegen der Haufigkeit derartiger Lasionen nicht realisieren lassen, da
dies ein invasives Verfahren bedeutet.

Die Erarbeitung einer nichtinvasiven und objektiven diagnostischen Methode
zur Risikoabschatzung fur Karzinomentstehung in der Mundhdhle, kdnnte die
unakzeptabel hohe Morbiditdt und Mortalitdt des oralen Plattenepitelkarzinoms
senken. Die Methode kdnnte zur Erstellung individueller Krebsrisikoprofile im
Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen angewendet werden und eventuell auch
als Test fur die Bestimmung mdglicher therapeutischer Zielmolekile zur
Chemoprevention dienen.

Die Untersuchungen unserer Studie lehnen sich an die seit kurzem in einigen
Studien eingesetzte nichtinvasive ,Brush- Biopsie* (Burstenbiopsie) — analog
zur Krebsvorsorgezytologie bei Frauen fur das Gebarmutterhalskarzinom - zur
Friherkennung dysplastischer Prakanzerosen in der Mundhohle [Bdcking et al.
2004; Maraki et al.2004; Remmerbach et al. 2001,2004].

In Anlehnung an die Aussagen dieser Studien, laut derer es moglich ist mittels
Brush- Zytologie und anschliel3ender DNA- Ploidie- Analyse maligne Entartung

im Plattenepithel der Mundschleimhaut nachzuweisen, wurden in der
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vorliegenden Arbeit Mundschleimhautproben mittels Brush- Biopsie von 10
gesunden Probanden, 17 Patienten mit Leukoplakien und 10 Patienten mit
manifesten Mundhohlenkarzinomen genommen und sowohl zytologisch als

auch mittels DNA- Zytometrie untersucht.

1.2 Epidemiologie des Oralkarzinoms

Global gehoért das orale Plattenepithelkarzinom zu den zehn haufigsten
malignen Erkrankungen des Ko&rpers [Remmerbach et al. 2001], in der
Mundhdhle macht es Giber 90% der Malignome aus [Bocking et al. 2004].
Epidemiologische Daten aus Krebsregistern verschiedener geographischer
Bereiche zeigen signifikante Unterschiede in der Inzidenz und Pravalenz
weltweit, innerhalb Europas und bundesweit [Reichart 2000].

International  finden  sich  sehr hohe Inzidenzen des oralen
Plattenepithelkarzinoms im Bas Rhin- Gebiet Nordfrankreichs, insbesondere fur
Manner (49.4/100.000 Manner), gefolgt von Sidindien (Uber 20/100.000
Méanner) und einigen Regionen Osteuropas und Lateinamerikas [Reichart
2001]. Die Statistik zeigt, dass weltweit Manner deutlich héaufiger an
Mundhohlen- und Rachenkrebs erkranken als Frauen. Die Ausnahme ist in

Indien im Gebiet Bangalore, wo Frauen haufiger betroffen sind (Abb.1).
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Abb. 1: Altersstandardisierte Inzidenzraten des oralen Plattenepithelkarzinoms
[Franceschi et al. 2000]
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Verglichen mit den Erkrankungsraten der Lander der Europaischen Union liegt
die Inzidenz in Deutschland fir Manner und fir Frauen im mittleren Bereich
(Abb.2). Hohere Erkrankungsraten werden bei den Maéannern in Ungarn,
Frankreich, der Slowakei, Portugal und Luxemburg gezéhlt. Ebenso bei den
Frauen die héchsten Erkrankungsraten in Ungarn und Frankreich, gefolgt von
Luxemburg, Danemark, den Niederlanden, Belgien und Schweden. Die
niedrigste Inzidenz in den EU- Landern wird fir Manner in Griechenland und fur
Frauen in Lettland errechnet. Die Statistik zeigt, dass in allen europaischen
Landern Manner deutlich haufiger an Mundhdéhlen- und Rachenkrebs erkranken
als Frauen [GEKID 2006].
Altersstandardisierte Neuerkrankungsraten in der Europiiischen Union 2002

Neuerkrankungen pro 100.000 (Weltstandard)
Quelle: GLOBOCAN-Schitzung 2002, RKI-Schitzung fiir Deutschland 2002
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Abb. 2: Altersstandardisierte Erkrankungshaufigkeit in der Europaischen Union 2002
[GEKID 2006]
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In der Bundesrepublik Deutschland stehen die Krebsneuerkrankungen der
Mundhdhle und des Rachens bei Mannern an siebter Stelle, bei den Frauen an
funfzehnter Stelle. Die Zahl der jahrlich registrierten Neuerkrankungen in
Deutschland ist somit bei Mannern mit etwa 7.800 fast dreimal so hoch als bei
den Frauen mit knapp 2.600 [GEKID 2006].

Ihr Anteil an den durch Krebs bedingten Sterbefallen betragt bei Mannern 3,4%,
bei den Frauen etwa 1% [GEKID 2006]. Das Auftreten von Krebs korreliert mit
dem Alter. Nach dem 40. Lebensjahr steigt die Haufigkeit stark an und erreicht
einen Hochststand bei einem Alter von ca. 60 Jahren.

Im Hinblick auf das Erkrankungsalter sind ebenfalls deutliche
Geschlechtsunterschiede zu sehen. Das mittlere Erkrankungsalter fir Manner

liegt bei vergleichsweise niedrigen 61, fur Frauen bei 69 Jahren (Abb. 3).

i
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Abb. 3: Schatzung der altersspezifischen Inzidenz in Deutschland 2002 [GEKID 2006]
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Die hochste Erkrankungsrate fur Manner liegt im Alter von 55 bis 65 Jahren.
Das ist mehr als viermal hoher als die entsprechende Erkrankungsrate der
Frauen [GEKID 2006].

Diese auf fruheren Datenbasen beruhenden Zahlen duirften sich

schatzungsweise in den nachsten Jahren nach unten angleichen.

1.3 Atiologie des Oralkarzinoms

Nach dem gegenwartigen Stand der Forschung handelt es sich bei der
Entstehung von oralen Plattenepithelkarzinomen um ein multifaktorielles
Geschehen [Becher et al. 2002]. Verschiedene Risikofaktoren flr die
Karzinogenese wurden beschrieben, wobei die Ursachen fir das
Mundhohlenkarzinom und die oralen Préakanzerosen identisch sind.

Der primére Risikofaktor ist der chronische Tabakkonsum [Reichart 2000,
2001]. Zusammenhange zwischen dem Rauchen und der Entstehung maligner
Tumoren der Mundhdohle konnten bereits 1957 von Wynder und Mitarbeitern in
einer detaillierten Studie beschrieben werden. 1988 stellten Blot und Mitarbeiter
in einer weiteren Studie fest, dass Uber 90% der Patienten, die an Mundhéhlen-
und Oropharynxkarzinomen erkrankten, Raucher waren. Tabakgenuss ist
jedoch in jeder Form ein Risiko, sei es das Rauchen der Zigarette, Zigarre,
Pfeife oder der orale Genuss von Tabak, wie zum Beispiel Kautabak oder oral
applizierter Schnupftabak [Reichart 2000]. Die haufigste Form des
Tabakgenusses ist aber die Zigarette. 1997 publizierte die World Health

Organisation (WHO) unter dem Titel ,Tabak oder Gesundheit* einen weltweiten
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Status Report. Die WHO schétzte, dass weltweit von 1990 bis 1992 jahrlich
6.05 x 102 Zigaretten konsumiert wurden. Das bedeutet jahrlich wurden ca.
1650 Zigaretten pro Erwachsenen im Alter von Uber 15 Jahren geraucht. In den
Industrielandern wurde der jahrliche Zigarettenkonsum weitaus héher geschatzt
(2590 Zigaretten pro Erwachsenen) im Vergleich zu den Entwicklungslandern
(1410 Zigaretten pro Erwachsenen) [Reichart 2000].

Tabakprodukte enthalten toxische, tumorigene und karzinogene Substanzen
[Reichart 2002]. Die wichtigsten im Tabak enthaltenen Karzinogene, die eine
Initiation bewirken kénnen sind tabakspezifische N-nitrosamine (TSNA) bzw.
polyzyklische Wasserstoffe (PAH), radioaktives Polonium und Thorium sowie
das giftige Schwermetall Cadmium [Brunnemann et al. 1996, Moreno-Lopez et
al. 2000]. Einige dieser Substanzen werden nach Resorption Uber die
Schleimhaut durch verschiedene Enzymsysteme bzw. durch freie Radikale in
ihre Epoxidform tberfuhrt, in der sie mit DNS- und RNS- Molekulen interagieren
und damit genotoxisch wirksam werden kénnen [Becher et al. 2002].

Je friher mit dem Rauchen begonnen wird, umso hoher ist das Risiko, ein
orales Plattenepithelkarzinom zu entwickeln. Nach aktuellen epidemiologischen
Datenlagen ist davon auszugehen, dass erst 10 Jahre nach Rauchende das
Risiko auf ein &hnliches Niveau wie das von Nichtrauchern sinkt [Ahrens et al.
1989, Tuyns et al. 1988].

Als zweitwichtigster Faktor der oralen Karzinogenese wird der chronische
Alkoholkonsum gesehen [Becher et al. 2002]. Ob er auf direktem oder
indirektem Wege diese fordert, ist nicht mit Sicherheit geklart. Alkohol

ermdglicht durch physiko- chemische Veranderungen der Zellmembran eine
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gesteigerte Penetration karzinogener Substanzen [Seitz et al. 1988]. Neben
lokalen Mechanismen fuhrt Alkoholismus zu Erkrankungen wie Leberzirrhosen
und chronische Gastritiden. Meist mit einer Fehl- und Mangelernéhrung
kombiniert, die wiederum den Allgemeinzustand und die Immunabwehr
herabsetzten und somit indirekt die Entstehung eines Mundhdhlenkarzinoms
beglnstigen. Zusatzlich bewirkt chronischer Alkoholkonsum, sowohl in der
Leber als auch in der Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes, eine Induktion
mikrosomaler Enzyme. Diese Enzyme sind in der Lage, in die Schleimhaut
aufgenommene Prokarzinogene zu aktivieren [Weisburger 1975].

Waéhrend starkes Rauchen oder starkes Trinken als Einzelfaktor allein schon
das Risiko einer Mundkrebserkrankung erhoht, ist bei der Kombination beider
nicht ein additiver, sondern ein multiplikativer Effekt festzustellen [Howaldt,
Schmelzeisen 2002]. Alkohol erhéht die Permeabilitdit der Mundschleimhaut,
wodurch der karzinogene Effekt der Tabakprodukte direkt verstarkt wird [Reith
et al. 2002]. Daruber hinaus besteht eine deutliche Dosisabhangigkeit [Reichart

2002].

Neben diesen Erscheinungen wirken sich weitergehende lokale Noxen
krebserregend aus. Dieses ist gegeben bei mangelnder Mundhygiene, aber
auch bei chronischen Reizungen durch scharfkantige Fullungs-, Kronen- oder
Prothesenrander sowie abstehende Zahnklammern [Howaldt, Schmelzeisen

2002].
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Das Zusammenwirken der Trias Alkohol-, Zigarettenkonsum und schlechte
Mundhygiene kann mit einem achtfach erhdhten Krebsrisiko einhergehen

[Howaldt, Schmelzeisen 2002].

Bei der Atiologie des Zervixkarzinoms spielen humane Papillomaviren HPV
unumestritten eine zentrale Rolle [zur Hausen 1996]. Analog zu den Tumoren
des Genitaltraktes setzt auch die Mehrzahl der Tumoren des Kopf- Hals-
Bereiches eine Entartung der epithelialen Mukosa voraus [Becher et al. 2002].
Durch den Einbau viraler Proonkogene und Ausschaltung bestimmter
Supressorgene in der Wirtszelle kann es zu einer Initierung kommen
[Epidemiologisches Krebsregister Saarland 2002]. Von den mehr als 70 Typen
der epitheliotopen humanen Papillomaviren sind HPV 6 und 11 als so genannte
~low risk” sowie 16, 18, 31, 33 und 35 als die haufigsten ,high- risk (Hochrisiko)-
HPV- Typen klassifiziert. In mehreren unabhangigen Studien wurden die HPV-
Subtypen 16 und 18 in oralen Plattenepithelkarzinomen und Prékanzerosen
nachgewiesen, jedoch selten in der gesunden Mundschleimhaut [Reichart
2002].

Auch eine chronische Candidiasis, die bei Rauchern haufiger auftritt, spielt
maoglicherweise eine weitere Rolle. Sie stellt einerseits einen wichtigen Hinweis
auf eine geschwachte Immunabwehr dar, andererseits kdnnen bestimmte
Candida albicans- Arten karzinogene N- Nitrosobenzylmethylamine bilden
[Epidemiologisches Krebsregister Saarland 2002]. Im Zigarettenrauch

vorkommende aromatische Hydrokarbonate kénnen durch das Enzymsystem

10
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bestimmter Candida- Biotypen in Karzinogene umgewandelt werden
[Epidemiologisches Krebsregister Saarland 2002].

Ein weiterer Risikofaktor ist das hohere Lebensalter. Nach dem 40. Lebensjahr
steigt die Haufigkeit stark an und erreicht einen Hochststand bei einem Alter

von ca. 60 Jahren [GEKID 2006].

11
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1.4 Pathologie intraoraler Prakanzerosen

1.4.1 Klinik intraoraler Prakanzerosen

Der Begriff Tumorvorstadium oder auch Prakanzerose ist definiert als potentiell
bdsartige Zell- bzw. Gewebeveranderung, die bei geniigend langem Bestehen
und weiterem Einwirken der zugrunde liegenden Schéadlichkeit oft zu einer
Krebsentstehung fuhrt [Schwenzer, Ehrenfeld 2000]. Dabei unterscheidet man
Veréanderungen, die gelegentlich und spat (fakultative Prékanzerosen) und
solche, die regelmalig und frihzeitig (obligate Prakanzerosen) maligne
entarten [Pschyrembel 1994].

Klinisch imponieren diese Krebsvorstufen haufig als Leukoplakien. Die orale
Leukoplakie ist eine vorwiegend weil3e Veranderung der Mundschleimhaut, die
weder Kklinisch noch histopathologisch als eine andere definierbare
Schleimhautveranderung charakterisiert werden kann [Axell et al. 1996]. Orale
Leukoplakien konnen isoliert oder multipel auftreten [Reichart 2007]. Sie
werden in allen Bereichen der Mundhohle beobachtet. Typische Lokalisationen
sind aber die retroangulare Mundschleimhaut, die Mukosa des
Alveolarfortsatzes, der Mundboden und der laterale Zungenrand [Reichart
2002]. Orale Leukoplakien kénnen als homogene und inhomogene Variante
auftreten oder als Mischform [Remmerbach 2004]. Die homogene orale
Leukoplakie wird als vorwiegend weil3e Veranderung definiert, die meist
asymptomatisch ist. Sie hat ein einheitliches flaches und dinnes
Erscheinungsbild. Flache Furchen kénnen auftreten. Die Oberflache ist glatt,

faltig oder wellig und zeigt eine weitgehend konsistente Textur [Reichart 2007].

12
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Die nicht homogene orale Leukoplakie ist haufig als weil3e oder als weil3e und
rote  Verédnderung (Erythroleukoplakie) definiert. lhre Oberflache kann
unregelméanRig flach, noduldr oder exophytisch sein (verrukése Leukoplakie)
[Reichart 2007].

Inhomogene Leukoplakien unterliegen einer hohen Transformations-
bereitschaft. Klinische Symptome kdnnen leichte Beschwerden wie Schmerzen
oder Brennen der Mundschleimhaut sein [Reichart 2007]. Eine Sonderform ist
die idiopathische Leukoplakie, die vor allem bei nicht rauchenden, alteren
Frauen zu beobachten ist [Reichart 2002]. Diese Form ist zunachst auch
homogen, kann aber im Laufe der Jahre inhomogen werden und hat eine
besonders hohe Transformationsneigung [Reichart 2002]. Als weitere
besondere Form ist die proliferative verrukdse Leukoplakie beschrieben [El
Naggar 2005, Reichart 2003], die auch als floride orale Papillomatose
bezeichnet wird [Reichart 2002]. Hierbei handelt es sich um eine raue, von der
Oberflache eher zottige Form mit papillaren Veranderungen, die eine starke
Tendenz zur Ausbreitung und Erfassung von grof3en Arealen hat, einschlief3lich
der Gingiva. Diese aggressive Form der oralen Leukoplakie transformiert in fast
allen Fallen maligne [Reichart 2002]. Eine seltene, aber ebenfalls mit hoher
Entartungsrate aufweisende Veranderung ist die Erythroplakie. Sie erscheint als
rundliche oder ovale, scharf begrenzte dunkelrote Veranderung mit samtartiger
oder korniger Oberflache [Schwenzer, Ehrenfeld 2000]. Meist im Bereich des
Mundbodens oder der Wangenschleimhaut lokalisiert. Die Entwicklung zu
einem Carcinoma in situ oder zu einem Plattenepithelkarzinom ist haufig nicht

ZUu vermeiden.
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Bei der Candida- infizierten oralen Leukoplakie scheint eine hdhere
Entartungsrate vorzuliegen [Reichart 2007]. Es ist jedoch bis heute unklar, ob
die Candida- Infektion die Ursache der Leukoplakie ist oder, ob es sich um eine

Superinfektion einer praexistenten Schleimhautveranderung handelt.

1.4.2 Histologie intraoraler Prakanzerosen

Histologisch erweist sich die Leukoplakie als ein Areal verdickten
Plattenepithels (Akanthose), mit vermehrter (Hyperkeratose) oder abnormer
Verhornung. Diese Verhornungsstérung, bei der pyknotische Kernreste in der
Hornschicht erhalten bleiben, ist als Parakeratose definiert. Solange keine
Schichtungsanomalien und zellulare bzw. nukleare Atypien nachzuweisen sind,
handelt es sich um eine einfache Leukoplakie. Treten Leukoplakien mit
Dysplasie auf, also mit irregularer Schichtung und Zell- bzw. Kern- Atypien bis
hin zum Carcinoma in situ, sind sie dagegen als Prakanzerosen einzuordnen

[Herbst, Hibner 2007].

1.4.3 Differentialdiagnosen

Das Spektrum weilRer Veranderungen der Mundschleimhaut ist grofd und somit
missen folgende Erkrankungen differentialdiagnostisch mit eingeschlossen
werden: das Wangen und Lippenkauen (Morsicatio), die Friktionskeratose,
oraler Lichen planus mit allen klinischen Varianten, Lupus erythematodes,

Leukédem, orale Candidiasis, weil3er Schwammnavus, orale Haarleukoplakie
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bei Immunsuprimierten, lichenoide Reaktionen, weille Haarzunge,
Rauchergaumen und Verétzungen [Schwenzer, Ehrenfeld 2000; Reichart

2007].
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1.5 Problematik der Frithdiagnostik

Die Mundhohle ist wie keine andere Kérperoffnung direkten Untersuchungen
zuganglich. Dennoch werden dort entstehende Karzinome meistens erst in
fortgeschrittenem Entwicklungsstadium diagnostiziert. Dies kann zum einen an
der Zeitspanne, die der Patient vom Zeitpunkt seiner ersten Wahrnehmung bis
zur arztlichen Untersuchung vergehen lasst liegen, weil viele Patienten scheuen
die Gewebeentnahme mit ortlicher Betaubung, Ausschneidung mit dem
Skalpell, Naht und Nachkontrolle, welches die Voraussetzung fir eine
feingewebige Nachkontrolle ist. Zum anderen schlief3t sich noch immer zu
haufig eine Verschleppung durch den éarztlichen bzw. zahnarztlichen
Untersucher an, der pathologische Veranderungen fehldeutet oder sie erst gar
nicht wahrnimmt, weil mindestens ein Drittel oraler Karzinome aus klinisch
gesund imponierender Mundschleimhaut ohne jegliche Symptome entsteht. So
kann es beispielsweise zur Fehldiagnose einer Lasion kommen, die
Druckschmerzhaftigkeit infolge einer Superinfektion vorgibt. Aufgrund des
.entzindlichen Prozesses" wird eine Antibiotikatherapie eingeleitet, die anfangs
zu einer Verkleinerung der Lasion fuhrt infolge der Rulckbildung der
entztindlichen Begleitinfiltration (Verschleppung der Symptomatik). Durch eine
verzogerte Diagnose koénnen so bis zu sechs Monate vergehen bis das
Mundhdhlenkarzinom zur Behandlung kommt!

Das Ziel ist jedoch nicht erst die Diagnose des Karzinoms, sondern bereits die
frihe Erkennung obligater prakanzerdser Dysplasien des Plattemepithels, um

die Prognose entscheidend =zu verbessern. Klinische Versuche, die
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dysplastischen Schleimhautareale durch vitale Anfarbung (Jodlésung,
Toluidinblau, Toloniumchlorid) darzustellen, konnten das Problem bisher nicht
|6sen. Diese farben die Kern- DNA und die mitochondrale DNA in
dysplastischen und malignen Zellen an. Derartige Tests werden auch
kommerziell angeboten, wie der ORA- Test und OraScan. Beim OraScan- Test
werden manifeste Karzinome zuverldssig durch Anfarbung mit Toluidinblau
dargestellt. Dieser Test versagte jedoch bei prakanzerésen Veranderungen, bei
denen sich eine geringe Spezifitat (62%) und hohe Falsch- Negativ- Raten
ergaben [Warnakulasuriya et al. 1996]. Eine Studie mit Toloniumchlorid, dem
aktiven Bestandteil des ORA- Tests, ergab 64% Fehldiagnosen, wiederum
wurden manifeste Karzinome und Carcinomata in situ am zuverlassigsten
dargestellt [Epstein et al. 2003]. Ram und Siar (2005) konnten mit
Chemiliumineszenz (Vizilite®) und Toloniumchloride eine Sensitivitat von
14,2% bzw. 25% erreichen. Mdoglicherweise bieten diese Methoden eine Hilfe
bei der Ermittlung einer geeigneten Gewebeentnahmestelle oder zur
Bestimmung malignen Gewebes in Abgrenzung zu gesundem Gewebe
wéahrend einer Operation. Jedoch ersetzt es keinesfalls eine sorgfaltige
(zahn)arztliche Untersuchung mit einer speziellen histopathologischen
Gewebeuntersuchung.

Ein weiteres Verfahren beruht auf einer Aminolaevulinsaure (ALA) gestitzten
Fluoreszenzdiagnostik bei der die ALA in Form einer 0,4%igen Mundspullésung
eingesetzt wird. Diese Methode erzielte eine Sensitivitat von 96%, aber eine

geringe Spezifitat, wegen Fluoreszenz von Bakterien, entzindlich oder
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physikalisch geschadigter Mundschleimhaut, wie zum Beispiel nach
Strahlentherapie.

Der Nachweis zirkulierender Tumorzellprodukte im Blut oder von RNA-
Biomarkern und Telomerase im Speichel bietet sich in einigen Fallen als
Methode fur den Nachweis von manifesten Karzinomen und Tumorrezidiven an
[Rajpura et al. 2005, Zhong et al. 2004], ihre Bedeutung fiir die Frihdiagnostik
von Mundhéhlenkarzinomen ist aber noch nicht gentigend untersucht.

Der Rontgenaufnahme ist bei der Friherkennung des Mundhohlenkarzinoms
eine nur geringe Rolle beizumessen. In der Regel tritt erst in einem spateren
Erkrankungsstadium eine Osteolyse der betreffenden Knochenabschnitte auf,
wobei eine tumordse Infiltration des Knochens durch ein Plattenepithelkarzinom
selten auftritt. Liegt jedoch eine tumordse Infiltration vor, ist diese haufig weiter
fortgeschritten als es das Rontgenbild vermuten lasst. Die bildgebende
Diagnostik dient somit der Orientierung.

Auch die histologisch- morphologische Diagnostik, die in Bezug auf die
Karzinomdiagnose, insbesondere der Bestimmung des invasiven Wachstums
den Goldstandard bei der Abklarung darstellt, erfullt bei der Diagnostik von
prakanzerbsen Veradnderungen nicht die in sie gesetzten absoluten

Erwartungen.

Préakanzerose Dysplasien sind histologische oder zytologische Abweichungen
von der Norm, welche verdachtig sind, aber nicht eindeutig als gutartige oder
bosartige Epithelveranderungen zu identifizieren sind. Bei der subjektiven

zytologischen oder histologischen Diagnostik werden drei Grade der Dysplasien
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unterschieden: leicht, mittel und schwer. Die ansteigenden Gradzahlen der
epithelialen Dysplasien entsprechen der zunehmenden Wahrscheinlichkeit,
dass sich die betreffenden L&sionen in ein In-situ- oder noch zu einem
invasiven Karzinom entwickeln kénnen. In der Mundhothle kdénnen fakultative
prakanzerbése Dysplasien zum Beispiel in Form von Leukoplakien,
Erythroplakien, Lichen etc. auftreten. Dysplasien stellen also morphologische
Verénderungen dar, deren Erscheinungsbild zwar eine Abweichung von der
Norm darstellt, aber nicht beweisend fur Krebs ist. Die klinische Konsequenz
hierbei ist oft eine Unsicherheit beziglich des weiteren Vorgehens im Einzelfall:
Handelt es sich um eine Dysplasie, die regelmaRiger Kontrollen bedarf oder um
eine verédnderte Mundschleimhautstelle, die exzidiert werden muss? Dieser
Umstand erschwert die Diagnose von Dysplasien, weshalb nach weiteren
Untersuchungsmethoden gesucht werden muf3, die die Beurteilung des

Karzinomrisikos verbessern kdnnen.

1.6 DNA- und zytogenetische Grundlagen

Menschliche Zellkerne, abgesehen von den Zellen der Gonaden, enthalten
jeweils 2 x 23 Chromosomen, entsprechend einem doppelten
Chromosomensatz. Der DNA- Gehalt (c) des menschlichen haploiden
Chromosomensatzes betragt 1c. Der DNA- Gehalt einer diploiden
menschlichen Zelle betragt 2c [Speckmann, Wittkowski 1998].

Im Verlauf eines Zellzyklus unterliegt der DNA- Gehalt einer Zelle typischen

Verédnderungen. So findet sich in der Synthesephase (S- Phase), unmittelbar
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vor der Zellteilung in der G2- Phase ein tetraploider Chromosomensatz (4c)
[Loffler 1999)].

Erfolgt nach der Synthesephase keine regelrechte Mitose oder schlie3en sich
mehrere Synthesephasen aneinander, entstehen polyploide Zellen (4c, 8c,
16c¢). Peridiploide Zellen kennzeichnen lediglich eine Schwankung der
Chromosomenzahl um den diploiden Wert.

Sowohl diploide als auch poly- und peridiploide Chromosomensatze gelten als
euploid [Bbécking 1998].

Numerische oder strukturelle Abweichungen euploider Chromosomensétze,
messbar am verdnderten DNA- Gehalt der Zellen, sind als Aneuploidie definiert
[Bocking 1998, Bocking et al.2004].

Zellbiologisch gilt der Nachweis von chromosomaler DNA- Aneuploidie als
Beleg flr Neoplasie, wobei der Nachweis eines jeweils tumorspezifischen
Ausmal3es ein Mal3 fir Malignitat darstellt [Heim 1987]. Ist DNA- Aneuploidie
jedoch nicht nachweisbar, erlaubt dies keinen Umkehrschlufd [Bocking 1998].
Die meisten Tumoren, auch gutartige, zeigen von den Ubrigen Koérperzellen
abweichende numerische und/oder strukturelle Chromosomenabberationen,
welche nicht in normalen oder reaktiv veranderten Zellen vorzufinden sind
[Bocking et al. 1999].

Insbesondere Plattenepithelkarzinome weisen konstant aneuploide Zellkern-
DNA-Gehalte auf [Knuchel et al. 1986]. Es besteht grundsatzlich aber kein
Unterschied zwischen den Plattenepithelien verschiedener Lokalisationen
hinsichtlich der Krebsdiagnostik: Verschiedene Studien zeigen, dass Dysplasien

des Plattenepithels des Kehlkopfs [Bocking et al. 1985], der Lunge [Auffermann
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et al. 1985], der Cervix uteri [Bocking et al. 1986] oder der Mundschleimhaut
[Remmerbach et al. 2004] ohne Aneuploidie keinen Krebs entwickelten.
Diejenigen mit Aneuploidie lieRen nach genauer histologischer Aufarbeitung zur
selben Zeit oder bis zu vier Jahre spater ein Plattenepithelkarzinom erkennen.
Bei den Prostatakarzinomen oder den malignen Lymphomen beispielsweise,
weisen nur 80% der Tumoren fir Malignitédt beweisende aneuploide DNA-
Gehalte auf [Kniichel et al. 1986].

Diese Befunde stellen die Grundlage fur die Hypothese dar, dass diejenigen
plattenepithelialen Dysplasien obligate Prakanzerosen darstellen, welche DNA-

Aneuploidie aufweisen.

1.7 DNA- Bildzytometrie

Die Grundlage der DNA- Bildzytometrie stellt die Exfoliativzytologie dar. In den
50er Jahren des letzten Jahrhunderts flhrte Papanicolaou (1943) diese
Methode in die gynékologische Karzinomdiagnostik ein. Bei diesem Verfahren
werden abgeschilferte Epithelzellen oder Zellverbdnde von der Zervixoberflache
mit einem geeigneten Zellkollektor gewonnen, auf einen Glasobjekttrager
Ubertragen und zytopathologisch untersucht. Die Friherkennung des
Zervixkarzinoms der Frau durch die nichtinvasive  zytologische
Abstrichuntersuchung erzielte gro3e Erfolge. Da das Plattenepithelkarzinom der
Zervix uteri und das der Mundschleimhaut in ihrer zytologischen und
histologischen Erscheinung identisch sind, fehlte es nicht an Versuchen dieses

Verfahren auf die Mundhohle zu tbertragen.
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Erste Untersuchungen beziglich der Bedeutung der DNA- Zytometrie wurden
bereits in den Siebziger- und Achtzigerjahren des vorherigen Jahrhunderts
vorgelegt [Ehlres 1972, Pfitzer und Pape 1975, Winkler et al. 1984].
Remmerbach und Mitarbeiter hatten 1999 die ersten Ergebnisse zur
Treffsicherheit der Burstenbiopsie einschlie3lich der statischen DNA-
Zytometrie vorgestellt. Eine aktuelle Studie bestétigte die Ergebnisse
[Remmerbach et al. 2004]. Mit Hilfe der sogenannten nicht- invasiven
Birstenbiopsie konnte eine der histologischen Diagnostiken ebenbdrtigen
Sensitivitat von 97,8% bei 100%iger Spezifitit zur Abklarung von oralen
Leukoplakien und Erythroplakien erreicht werden [Remmerbach et al. 2004].
Boecking und Mitarbeiter (2004) erzielten in ihrer ebenfalls prospektiv
angelegten Studie eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitat von 97,4%
unter Anwendung der DNA- Zytometrie.

Die Methode der Brush- Biopsie ist nicht invasiv, erspart dem Patienten eine
unangenehme Gewebeentnahme fir die Histologie und bietet auch die
Moglichkeit der DNA- zytophotometrischen Untersuchung zur Abklarung der
Dignitdt von Dysplasien. Dies ist ndmlich an Gewebsproben mit nur sehr
grof3em technischem Aufwand maoglich.

Mit Hilfe der DNA- Bildzytometrie kann dann mittels DNA- Messung eine
Aneuploidie (grobe Abweichung von normalem, diploidem DNA- Gehalt)
festgestellt werden. Solche Veranderungen kommen in der Regel nur bei
Tumoren, manchmal auch bei Gutartigen vor. Dabei ist die Haufigkeit von DNA-
Aneuploidie bei Plattenepithelkarzinomen sehr hoch. Bei benignen

Verdnderungen der Mundschleimhaut dagegen null. Deshalb kann die DNA-
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Aneuploidie als Marker zur ldentifikation maligner Zellen in Abstrichen der

Mundhdhle angesehen werden.

Das Verfahren der DNA- Bildzytometrie ermdglichte es, die gemessenen Zellen
morphologisch zu beurteilen und durch Messung der Gesamtmenge der DNA
eine genetische Malignitatsgradierung vorzunehmen.

Im Prinzip handelt es sich um eine Messung der Lichtabsorption: diese ist nach
dem Lambert- Beer schen Gesetz der DNA- Menge proportional, so dass durch
Vergleich mit normalen Referenzzellen ein so genanntes DNA- Histogramm
aufgenommen werden kann.

Die Messung der integrierten, optischen Dichte der gefarbten Zellkerne erfolgte
interaktiv.am Monitor eines TV- Bildanalysesystems, welches mit einem
konventionellen Mikroskop gekoppelt wurde.

Daraus ergaben sich DNA- Histogramme, bei denen auf der y- Achse die
Anzahl der Zellkerne lag, zu denen ein jeweiliger DNA- Gehalt (x- Achse)
gehorte. Das DNA- Histogramm stellt somit eine Haufigkeitsverteilung der
optischen Dichte speziell angefarbter Zellkerne dar. Die Einheit, in der
gemessen wurde, ist ¢ (c= einem einfachen Chromosomensatz entsprechender

DNA-Gehalt).
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1.8 Ziel der vorliegenden Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, die diagnostische Treffsicherheit der
Zytologie und der DNA- Bildzytometrie zur Friherkennung von obligaten
Prakanzerosen der Mundschleimhaut zu ermitteln. Dabei wurde die Methode
der flussigkeitbasierten Zytologie verwendet.

Ubergeordnetes Ziel war es, mogliche Biomarker zur Karzinogenese oder als

Prognoseparameter fur intraorale Karzinome zu identifizieren.
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2 Material und Methode

2.1 Material und Studiendesign

In dieser Studie wurden Mundschleimhautproben von 10 gesunden Probanden,
von 17 Patienten mit Leukoplakien und von 10 Patienten mit manifesten
Mundhdhlenkarzinomen mittels Brush- Biopsie entnommen. Von den
Erstgenannten wurden 50 Abstriche genommen. Von den Zweitgenannten 69
Abstriche und von den Letztgenannten 36 Abstriche.

Die Schleimhautproben der gesunden Probanden stammten aus finf
verschiedenen Lokalisationen der Mundhohle: Die rechte und linke Seite der
Wangenschleimhaut, ebenfalls beide Seiten des Zungenrandes und vom
Mundboden. Bei den Patienten mit Leukoplakie oder mit manifestem
Mundhohlenkarzinom  wurde eine  Abstrichprobe vom  Areal der
morphologischen Gewebeveranderung bzw. malignen Entartung genommen,
zusatzlich vom Ubergang zwischen gesundem und befallenem Gewebe und
von der jeweiligen gegentber liegenden gesunden Seite.

Die Aufbereitung der Praparate erfolgte im zytologischen Labor der
Gynékologie des Universitatsklinikums Munster (Leiter: Prof. Dr. R. J. Lellé) mit
der Methode der Flussigkeitszytologie (liquid based cytology).

Es wurden pro Lokalisation mindestens 5 ThinPreps angefertigt. Das erste
Praparat wurde fur die zytologische Begutachtung nach Papanicolau gefarbt.

Anschlielend erfolgte eine Umfarbung des Praparats nach Feulgen fir die
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spezifische Anfarbung der DNA, deren Menge in den Zellkernen mit einem

computerunterstitzten Bildanalysesystems gemessen wurde.

gesunde Probanden

n=10

Mundschleimhautproben
mittels brush biopsie an
5 Lokalisationen

_b-

Leukoplakie Patienten n =17
Tumor Patienten n =10

!

Zytologie

Mundschleimhautproben
mittels brush biopsie an
2 bis 5 Lokalisationen

-

[ DNA - Bildzytometrie ]

Y

Y

Y

Diploidie

Polyploidie

Aneuploidie

Abb. 4: Studiendesign
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2.2 Methoden

2.2.1 Die Brush- Biopsie

Die Patienten wurden in der Tumorsprechstunde der Poliklinik fir Mund- Kiefer-
Gesichtschirurgie im Universitatsklinikum Munster vorstellig.

Nach Erhebung der Anamnese (Familien-, Allgemein- und Spezieller
Anamnese), folgte die extraorale Inspektion des Kopf- Hals- Bereiches und die
peri- und intraorale Untersuchung. Bei unklarem Schleimhautbefund wurde die
nicht invasive Brush- Biopsie zur Dignitatsabklarung angewandt. Fiur die o. g.
funf verschiedenen Lokalisationen der Mundhdhle wurde jeweils eine spezielle
Abstrichbirste verwendet. Diese wurde unter leichtem Druck mehrmals um die
eigene Achse auf der entsprechenden Lasion im Mund gedreht. Die
gewonnenen abgeschilferten Plattenepithelzellen wurden in je einen Behélter
mit PreservCyt- Losung (Alkohol- Fixativ) zur Herstellung eines ThinPrep-
Abstriches ausgewaschen.

Die Aufbereitung der Praparate erfolgte im zytologischen Labor der
Gynakologie des Universitatsklinikums Minster (Leiter: Prof. Dr. R. J. Lellé).
Hier wurden aus den Losungen mit Hilfe des ThinPrep 2000 Prozessors pro

Lokalisation mindestens 5 ThinPreps angefertigt.
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2.2.2  Anfertigen eines ThinPrep- Praparates

Der von der Firma Cytec Corp. (USA) hergestellte ThinPrep 2000 Prozessor
erlaubt die automatische Praparateherstellung in Dinnschichttechnik aus einer

Zellsuspension(Abb.5).

Abb. 5: Der ThinPrep 2000 Prozessor

Ein haftungsbeschichteter Objekttrager wurde in den ThinPrep 2000 Prozessor
eingespannt und der Behélter mit dem suspendiertem Zellmaterial hinein
gestellt. Ein Kunststoffzylinder, an dessen Boden eine Filtermembran
(TransCyt- Filter) gespannt war, taucht beim Starten des Programms in den

Behalter mit dem suspendierten Zellmaterial und schafft eine rotierende
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Bewegung. Das Zellmaterial wurde dispergiert, so dass Zelldetritus,
Erythrozyten, Leukozyten und Schleim ausgeschieden wurden. In der nachsten
Phase bildete sich im Kunststoffzylinder ein niedriges Vakuum und die Zellen
wurden an die AulRenflache der Filtermembran gesogen. Danach wurde die sich
im Zylinder befindliche Fixierlosung abgesaugt. Die Zellen auf dem Filter
wurden leicht auf den ThinPrep- Objekttrager gedriickt, so dass ein Zellpraparat
in einer dinnen Schicht (Mono-Layer- Praparat) in Form eines kreisrunden
Areal erzeugt wurde. AnschlieRend wurde der Objekttrager zur Konservierung
der Zellen sofort in ein Alkoholbad getaucht. Nun konnte das Praparat im

Farbeautomaten nach Papanicolaou gefarbt werden.

2.2.3 Die Farbung nach Papanicolaou

Die von Papanicolaou (1928) erarbeitete Farbetechnik wird heute in ihrer
standardisierten Form routinemaRig bei gynédkologisch- zytologischen
Untersuchungen zur Krebsdiagnostik verwendet. Die zytologische Praparate-
Farbung nach Papanicolaou beruht auf einer Kernfarbung mit Hamatoxylin und
anschlieBenden alkoholischen Zytoplasmafarbungen. Die Papanicolaou-
Farbung zeichnet sich durch eine sehr feine Anfarbung der Zellkerne und einer
hohen Transparenz des Zytoplasmas aus, so dass auch bei in Abstrichen
haufig vorkommenden Zelliberlagerungen die einzelnen Zellen gut zu
beurteilen sind.

Das ThinPrep- Praparat wurde wie folgt mit Hilfe eines Farbeautomaten nach

Papanicolaou gefarbt:
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bendtigte Losungen:
* Hamatoxylin nach Harris
* Orange G L6sung
* Polychromllésung EA 31 oder EA 50
e Polychromlésung EA 65
e 0,5%ige HCI Lésung
e Lithiumcarbonatlsg.
3 Tropfen gesattigte Li2CO3 - Lsg. auf 100ml destilliertes Wasser
» Fixierlésung

50ml 95%ig EtOH und 50ml 95% Diethylether mischen

Durchfuhrung:
» Ausstriche sofort nach Entnahme 5-10min in Fixierldésung geben
» absteigende EtOH-Reihe (80%ig, 70%ig, 50%ig) je kurz schwenken
* 6 min Eisenhamatoxylin nach Harris
* in destilliertem Wasser spiilen
» differenzieren in Salsédure-Alkohol
¢ 1 min Lithiumcarbonatlsg.
* 3 min fliessendes Leitungswasser
e aufsteigende Alkoholreihe
» 30 sec. 50% EtOH
30 sec. 70% EtOH
» 30 sec. 80% EtOH

» 30 sec. 100% EtOH
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« 3 min Orange G Lésung

* 4xin 96% EtOH spulen

* 5 min Polychromlésung EA 31, 50 oder EA 65 je nach Probenmaterial,
siehe oben

e 2xin 96% EtOH spulen

* 4 min Ethanol-Xylol-Gemisch (1:1)

e in Xylol spllen

« mit Eukitt eindecken

Farbeergebnis:
* Kerne: blau - blauviolett
» azidophile Zellen : Plasma rosa bis orangerot
* basophile Zellen : Plasma grin bis griinblau

* Leukozyten : blassrosa bis hellviolett

* Erythrozyten : rotorange bis rotbraun

2.2.4 Befundung der Praparate

Die zytologische Begutachtung der Praparate wurden gemal3 den allgemein
anerkannten diagnostischen Kriterien nach der Minchener Nomenklatur Il von
einer zytologisch- technischen Assistentin durchgefuhrt (s. Anhang).

Anschliel3end wurden alle Praparate von Frau Prof. Dr. A. Bankfalvi bewertet.
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2.2.5 Die Farbung nach Feulgen

Die Farbung nach Feulgen ist zurzeit die Methode der Wahl fir die Bestimmung
von DNA in histologischen und zytologischen Proben. Sie farbt spezifisch die
DNA an und setzt sich aus zwei Schritten zusammen:

Zuerst werden durch milde, saure Hydrolyse die Purinbasen von der
doppelstrangigen DNA abgetrennt und freie Aldehydgruppen erzeugt. Hierbei
ist es wichtig konstant eine Temperatur von 27<C einzuhalten, da ansonsten
gro3e Abweichungen in der Farbintensitat (integrated optical density, 10D)
resultieren. Im zweiten Schritt werden die freigelegten Aldehydgruppen mit
Schiffschem Reagenz farberisch dargestellt. Nun kann die Intensitat des
Farbstoffs im einzelnen Zellkern (I0D) photometrisch bestimmt werden.

Bei unseren Untersuchungen wurde das Papanicolaou gefarbte Praparat zuerst
mit Xylol behandelt, damit sich das Deckglas l6sen lasst. Die Farbung wurde

mit Hilfe eines speziellen Farbeautomaten durchgefuhrt.

Reagenzien

Bestandteile im DNA Farbekit nach Feulgen
Reagenz 1: 5 M Salzsaure 2 x 250 ml
Reagenz 2: Schiff- Reagenz 2 x 250 ml

Reagenz 3: Natriumdisulfit- Konzentrat 1 x 250 ml
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Vorbereitung:

Natriumdisulfit- Waschlésung

Zur Herstellung von ca. 100 ml Losung werden folgende Lésungen gemischt:
¢ Natriumdisulfit-Konzentrat (Reagenz 3) 5 ml
e Aqua dest. 95 mi

 HCI (Reagenz 1) 1 ml

Vorbereitung der Proben:
» Lufttrocknen fur 1 Stunde
» Fixierung in phosphatgepuffertem (pH = 7,0) 4%igem Formaldehyd fur
1 Stunde

* Waschen in flieRendem Leitungswasser fur 10 Minuten

Durchfiihrung:
e« HCI (Reagenz 1) bei 22T (x 0,5C) 50 min
e Aqua dest. 2 min
e Aqua dest. 2 min
« Schiff- Reagenz (Reagenz 2) bei Raumtemperatur 60 min
* Natriumdisulfit-Spullésung 3 min
* Natriumdisulfit-Spullésung 3 min
e Aqua dest. 2 min
e Aqua dest. 2 min
» Ethanol 50% 1 min

« Ethanol 70% 1 min
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« Ethanol 80% 1 min
« Ethanol 99% 1 min
e Xylol 1 min

* Mit Deckglas eindecken

Farbeergebnis:
Zellkerne: rot-violett

Zytoplasma und Hintergrund: sollten ungefarbt sein

Nach durchgefuhrter Feulgen- Féarbung ist eine Rickfarbung der Praparate
nach Papanicolaou ohne wesentlichen Oualitatsverlust mdglich, so dass die

Praparate wieder konventionell mikroskopisch beurteilbar sind.

2.2.6 DNA- Bildzytometrie

Nach der spezifischen Anfarbung der Zellkern-DNA nach Feulgen folgte die
photometrische Messung der integrierten optischen Dichte (IOD) der Zellkerne.
Die DNA- Bildanalyse wurde mit der Software Quick Auto Cyte der Firma Tripat
(Burlington, USA) in Kombination mit einem Lichtmikroskop der Firma Zeiss
(Jena) durchgefihrt. Die Messung erfolgte mit Hilfe eines PC-basierten Bild-
Analysesystems. Das Lichtmikroskop ist mit einer entsprechenden Farbkamera
ausgestattet und somit wurde das mikroskopische Bild auf den Monitor des

Computers ubertragen.

34



Material und Methode

Vor Beginn des eigentlichen MelRRvorgangs wurde das Mikroskop nach dem
Kohler'schen Beleuchtungsprinzip justiert. Die Lichteinstellung wurde an einem
leeren, d.h. zell- und artefaktfreien, Feld des Objekttragers durchgefiihrt. Fur die
DNA-Messungen wurde nur das Objektiv mit der 40-fachen Vergréfl3erung
verwendet. Vor jeder Bildanalyse musste das System erneut kalibriert werden.
Das gesamte Praparat wurde dann unter dem Lichtmikroskop durchgemustert,
um geeignete MelRRareale mit den fur die Analyse relevanten Tumorzellkernen
aufzusuchen. Nach entsprechender Funktionsauswahl aus der Menlleiste des
Computerprogramms wurde das mikroskopische Bild auf dem Monitor
~eingefroren”.

Innerhalb der Zellpopulation wurden, sofern vorhanden, mindestens 100
Zellkerne nach Zufallskriterien gemessen. Als Referenzzellen wurden ca. 30 im
selben Praparat befindlichen, morphologisch unauffallige diploide Zellen
gemessen. Mit Hilfe des mittleren 1I0D-Wertes der Referenzzellen kann der
DNA-Gehalt von 2c¢ (c= “content’) ruhenden normalen Epithelien festgelegt
werden. Die doppelte integrierte optische Dichte zum Beispiel einer Tumorzelle
in Relation zu einer Referenzzelle ergab einen DNA- Gehalt von 4c. Zur
Qualitatssicherung musste der Variationskoeffizient (CV) der
Referenzzellpopulation kleiner als 5% sein.

Die Abbildungen aller gemessenen Zellkerne (Image- Zytometrie) wurden zum
Zwecke einer nachtraglichen Qualitatskontrolle und fir die endgultige
diagnostische Interpretation in einer so genannten ,Image Gallery* des TV-
Bildanalysesystems gespeichert. So liel3 sich auch die Messung nicht

gewulnschter Zelltypen oder von Artefakten ausschliel3en.
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Die ermittelten MelRdaten eines jeden Praparates wurden gespeichert. Die
Software erstellte ein DNA- Histogramm mit der Verteilung des DNA- Gehalts
der gemessenen Tumorzellen im Verhéltnis zu den Referenzzellen.

Anschliel3end wurden fir jedes Praparat das Histogramm und die Zahlenwerte

ausgedruckt.

Abb. 6: TV-Bildanalysesystem AutoCyte QUIC-DNA zur diagnostischen
DNA- Bildzytometrie
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3 Ergebnisse

3.1 Zytologische Diagnostik

Die zytologische Auswertung der nach Papaniccolaou gefarbten Praparate
wurden geman den allgemein anerkannten, diagnostischen Kriterien nach der
Munchener Nomenklatur Il von einer zytologisch- technischen Assistentin
durchgefthrt (s. Anhang).

Anschlieend wurden alle Praparate von Frau Prof. Dr. A. Bankfalvi
begutachtet, standardisiert und nach der Nomenklatur fur die extragenitale
Zytologie der Deutschen Gesellschaft fir Pathologie und Zytologie bewertet.
Die extragenitalen zytologischen Diagnosen wurden in folgende vier Kategorien

eingeteilt:

»sicher negativ*:
Bdsartige Zellen sind nicht nachweisbar. Es liegen ausschliel3lich normale und/
oder proliferierte und/ oder reaktiv veranderte Zellen (entzindlich oder

degenerativ) vor. Die Malignitatswahrscheinlichkeit betragt 0%.

LZweifelhaft®:
Bosartige Zellen sind nicht sicher auszuschlie3en, in Fallen mit abnormen

Zellveranderungen (zum Beispiel mit leichten oder mafdigen Dysplasien).
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.dringender Verdacht":
Bdsartige Zellen liegen wahrscheinlich vor bei nur wenigen atypischen Zellen
oder bei nicht sicheren Malignitatskriterien atypischer Zellen (schwere

Dysplasie).

»sicher positiv*:
Bdsartige Zellen sind nachweisbar beim Vorliegen eindeutig maligner Zellen.

Die Malignitatswahrscheinlichkeit betragt 100%.

3.2 Kiriterien zur diagnostischen Beurteilung von DN A-Histogrammen

Die Kriterien zur diagnostischen Beurteilung von DNA- Histogrammen lassen
sich qualitativ in den Kategorien DNA- diploid, DNA- polyploid und DNA-

aneuploid auflisten (Tab. 1).

DNA - diploid STL > 1,80c < 2,20c

DNA - polyploid STL > 1,80c < 2,20c und > 3,60c < 4,40c

DNA - aneuploid abnorme STL < 1,80c > 2,20c oder < 3,60c > 4,40c

Tab. 1: Kriterien zur diagnostischen Beurteilung von DNA- Histogrammen
(STL = DNA- Stammlinie; 1c = DNA- Menge eines einfachen Chromosomen-

satzes)

Die folgenden Grafiken zeigen DNA- Histogramme aus unserer Studie zur

Veranschaulichung der genannten Kriterien.
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Eine normale Population proliferierender diploider Zellen zeigt in einem DNA-
Histogramm einen ersten Haufigkeitsgipfel bei 2c, entsprechend der GO/1-
Phase des Zellzyklus, und einen zweiten bei 4c, entsprechend der G2/M-

Phase (Abb.7).
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Abb. 7: DNA- Histogramm eines Abstriches von einer histologisch gesicherten
Leukoplakie ohne Dysplasie; gezeigt wird die Anzahl der gemessenen Zellen (n = y-
Achse) und ihr korrespondierender DNA- Gehalt (c = x- Achse) mit einer normalen,

diploiden Stammlinie bei 2c und einzelnen Werten bei 4c

Der Bereich zwischen beiden Gipfeln ist der Synthesephase zugeordnet. Zellen,
deren DNA-Menge zwischen 2c und 4c liegen, werden also nicht als aneuploid
gewertet, da nicht auszuschliel3en ist, dass es sich hierbei um euploide Zellen

in der S-Phase handelt. In einigen Geweben kann es physiologischerweise zu
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einer Vervielfachung des normalen Chromosomensatzes, entsprechend den
ganzzahligen Potenzen des normalen 2c- Gehaltes kommen (4c, 8c, 16¢, 32c,
usw.). Diese euploide Polyploidisierung kann auch beispielsweise durch HPV-

Infekte verursacht werden (Abb.8).
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Abb. 8: DNA- Histogramm einer chronischen, teils floriden Entziindung mit reaktiver
Akanthose und Hyperkeratose . Gezeigt wird eine euploid- polyploide DNA- Verteilung

mit Stammlinien bei 2c und 4c, sowie einzelne Werte bei 8c

Man spricht von Aneuploidie in der DNA- Zytometrie, wenn ein Zellkern keinem
euploiden oder polyploiden Chromosomensatz entspricht. Als sicher aneuploid
gelten also Zellen, deren DNA- Gehalt héher als 5c ist und nicht im Bereich

ganzzahliger Potenzen liegt (Bocking 1990). Ein DNA- Gehalt von >5c ist
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diagnostisch relevant (Bocking et al. 1984). Entsprechend liegt der DNA- Gehalt

hochaneuploider Zellen in einem Bereich von >9c¢ (Abb.9).
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Abb. 9: DNA- Histogramm eines histologisch gesicherten Plattenepithelkarzinoms der
Zunge. Verschiedene Aspekte von DNA- Aneuploidie werden gezeigt: abnorme
Stammlinien bei 2,4c; 4,8c; 7,5¢ und 12 Zellen > 9¢ (9¢ Ex.Event)

Nach selektiver Zellkernmessung erlauben bei der Histogrammanalyse zwei
Interpretationsmethoden, die Stammlinien- und die Einzelzellinterpretation, die
diagnostische Beurteilung. Anhand dieser beiden Interpretationsmethoden ist
es moglich je nach vorliegendem Gewebe, eine Dignitatsdiagnose zu stellen
oder eine Malignitatsgraduierung vorzunehmen.

Die Stammlinie beschreibt die am haufigsten vorkommenden Werte im DNA-

Histogramm. In der Stammlinie wird die GO/G1l-Phase der gemessenen
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Zellpopulation dargestellt. Obwohl die Stammlinieninterpretation als sehr
spezifisch anzusehen ist, setzt sie jedoch voraus, dass ein Groliteil der Zellen
durch Chromosomenabberation verandert ist. Das bedeutet, dass eine
geringfugige Abweichung der Zellkern- DNA im Vergleich mit Referenzzellen
nur durch Messung von mindestens Hundert verdachtiger Zellen bewiesen
werden kann. Lasst sich ein statistisch signifikanter Unterschied aufzeigen, so
kann DNA- Aneuploidie angenommen werden. Dieser Prozess kennzeichnet
die Stammlinieninterpretation.

Die Einzelzellinterpretaion ist im Vergleich zwar unspezifisch, aber deutlich
sensitiver. Dieser Interpretationsmodus schliel3t die so genannten rare Events,
wenige, aber eindeutig Malignitat- beweisende Zellen, mit ein. Zellen mit einem
DNA- Gehalt >=5c durfen in einem Préparat regelrecht gesucht werden.
Besonders sollten morphologische oder von der Farbintensitat auffallige Zellen
ausgewahlt werden. Sowohl um eine letale Mutation dieser Einzelzelle
auszuschlieRen, als auch den DNA- Gehalt von 4c bei Zellen in der
Mitosephase zu berlcksichtigen. Fir den Nachweis von Aneuploidie wird ein
Vorliegen von mindestens drei 5¢c exceeding events gefordert.

Die absolute Zahl gefundener Zellen mit einem DNA- Gehalt >5c heil3t 5c-
exceeding event und wird als Einzellzellinterpretation bezeichnet.

Als 5c- exceeding-rate wird der prozentuale Anteil der Zellen mit einer DNA
Menge von mehr als 5c, als 9c-exceeding-rate von mehr als 9c
(hochaneuploide Zellen) gewertet [B6cking 1990].

Weiterhin wird der DNA- Index (DI) zur Bestimmung der Ploidie herangezogen.

Der DI errechnet sich aus dem Quotienten des DNA- Gehaltes der gemessenen
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Zellpopulation zu dem der euploiden Referenzzellen. Der DNA- Index definiert
somit die Lage der so genannten Stammlinie. Ein DI von 1 entspricht somit

einer Stammlinie bei 2c, ein DI von 2,5 einer Stammlinie bei 5c.
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3.3 Ergebnisse

Das Untersuchungsgut bestand aus insgesamt 78 zytologischen Préparaten
von 25 Patienten. Die endgultigen Diagnosen der 78 Falle ergaben 15
histologisch gesicherte orale Plattenepithelkarzinome (Abb. 10), 3 Carcinoma in
situ, 27 Leukoplakien nach WHO- Kriterien [WHO 1997] (Abb. 11) sowie 33

entzindliche oder andere gutartige Veranderungen (Abb. 12).

Abb. 10: Histologiepraparat.

Diagnose: Plattenepithelkarzinom
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Abb. 11: Histologiepraparat.

Diagnose: Leukoplakie mit Dysplasie Grad 2

Abb. 12: Histologiepraparat.

Diagnose: normale Mundschleimhaut
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Das Patientenkollektiv setzte sich aus 12 Mannern und 13 Frauen zusammen.
Das Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 31 und
73 Jahren. Das Durchschnittsalter aller Patienten betrug 61,2 Jahre. Mit einem
mittleren Alter von 68,3 waren die Frauen bei der Diagnosestellung
durchschnittlich 15,4 Jahre alter als die Manner. Das mittlere Alter der Manner
war 52,9 Jahre.

Das Durchschnittsalter der Tumorpatienten lag bei 58,5 Jahre. Die Frauen
waren mit einem mittleren Alter von 60,1 im Schnitt 2 Jahre junger als die

Manner. Das mittlere Alter der M&nner betrug im Durchschnitt 58,1 Jahre.

Die zytologischen Diagnosen der 60 Praparate gutartiger Verdnderungen der
Mundschleimhaut (Abb. 13) setzen sich wie folgt zusammen (Tab. 2): 54 Falle
mit der Diagnose ,sicher negativ‘, 5 Falle ,zweifelhaft* und 1 Fall mit
»dringendem Verdacht".

Die Ergebnisse der DNA- Bildzytometrie (Abb. 14) ergaben in 57 Fallen ,DNA-

diploid/polyploid“ und in 3 Féllen ,DNA- aneuploid®.
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Abb. 13: Pap- ThinPrep-Praparat normaler Mundschleimhaut.

Diagnose des zytologischen Gutachten: ,sicher negativ”.

DNA - Bildzytometrie | Zytologie

sicher dringender zweifelhaft  sicher

positiv Verdacht negativ
DNA - aneuploid it 1 — 2
DNA - diploid, polyploid —_ e 5 52

Tab. 2: Ergebnisse der Zytologie und der DNA- Bildzytometrie der Praparate mit

gutartigen Veranderungen (n = 60)

Bei diesen 3 Praparaten, konnen wir mit grol3er Wahrscheinlichkeit von

Messungenauigkeiten durch Zellkernlberlagerung, Gewebenekrose,
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Degeneration oder Leukozyteninfiltration ausgehen. Bei den 5 Féllen, die nach
der zytologischen Befundung die Diagnosen ,zweifelhaft® und ,dringender
Verdacht* ergaben, ist das Vorliegen eines malignen Tumors weniger
wahrscheinlich, denn hier lieR die DNA- Messung keine chromosomale
Aneuploidie nachweisen, welche bei Malignomen haufig vorkommt. Daher
konnen wir bei diesen Fallen mit groB3er Wahrscheinlichkeit von reaktiven
Veréanderungen im Zellkern ausgehen. Eine histologische Absicherung der
Diagnose bei dem Fall mit der Diagnose ,dringender Verdacht wurde

empfohlen.

Abb. 14: Feulgen- ThinPrep- Praparat normaler Mundschleimhaut.
Ergebnis der DNA- Bildzytometrie: ,DNA- diploid®.
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Die zytologischen Gutachten der Praparate mit bosartigen Verdnderungen

(Abb. 16) lieferten folgende Ergebnisse (Tab. 3): 10 Falle ,sicher positiv*, 6

Féalle ,dringender Verdacht* und 2 Falle ,zweifelhaft".

Abb. 15: Zytologieabstrich eines Plattenepithelkarzinoms.

Diagnose des zytologischen Gutachten: ,sicher positiv“.

DNA - Bildzytometrie | Zytologie
sicher dringender zweifelhaft  sicher
positiv.  Verdacht negativ
DNA - aneuploid 9 6 2 —_
DNA - diploid, polyploid 1 — — —_—

Tab.3: Ergebnisse der Zytologie und der DNA- Bildzytometrie der Praparate mit

bosartigen Veranderungen (n = 18)
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Die Ergebnisse der DNA- Bildzytometrie (Abb. 16) wiesen in 17 Fallen DNA-

Aneuploidie auf und in einem Praparat wurde diploider DNA-Gehalt gemessen.

Abb. 16: Zyto- ThinPrep- Praparat eines Plattenepithelkarzinoms.
Ergebnis der DNA- Bildzytometrie: ,DNA- aneuploid®.

Das letzte Praparat wies wegen Kernuberlagerung Mangel auf und konnte
somit diagnostisch nicht zuverlassig beurteilt werden. Trotz dieser selten
vorkommenden Unsicherheit, wurden solche Praparate mit in die Studie
einbezogen.

In den Fallen bei denen die Diagnosen zwischen der konventionellen Zytologie
und der DNA- Bildzytometrie differierten, gab die Histologie Aufschluss dartiber,

welche Diagnose zutraf.
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3.3.7 Diagnostische Treffsicherheit

Um die Zuverlassigkeit der hier angewandten Methoden zu beurteilen,

bedienen wir uns der verschiedenen Mal3zahlen der diagnostischen
Treffsicherheit.

Die konventionelle Zytologie von 78 Praparaten, gewonnen an 25 Patienten in
dieser Studie, ergaben zusammenfassend eine Sensitivitat von 88,8% und eine
Spezifitat von 98,3%.

Die nachfolgend durchgefiihrte DNA- Bildzytometrie aller Préparate erreichte
eine Sensitivitat von 94,4% und eine Spezifitat von 95%.

Die Sensitivitdt der Zytologie gegenuber der Histologie lag bei 88,8% (95%
Konfidenzintervall: 65,2% bis 98,6%) und die Spezifitat bei 98,3% (95%
Konfidenzintervall: 91% bis 99,9%). Der positive pradiktive Wert betrug 94,1%
(95% Konfidenzintervall: 71,3% bis 99,8%) und der negative pradiktive Wert

96,7% (95% Konfidenzintervall: 88,6% bis 99,6%) (Tab. 4).

Zytologie Histologie

Negativ Positiv Summe
Positiv 1 16 17
Negativ 59 2 61
Summe 60 18 78

Tab. 4:

Sensitivitat und Spezifitét der Zytologie gegeniiber der Histologie (n = 78)
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Die Sensitivitdit der DNA- Bildzytologie betragt im Vergleich zur Histologie
94,4% (95% Konfidenzintervall: 72,7% bis 99,8%) und die Spezifitat 95% (95%
Konfidenzintervall: 86% bis 98,9%). Der positive pradiktive Wert ergab 85%
(95% Konfidenzintervall: 62,1% bis 96,7%) und der negative Wert 98,2% (95%

Konfidenzintervall: 90,7% bis 99,9%) (Tab. 5).

DNA- Histologie
Bildzytometrie

Negativ Positiv Summe
Positiv 3 17 20
Negativ 57 1 58
Summe 60 18 78

Tab. 5: Sensitivitdt und Spezifitat der DNA- Bildzytometrie gegentber der Histologie
(n=78)

Die kombinierte Auswertung der DNA- Bildzytometrie mit der konventionellen
Zytologie konnte eine Steigerung der diagnostischen Treffsicherheit erzielen.
Die Sensitivitat fur die Erkennung von malignen Zellen erreichte einen Wert von
97,3% (95% Konfidenzintervall: 73,9% bis 99,8%). Die Spezifitdt hatte dann
einen Wert von 99,9% (95% Konfidenzintervall: 92,3% bis 99,9%). Der positive
Vorhersagewert betrug 99,7% (95% Konfidenzintervall: 77% bis 99,9%). Der
negative Vorhersagewert 99,1% (95% Konfidenzintervall: 91,2% bis 99,9%)

(Tab. 6).
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DNA- Histologie

Bildzytometrie

und Zytologie Negativ Positiv Summe
Positiv 0 18 18
Negativ 60 0 60
Summe 60 18 78

Tab. 6: Sensitivitat und Spezifitat der DNA- Bildzytometrie und Zytologie gegentber

der Histologie (n = 78)

53




Diskussion

4 Diskussion

Fast 11.000 Falle von Mundhohlen- und Pharynxkarzinomen werden in
Deutschland jedes Jahr neu diagnostiziert [Burkhardt et al. 2006]. 5000 bis
6000 betroffene Patienten sterben jahrlich an dieser Erkrankung [Burkhardt et
al. 2006]. Das orale Plattenepithelkarzinom ist mit einem Anteil von 95% der
haufigste maligne Tumor des Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereichs und gehort
weltweit zu den sechs haufigsten Tumoren des Menschen [Reichart 2000].

Obwonhl die Mundhdhle ohne operativen Aufwand einsehbar ist und somit ideale
Bedingungen fur leicht durchfiihrbare Vorsorgeuntersuchungen gegeben sind,
werden die Mdglichkeiten der Friherkennung nicht gentigend genutzt. 70% der
Karzinome haben bereits eine Ausdehnung von Uber drei Zentimeter, wenn sie
zur Behandlung in eine Fachklinik kommen [Pape 1981]. Das spate Erkennen
und die Diagnose fiihren zu einer konstant hohen Mortalititsrate. Hiermit
verbunden ist meist im Endstadium eine extrem belastende Erkrankung mit
Gesichtsentstellung und psychosozialer Belastung fir Patient und Angehdorige.
Wahrend die Funfjahresuberlebensrate bei einer frihen Diagnose und
lokalisiertem Befund bei etwa 80% liegt, sinkt diese Rate in der gleichen
Beobachtungszeit bei Patienten mit bereits vorhandenen Metastasen oder bei
T4- Tumoren ohne Metastasen auf 20% [Sciubba 1999]. Daraus ist ersichtlich,
dass nur bei frihzeitiger Erkennung und Abklarung von unklaren
Schleimhautveranderungen es langfristig mdglich sein wird, die unakzeptabel
hohe Mortalitats- und Morbiditdtsrate des oralen Plattenepithelkarzinoms

entscheidend zu senken.

54



Diskussion

In der Regel gehen dem manifesten Krebs jahrelang prakanzerdse
Veréanderungen oft in ausgedehnten Schleimhautarealen voraus. Diese kénnen
zum Beispiel in Form von Leukoplakien, Erythroleukoplakien oder
Erythroplakien auftreten. Seit Jahren wird gefordert, dass alle im weitesten
Sinne malignitatsverdachtigen Schleimhautldsionen durch eine invasive
Exisionsbiopsie abgeklart werden sollten [Maerker und Burkhardt 1998, 2005;
Maerker et al. 2005]. Dies ist aber in Anbetracht der Haufigkeit derartiger
Lasionen und der Tatsache, dass die Giberwiegende Zahl der Lasionen harmlos
ist, nicht nur unverhaltnismaflig, sondern auch unrealistisch jeden
Mundschleimhautbefund der invasiven Biopsie zuzufuhren. Insofern bestand
bisher eine Licke zwischen invasiver Abklarung durch Exzisionsbiopsie auf der
einen Seite und der "Warten- und Beobachtungshaltung auf der anderen Seite
zum Nachteil des Patienten.

Auch die histologisch- morphologische Diagnostik, die den Goldstandard fur
die Abklarung der Karzinomdiagnose darstellt, erfullt bei der Diagnostik von
préakanzerésen Veranderungen nicht absolut die in sie gesetzten Erwartungen.
Insbesondere sind es die begleitende entzlindliche Reaktion, Lokalisation und
die Biopsie Technik, welche die Zuverlassigkeit der histologischen Diagnostik

negativ beeinflussen [Fischer et al. 2004].

Die Brush- Zytologie ist eine hoffnungsvolle, minimalinvasive Methode zur
Diagnose von Vorlauferlasionen des Mundhdhlenkarzinoms und des
Mundhdhlenkarzinoms selbst. Mit diesem Verfahren ist es einfach, schnell und

sicher zu bestimmen, ob eine suspekte Mundschleimhautlasion harmlos,
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prakanzerods oder karzinomat6s ist. Die Brush- Zytologie Uberbrickt die Licke
zwischen invasiver Abklarung durch Exzisionsbiopsie auf der einen Seite und
konservativer Behandlung und Beobachtung auf der Anderen, ohne den

Patienten zu belasten.

4.1 Diskussion Patientenkollektiv

Die in der Studie untersuchten Patienten stellen mit ihren unterschiedlichen
Mundschleimhauterkrankungen ein reprasentatives Patientenkollektiv dar.
Dabei handelt es sich nicht um ein selektives Patientengut, sondern um ein
zufallig ausgewahltes Patientenkollektiv in Form einer Stichprobe, deren
prozentuale Verteilung hinsichtlich ihrer Tumorcharakteristika mit denen der
Literatur Gbereinstimmt [Remmerbach et al.2004, Bécking et al. 2004, Maraki et

al. 2004].

4.2 Diskussion Epidemiologie und Atiologie des Plat tenepithelkarzinoms

Das Patientengut der hier prasentierten Studie ist vergleichbar mit jenen
anderer Autoren [Remmerbach et al. 2001, 2004; Bécking et al. 2004; Maraki et
al. 2004, 2006]. So Uberwogen in dieser Studie die mannlichen Tumorpatienten
mit 66,6% gegenuber den weiblichen mit 33,4%. Das mittlere Alter aller
Patienten betrug im Durchschnitt 61,2 Jahre. Das Durchschnittsalter der
Tumorpatienten lag bei 58,5 Jahren. Mit einem mittleren Alter von 60,1 Jahren

waren die Frauen bei der Diagnosestellung ,Plattenepithelkarzinom*
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durchschnittlich 2 Jahre junger als die Manner. Das mittlere Alter der Manner
war 58,1 Jahre. Das Patientengut von Remmerbach et al. (2004) bestand aus
127 Mannern und 78 Frauen. Das Durchschnittsalter aller Patienten betrug 59,3
Jahre. Das Durchschnittsalter der Tumorpatienten lag bei 60,3. Mit einem
mittleren Alter von 62,4 Jahren waren die Frauen durchschnittlich 5,1 Jahre
alter als die Manner (mittleres Alter 58,9 Jahre). Kosicki et al. (2007) berichten
in ihrer Studie mit 63 Mannern und 37 Frauen mit einem Durchschnittsalter von
55,6 Jahren. Die weiblichen Tumorpatienten waren mit einem mittleren Alter
von 57,3 Jahre im Schnitt 3,4 Jahre alter als die mannlichen (mittleres Alter
53,9 Jahre). Die Alters- und Geschlechtsverteilung der eigenen Patienten
entsprechen also den anderer Studien.

Eine mogliche Ursache fur die hthere Mannerquote bei der Erkrankung des
Plattenepithelkarzinoms kénnte darin liegen, dass das Geschlechtsverhaltnis
Manner zu Frauen bei den Alkoholikern etwa 3 zu 1 betragt [Herold 1998].
Chronischer Alkoholkonsum fuhrt zu morphologischer Veranderung der
Mundschleimhaut [Reichart 2000]. Neben dem Einflul3 des Alkohols ist auch
das Tabakrauchen bei den Mannern von grof3erer Bedeutung als bei den
Frauen [Homann et al. 2000, Muscat et al. 1996]. Frauen zeigen allgemein ein

besseres Gesundheitsverhalten.

Der Tabakgenuss in all seinen Formen sowie der Alkohol gelten als
Hauptrisikofaktoren bei der Entstehung prakanzerdser L&sionen und den
Mundhdhlenkarzinomen [Reichart 2000]. In unserer Studie lag der Anteil der

Raucher bei 60%. Die rauchenden Frauen waren mit 53,8% etwas schwacher
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vertreten als die rauchenden Manner mit 66,6%. Dieser hohe Rauchanteil findet
sich auch in anderen Studien [Remmerbach et al. 2001, Kosicki et al. 2007].
Alle Patienten mit der Diagnose eines manifesten Plattenepithelkarzinoms
gaben an seit Jahren mindestens 20 Zigaretten taglich zu rauchen. 83,3%
dieser Manner konsumierten auch taglich Alkohol, bei den Frauen waren es nur
25%. Alkohol und Tabak agieren in der Entstehung des Mundhdhlenkarzinoms
synergistisch, da die Permeabilitat der Mundhdhlenschleimhaut durch den
chronischen Alkoholkonsum erhéht wird und so die tabakassoziierten
Kanzerogene in tiefere Gewebeschichten diffundieren kénnen [Squier et al.
2003].

In unserer Studie wurden auch Ergebnisse bezlglich Zahnstatus und
Mundhygiene eruiert. Ein einziger Patient war vollstandig bezahnt. Dies sei auf
das junge Alter des Probanden von 31 Jahren zurickzufuhren. Bei 54% der
Frauen und bei 84,3% der Manner wurde die Mundhygiene schlecht beurteilt.
Es zeigte sich also insgesamt aufgrund der eigenen Patientendaten, dass
analog zu den Literaturangaben die Patienten mit malignen Prédkanzerosen
oder mit manifestem oralem Plattenepithelkarzinom typischerweise rauchen,

trinken und eine schlechte Mundhygiene aufweisen.
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4.3 Diskussion Methodik

4.3.1 Diskussion Brush- Biopsie

Die Grundlage der in unsere Studie angewandten Methode stellt die seit Jahren
in der Friherkennung des Zervixkarzinoms etablierte Exfoliativzytologie dar.
Der Mundhothle angepasst verwenden wir speziell hierfir entwickelte Bursten
zur Gewinnung reprasentativer Zellen. Der Entnahmevorgang sollte pro L&sion
mindestens vier- bis funfmal wiederholt werden, damit eine ausreichende
Anzahl von Epithelzellen zur zytopathologischen Untersuchung gelangen.
Dabei sollte die Burste mit leichtem Druck und gleichzeitiger Rotation um 360°
Uber die Lasion gefiuihrt werden, um fir die Diagnosestellung oberflachlich
abgeschilferte  Zellen, sowie mittlere und tiefe Zellverbande des
Gesamtepithels, zu erfassen. Untersuchungen mit nur einem Entnahmevorgang
fuhrten haufig zu insuffizienten Praparaten mit ungentigendem Zellmaterial
[Scheifele et al. 2004, Poate et al. 2004, Slater, 2004].

Die  Exzisionsbiopsie verbarg immer ein gewisses Risiko der
Krebszelldissemination. Da aber bei der Brush- Biopsie die Basalmembran
erhalten bleibt, ist die Gefahr der Krebszelldissemination ausgeschlossen
[Kusukawa et el. 2000].

Im Gegensatz zur klassischen Exsisionsbiopsie ist die Brush- Biopsie ein nicht
invasives, schmerzarmes Verfahren, das im Regelfall keine
Infiltrationsanasthesie und keinen Wundverschluss erfordert [Zunt 2001]. Durch
diese Technik wird dem Patienten die Angst vor Spritze und Skalpell

genommen und verhilft dem Arzt zu einer schnellen und kostenginstigen
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Methode der Probengewinnung [Remmerbach et al 2007, Hullmann et al.
2007]. Diese Methode ermoéglicht engmaschige Kontrollen oraler
Préakanzerosen und eine frihzeitige Erkennung maligner transformierter Zellen

[Christian 2002].

4.3.2 Diskussion DNA- Aneuploidie als Biomarker fur obligate

Prakanzerosen

Der Zellkern- DNA- Gehalt als Malignitdtsmarker wird heute allgemein
anerkannt [Bocking et al. 1985, 1998]. Weicht der DNA- Gehalt in einer
bestimmten Anzahl von Zellen von der Norm ab, aufgrund von Gewinn oder
Verlust einzelner Chromosomen, spricht man von DNA- Aneuploidie. Die
meisten Tumoren, auch gutartige, weisen von den ubrigen Korperzellen
abweichende numerische und/oder strukturelle Chromosomenabberationen auf,
die nicht in normalen oder reaktiv verdnderten Zellen vorkommen [Sandberg,
1990]. Der amerikanische Molekularbiologe Peter Duesberg beschreibt die
Entstehung einer Tumorzelle als Kettenreaktion mehrfacher
Aneuploidisierungen [Duesberg et al. 2004]. Dementsprechend nehmen die
meisten  Tumoren ihren  Anfang mit einer relativ  geringen
Chromosomenveranderung, die dann im Laufe der Jahre zunehmen kann. So
wurde die chromosomale Aneuploidie auch von Bocking und Motherby [1999]
als wesentlicher kausaler Faktor fiir neoplastische Transformation beschrieben.
Weil3t man zum Beispiel in Prostatazellen DNA- Aneuploidie nach, dann liegt

zweifelsfrei ein Prostatakarzinom vor [Baretton et al. 1993].
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Fur eine regelméRige Routine- Tumordiagnostik sind solche zytogenetischen
Untersuchungen jedoch zu zeitaufwendig und zu kostenintensiv. Daher bietet
sich alternativ an, den Nettoeffekt der chromosomalen Abberation auf den DNA-
Gehalt der Zellkerne als diagnostischen Marker zu nutzen [Remmerbach et al.
2004, 2007]. DNA- Aneuploidie ist das quantitative zytometrische Aquivalent
chromosomaler Aneuploidie [Knichel et al. 1986]. Die Aneuploidie kann mit
Hilfe der stochiometrischen Darstellung der DNA durch die Feulgen- Farbung
im Zellkern gemessen werden mittels der in unserer Studie angewandten DNA-
Bildzytometrie.

Schon in den Achtzigerjahren des vorigen Jahrhunderts wurden erste
Untersuchungen vorgelegt, die zeigten, dass die DNA- Bildzytometrie an Zellen
der Lunge [Auffermann und Boécking 1985], des Larynx [Bocking et al 1985]
oder der Cervix uteri [Bocking et al. 1986] deutlich friher krebsveranderte
Zellen erkennen kann als dies in der Histopathologie mdglich ist. Neuere
Untersuchungen belegen: In der Mundhdhle oder der Cervix uteri konnte durch
Nachweis von DNA- Aneuploidie in Abstrichen Krebs gut zwei Jahre friher als
mit der histologischen Untersuchung von Biopsien nachgewiesen werden
[Remmerbach et al. 2001, 2003; Maraki et al. 2004, 2005; Grote et al. 2003].
Dem Nachweis einer chromosomalen Aneuploidie in Dysplasien kommt damit
die Funktion eines Biomarkers flr obligate Prékanzerosen zu. Neue
Entwicklungen machten es moglich, dass die DNA- Bildzytometrie an
zytologischen Standardpraparaten durchgefihrt werden kann. Sie kann also im
Rahmen der zytologischen Routinediagnostik erfolgen und erspart dem

Patienten bei histologischer Aufarbeitung und Umfarbung nach Feulgen weitere
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Gewebeentnahmen. Remmerbach fand 2002 heraus, dass die von Untersucher
zu Untersucher schwankenden Ergebnisse auf die Entnahmetechnik der
erkrankten Zellen zuriickzufihren waren. Und so wurden in den letzten Jahren
deutlich bessere und aussichtsreichere Daten vorgelegt [Bockmuhl und

Petersen 2002; Duesberg et al. 2004; Remmerbach et al. 2004,2007].

4.3.3 Diskussion DNA- Bildzytometrie

Die histologisch- morphologische Diagnostik, die den Goldstandard fur die
Abklarung der Karzinomdiagnose darstellt, erfillt bei der Diagnostik von
prakanzerésen Veranderungen nicht absolut die in sie gesetzten Erwartungen.
In einer Studie von Burkhardt und Maerker (1978) entwickelten Lasionen, die
als geringgradige Dysplasie eingestuft wurden, in einem Beobachtungszeitraum
von funf Jahren in 3% ein Karzinom, solche mit mittelgradiger Dysplasie in 4%
und hochgradige Dysplasien und Carcinoma in situ in 43%. Abbey und
Mitarbeiter (1995) zeigten in ihrer Kklinischen Studie an 120 oralen
Biopsiepraparaten, dass die histologische Diagnostik, bis zu einem gewissen
Grade eine subjektive Untersuchung ist, die keine prognostische Aussage im
Einzelfall gestattet. Auch Giunta und Mitarbeiter (1969) stellten fest, dass 2,5%
der chirurgischen Probeentnahme durch den Pathologen histologisch falsch
begutachtet wurden. Das ergab eine Sensitivitat von 97,5%. Die Sensitivitat fur
die Histologie lag in unserer Studie fur die Erkennung von obligaten
Prékanzerosen oder Karzinomen bei 88,8%, die Spezifitdt bei 100%. In unserer

Studie ergab die chirurgische Probeentnahme an zwei Lokalisationen unklarer
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Mundschleimhautverdnderung nach histologischer Begutachtung keinen Anhalt
fur Malignitat. Die Brush- Biopsie und nachfolgende Auswertungen der
Zytologie und DNA- Bildzytometrie konnten eindeutig bdsartige Zellen bzw.
DNA- Aneuploidie feststellen. Eine weitere Biopsie bzw. die vollstandige
Entfernung der Lasionen wurden dringend empfohlen.

Mit den Erfolgen des Pap- Abstriches bei der Friherkennung des
Zervixkarzinoms der Frau seit den 50er- Jahren des vergangenen Jahrhunderts
wurde die einfache Exfoliativzytologie auch bei Mundschleimhautlasionen
angewendet. Die Zellen werden dabei auf abnorme Morphologien und
Keratinisierungen untersucht, welche charakteristisch fur Dysplasien oder auch
Karzinome sind. Sie konnte sich jedoch trotz zahlreicher Versuche fiur die
Mundschleimhaut nicht als geeignete Methode zur Krebsfriherkennung
behaupten, da die starker verhornte Mundschleimhaut ohne Umwandlungszone
einen negativen Vorhersagewert von 30- 60% erbrachte [Becker et al. 1966;
Dabelsteen et al. 1971; Folsom et al. 1972; Pape 1973]. Auch Studien die in
den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts eine verbesserte Sensitivitat und
Spezifitat mit dieser Technik prasentierten, konnten keine Beachtung finden
[Kaugars et al.1989; Ogden et al. 1992,1994]. So qilt die konventionelle
Exfoliativzytologie heutzutage als eine mdgliche Ergénzung zur klassischen
histopathologischen Untersuchung von oralen Geweben [Scuibba 1999].
Sciubba et al. (1999) stellten ein Verfahren zur computergestitzten
zytologischen Analyse (Oral CDx) vor, das speziell zur Erkennung von
epithelialen prakanzerdsen und kanzerdosen Zellen entwickelt wurde. Die

Beurteilung der Praparate erfolgt nicht direkt am Mikroskop. Bei diesem
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Verfahren filtert ein computergesteuertes Sortiersystem die am starksten von
der Norm abweichenden Zellen heraus. Diese werden dem Pathologen zur
Begutachtung in einer Bildergalerie am Bildschirm prasentiert. In der Literatur
wird jedoch eine hohe Zahl von inadaquaten Praparaten fir die Oral CDx-
Methode angegeben. So missen zwischen 2% und 7% der Birstenbiopsate
wiederholt werden, was zu einem vermeidbaren Zeitverzug in der
Diagnosestellung fihrt [Sciubba 1999, Scheiffele et al. 2004]. In unserer Studie
lag die Quote fir insuffiziente Préaparate unter 3%. Die mit dem Oral- CDx
Verfahren erreichbare Sensitivitdt wird mit Werten zwischen 71,4% und 100%
angegeben [Sciubba 1999, Poate et al. 2004, Scheiffele et al. 2004, Kosicki et
al. 2007]. Kritisch ist die Spezifitat dieser Methode zu betrachten, die in den
Studien bis hinunter zu 32% angegeben wird [Poate et al. 2004] und in
Ubersichten pathologischer Institute bisweilen unter 25% [Slater 2004]. Daraus
resultiert eine hohe Zahl von chirurgisch entfernten Lasionen mit zytologischen
Atypien, die gutartige histologische Diagnosen darstellten und nicht hatten
operativ entfernt werden mussen. Zu diesen nicht viel versprechenden Zahlen
des Oral CDx- Verfahrens sei noch erwahnt, dass der Laborautomat zum
Vorsortieren der zytologischen Praparate hochpreisig ist. Und aul3erdem
erschwert die verwendete Nomenklatur der OralCDx- Methode die

Vergleichbarkeit mit internationalen Studien.

In der hier prasentierten Studie wurde mittels der DNA- Bildzytometrie die
Menge an Erbsubstanz (DNA) pro Zellkern computeruntersttitzt am Mikroskop

guantitativ gemessen und analysiert. Die Mdglichkeit der subjektiven Auswahl
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der zu analysierenden Zellen bietet den Vorteil gezielt Zellen in Gebieten
auffalliger Epithelarchtiektur suchen zu kénnen. Mdogliche Fehlerquellen fur
Messungenauigkeiten konnen Uberlappungen von Kernen sein. Tumordses
Gewebe hat namlich die Tendenz zur Bildung von Zellkernhaufen mit
Kernkappungsfehlern. Dieses Problem kann aber zumindest teilweise durch
aufmerksames Durchmustern der Préparate, im Gegensatz zu dem
automatisierten Messverfahren Oral CDx, reduziert werden. In unsere Studie
lag die Quote fur Praparate mit Kernuberlagerungen bei 2,5%. Die
Arbeitsgruppe Remmerbach und Bécking hatte bereits 1999 erstmalig in
Europa ihre Ergebnisse zur Treffsicherheit der Brush- Biopsie einschliellich der
statischen DNA- Bildzytometrie vorgestellt. Eine weitere Studie dieser
Arbeitsgruppe bestétigte die Ergebnisse [Remmerbach et al. 2004]: Die
routineméanRige zytologische Begutachtung von 304 Fallen mit insgesamt 1328
Mundschleimhautabstrichen von 205 Patienten, erzielte eine Sensitivitat von
91,3% und eine Spezifitat von 95,1%. Die nachfolgende Bestimmung des DNA-
Gehalts mit der Methode der DNA- Bildzytometrie erreichte eine Sensitivitat von
95,5% und eine Spezifitat von 100%. Durch die kombinierte Auswertung der
zytologischen Befunde und der DNA- Bildzytometrie konnte eine Steigerung der
diagnostischen Treffsicherheit erzielt werden: die Sensitivitat ergab 97,8% und
die Spezifitat 100%.

Die Auswertungen der Brush- Biopsien unserer Studie mit dem Verfahren der
konventionellen Zytologie und DNA- Bildzytometrie bestatigen die Ergebnisse

der Arbeitsgruppe Remmerbach und Boécking.
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Die konventionelle Zytologie von 78 Praparaten, gewonnen an 25 Patienten in
dieser Studie, ergaben zusammenfassend eine Sensitivitat von 88,8% und eine
Spezifitat von 98,3%. Die nachfolgend durchgefihrte DNA- Bildzytometrie aller
Préaparate erreichte eine Sensitivitat von 94,4% und eine Spezifitat von 95%.

In der hier préasentierten Studie werteten wir die zytologischen Diagnosen
.Sicher positiv und ,mit dringendem Verdacht* als Beweis fur das
Vorhandensein bosartiger Zellen. Die nachfolgende histologische Begutachtung
bestétigte das Vorliegen von Tumorzellen und somit die Diagnose fir ein
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle. Zwei weitere histologisch gesicherte
schwere Dysplasien bzw. Carcinoma in situ wurden zytologisch als ,zweifelhaft"
bewertet. Die nachfolgende Untersuchung dieser Praparate mittels DNA-
Bildzytometrie konnte in beiden Préparaten DNA- Aneuploidie feststellen. Diese
Auswertung macht deutlich, dass bei allen nicht sicher tumorzell-negativen
Befunden, ergdnzend zur reinen zytologischen Untersuchung, eine quantitative
DNA- Messung erfolgen sollte [Remmerbach et al. 2004; Maraki et al. 2004,
2006]. In Ubereinstimmung mit anderen Studien [Remmerbach et al.
2001,2004; Maraki et al. 2004], konnten auch unsere Untersuchungen durch
eine Kombination beider Verfahren, der zytologischen Untersuchung und der
DNA- Bildzytometrie, eine Steigerung der diagnostische Treffsicherheit und
Reproduzierbarkeit zur Erkennung entarteter Zellen erzielen. Die Sensitivitat
betrug dann 97,3% bei einer Spezifitdt von 99,9%. Der positive Vorhersagewert
betrug 99,7%, der negative Vorhersagewert lag bei 99,1%.

Die DNA- Bildzytometrie ermdglicht durch das gezielte Aufsuchen der

Tumorzellen in gemischten Populationen die Ermittlung von hdheren
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Aneuploidieraten. Die kombinierte Anwendung beider Algorithmen bei der DNA-
Histogramm- Analyse, die Stammlinieninterpretation (abnorme Lage) und die
Einzelzellinterpretation (,rare events®), konnte die Erkennungsrate von
Karzinomen zusétzlich erhéhen. Die DNA- Bildzytometrie erlaubt somit eine
Krebsdiagnostik nicht nur sehr friilh sondern gelegentlich auch an sehr wenigen
Zellen [Remmerbach et al. 2001, 2003; Maraki et al. 2004, 2005]. Die hohe
Pravalenz von DNA- Aneuploidie lasst so auf eine hohe Prazision der DNA-
Messung schlieBen. Da die Préavalenz von messbarer DNA- Aneuploidie bei
Plattenepithelkarzinomen sehr hoch ist, bei benignen Mundschleimhaut-
veranderungen dagegen gleich null ist [Remmerbach et al. 2004], scheint dieser
Biomarker geeignet fur die Identifikation von obligaten Prakanzerosen. Eine
DNA- aneuploide Dysplasie gleich welchen Grades, stellt somit eine Indikation
zur  chirurgischen Entfernung der Verdnderung mit histologischer
Nachuntersuchung [Remmerbach et al. 2007].

Die orale nichtinvasive, schmerzarme Brush- Biopsie in Kombination mit der
DNA- Bildzytometrie ist als adjuvante Untersuchungstechnik zur Uberwachung
von fakultativen Prakanzerosen sowie zur Ermittlung von obligaten
Prékanzerosen bzw. Plattenepithelkarzinomen angezeigt.

Die DNA- Bildzytometrie ist sensitiv, reproduzierbar und Unterschiede bezuglich
der Dignitdt konnen herausgearbeitet werden. Der Vorteil dieses Verfahrens
bestent in der Moglichkeit der Messung von Routineprdparaten. Die
Uberprifung der Messergebnisse sowie ein Nachmessen der Praparate durch
vorheriges Abspeichern der gemessenen Bilder ist zu jeder Zeit mdglich. Die

Brush- Biopsie in Kombination mit der DNA- Bildzytometrie ist ein
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gebuhrenordnungsmaliig anerkanntes, preiswertes, weitestgehend
untersucherunabhangiges Verfahren zur Verbesserung der Treffsicherheit der
zythopathologischen Diagnostik, dass sich zudem mit der histologischen

Beurteilung messen und unnétige Probeexzisionen vermeiden kann.
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5 Schlussfolgerungen

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle zahlt weltweit zu den zehn
haufigsten Tumoren. Im Kopf- Halsbereich macht es tber 90% aller Malignome
aus. Die jahrliche Inzidenz liegt bei etwa 500.000 Neuerkrankungen weltweit.
Die Statistik zeigt, dass die Erkrankungshaufigkeit weiterhin tendenziell
ansteigt; ein Rickgang der Mortalitat ist derzeit nicht erkennbar.

Die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung des Mundhdhlenkarzinoms sind
Tabak und Alkohol bei schlechter Mundhygiene bei Individuen mit genetischer
Pradisposition. Die Primarpravention sollte darin bestehen, Risikofaktoren wie
den Tabak- und/oder Alkoholkonsum zu reduzieren. Ein erhdhtes Risiko tritt
zudem mit hoherem Lebensalter auf. Zu empfehlen wére bei solchen
Risikopatienten ein jahrliches Screening der Mundhohlenschleimhaut
durchzufihren.

Die  Fruherkennung von Prdkanzerosen oder Dbereits manifesten
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle scheint bis heute der einzige Weg zu
sein, die hohe Mortalitdts- und Morbiditatsrate bei Mundhdhlentumoren
entscheidend zu senken. Durch die Entfernung von Tumorfrihstadien oder
sogar von pramalignen Verdnderungen konnen die betroffenen Patienten
geheilt werden. Das Plattenepithelkarzinom der Mundho6hle hat sich bisher aber
einer wirksamen Fruherkennung entzogen. Die Abklarung verdachtiger
Mundschleimhautl&sionen forderte bisher eine invasive Exzisionsbiopsie. Dies
ist aber in Anbetracht der Haufigkeit derartiger Lasionen und der Tatsache,
dass die Uberwiegende Zahl der Lasionen harmlos ist, nicht nur

unverhaltnismafig, sondern auch unrealistisch jeden Mundschleimhautbefund
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der invasiven Biopsie zuzufiuihren. Dies fuhrt zu einer Verschleppungszeit bis
zur endglltigen Diagnose einerseits durch den Patienten, und andererseits

durch die Unsicherheit und damit "Warten und Beobachten Haltung” des Arztes.

Das in der vorliegenden Arbeit angewandte Verfahren der Brush- Biopsie mit
anschlieBender DNA- Bildzytometrie Uberbriickt die Licke zwischen invasiver
Abklarung durch Exzisionsbiopsie auf der einen Seite und konservativer
Behandlung und Beobachtung auf der anderen Seite, ohne den Patienten zu
belasten. Die mittels DNA- Bildzytometrie ermittelte Aneuploidie (aneuploide
Zellen > 5¢ und hochaneuploide Zellen >9c) in Dysplasien ist als Marker fur
Malignitdt anzusehen. Da die Pravalenz von messbarer DNA- Aneuploidie bei
Plattenepithelkarzinomen sehr hoch ist, bei benignen Mundschleimhaut-
veranderungen dagegen gleich null ist, scheint dieser Biomarker geeignet fur
die ldentifikation von obligaten Prékanzerosen. So sollte bei allen nicht sicher
tumorzell-negativen  Befunden, erganzend zur reinen zytologischen
Untersuchung, eine quantitative DNA- Messung erfolgen. Eine DNA-
aneuploide Dysplasie gleich welchen Grades, stellt damit eine Indikation zur
chirurgischen Entfernung der Veranderung mit histologischer
Nachuntersuchung.

Durch eine Kombination der Verfahren, der zytologischen Untersuchung und
der DNA- Bildzytometrie konnte in unserer Studie eine Steigerung der
diagnostischen Treffsicherheit und Reproduzierbarkeit zur Erkennung entarteter

Zellen erzielt werden.
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Die orale nichtinvasive, schmerzarme Brush- Biopsie in Kombination mit der
DNA- Bildzytometrie ist als adjuvante Untersuchungstechnik zur Uberwachung
von fakultativen Prakanzerosen sowie zur Ermittlung von obligaten

Prékanzerosen bzw. Plattenepithelkarzinomen angezeigt.
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6 Zusammenfassung

Fragestellung: Ziel der vorliegenden Studie war die Erarbeitung einer nicht- invasiven
und objektiven Methode zur Risikoabschatzung fur Karzinomentstehung in der
Mundhohle. Ubergeordnetes Ziel war es, mogliche Biomarker zur Karzinogenese oder
als Prognoseparameter fir intraorale Karzinome zu identifizieren.

Material und Methode: In dieser Studie wurden zytologische und DNA- zytometrische
Untersuchungen  durchgefiihrt an  mittels  Brush-  Biopsie  gewonnenen
Mundschleimhautproben von 10 gesunden Probanden, 17 Patienten mit Leukoplakien
und 10 Patienten mit manifesten Mundh6hlenkarzinomen.

Ergebnisse: Die zytologische Begutachtung der Praparate erzielte eine Sensitivitat von
88,8% und eine Spezifitdt von 98,3%. Die nachfolgend durchgefihrte DNA-
Bildzytometrie aller Praparate erreichte eine Sensitivitat von 94,4% und eine Spezifitat
von 95%. Die kombinierte Auswertung der DNA- Zytometrie mit der konventionellen
Zytologie konnte eine Steigerung der diagnostischen Treffsicherheit erzielen. Die
Sensitivitat fir die Erkennung von malignen Zellen erreichte einen Wert von 97,3%. Die
Spezifitdt hatte dann einen Wert von 99,9%. Der positive Vorhersagewert betrug
99,7%. Der negative Vorhersagewert 99,1%.

Schlussfolgerung: Die Anwendung der Brush- Biopsie mit anschlielender DNA-
Bildzytometrie Uberbrickt die Liucke zwischen invasiver Abklarung durch
Exzisionsbiopsie auf der einen Seite und konservativer Behandlung und Beobachtung
auf der anderen Seite, ohne den Patienten zu belasten. Die mittels DNA-
Bildzytometrie ermittelte Aneuploidie (aneuploide Zellen > 5c¢ und hochaneuploide
Zellen >9c) in Dysplasien ist als Marker fiur Malignitat anzusehen. So kann bei allen
nicht sicher tumorzell-negativen Befunden, erganzend zur reinen zytologischen
Untersuchung, eine quantitative DNA- Messung erfolgen. Eine DNA- aneuploide
Dysplasie gleich welchen Grades, stellt damit eine Indikation zur chirurgischen
Entfernung der Veranderung mit histologischer Nachuntersuchung.

Die orale nichtinvasive, schmerzarme Brush- Biopsie in Kombination mit der DNA-
Bildzytometrie ist als adjuvante Untersuchungstechnik zur Uberwachung von
fakultativen Prakanzerosen sowie zur Ermittlung von obligaten Prakanzerosen bzw.

Plattenepithelkarzinomen angezeigt.
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Anhang

8 Anhang

Minchener Nomenklatur I

Klassifikation zytologischer Befunde

Gruppe | Befund

Empfehlung

I Normales Zellbild, dem Alter entsprechend,
einschliellich leichter entziindlicher und
degenerativer Veranderungen sowie bakterieller
Zytolyse.

Kontrolle in einem
Jahr.

I Deutlich entziindliche Veranderungen an Zellen des
Plattenepithels. Zellen aus Regenerationsepithel,
unreife metaplastische Zellen, starkere degenerative
Zellver-anderungen, Para- und Hyperkeratose-
zellen. Zellveranderungen bei IUP, Zeichen einer
HPV-Infektion ohne wesentliche Kernver-
anderungen. Zeichen einer Herpes- oder
Zytomegalievirusinfektion.

Eventuell
zytologische
Kontrolle.

11l Unklarer Befund:

- Schwere entzlndliche, degenerative oder
iatrogene Zellverdnderungen, die eine sichere
Beurteilung zwischen gut- und bésartig nicht
zulassen.

- Auffallige Zellen eines Driisenepithels, deren
Herkunft aus einem Karzinom nicht sicher
auszuschlief3en ist.

Je nach klinischen
Befund kurzfristige
zytologische
Kontrolle oder
histologische
Abklarung.

11§D Zellen einer Dysplasie leichten bis mafRigen Grades
(Zeichen einer HPV-Infektion sollten besonders
erwahnt werden).

Kontrolle in 3
Monaten.

IV a Zellen einer schweren Dysplasie oder eines
Carcinoma in situ (Zeichen einer HPV-Infektion
sollten besonders erwéhnt werden).

Histologische
Klarung, ausnahms-
weise zytologische

Kontrollen.
IVb Zellen einer schweren Dysplasie oder eines Histologische
Carcinoma in situ. Zellen eines invasiven Karzinoms | Klarung.

nicht auszuschlielRen.

\% Zellen eines malignen Tumors

- Zellen eines Plattenepithelkarzinoms (verhornend
oder nicht verhornend)

- Zellen sonstiger maligner Geschwdlste.

Histologische
Klarung.
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