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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

5-ALA 5-Aminolavulinsaure

AgNOR Antigen nuclear organizer region

Cis Carcinoma in situ

d.h. das heift

DNA Desoxyribonukleinsaure

HE Hamatoxylin-Eosin

Ln-5 Laminin-5

SIN Squamdose intraepitheliale Neoplasie
Tn-C Tenascin-C

z.B. zum Beispiel



Akridinorange
DNA-Ploidie

Image-Zytometrie

Laminin-5

Negativer Vorhersagewert

Oral CDx®

P53

Positiver Vorhersagewert

Sensitivitat

Spezifitat

GLOSSAR

Fluorochrom zum Anféarben der DNA

charakterisiert den DNA Gehalt einer Zelle

Verfahren zur Bestimmung des DNA-Gehaltes
einzelner Zellkerne und von DNA-Histogrammen
ganzer Zellpopulationen

extrazellulares Matrixprotein, verantwortlich fir die
Zellhaftung an der Basalmembran Mikrosatelliten
nicht proteinkodierende Abschnitte der DNA
statistischer Parameter, der beschreibt, ob bei einem
negativen Testwert die Person nicht erkrankt ist

computergestitztes Analyseverfahren zur Diagnose

oraler Burstenbioptate

Gen zur Regulierung des automatisierten Zelltodes
bei genetischen Defekten einer Zelle; bei Defekt
dieses  Gens, kdnnen schadhafte  Zellen
immortalisiert werden

statistischer Parameter, der beschreibt, ob bei einem
positiven Testwert die Person tatsachlich erkrankt ist
statistischer Parameter, der beschreibt, ob eine
erkrankte Person ein positives Testergebnis erhalt
statistischer Parameter, der beschreibt, ob eine

gesunde Person ein negatives Testergebnis erhalt



Tenascin-C

Transformationszone

Zytokeratin

extrazellulares Glykoprotein. Verantwortlich far Zell-
bindung und Zellwanderung

Epidermisierungszone im Bereich des &uBeren
Muttermundes, an dem Zylinderepithel der Portio auf
Plattenepithel trifft

ist Uber die Bildung intermediarer Filamente an der

Ausbildung des zelluldren Verbundes beteiligt
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1. EINLEITUNG

Orales Plattenepithelkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle stellt eine maligne Neoplasie der
Mundschleimhaut dar. Die jahrliche Neuerkrankungsrate fir orale Plattenepithel-
karzinome wird flr Deutschland mit etwa 4000 bis 10000 angegeben [Howaldt et al.,
2000]. In den Vereinigten Staaten wurde die Neuerkrankungsrate 2002 auf 28900

Falle geschatzt [Neville and Day, 2002]. Die Mundhdhlenkarzinome gehdren zu den
Kopf-Hals-Tumoren, die weltweit an sechster Stelle in der Liste der haufigsten
malignen Tumoren stehen und fir etwa 350000 Krebstodesfalle pro Jahr
verantwortlich gemacht werden [Argiris et al., 2008]. Der Zeitpunkt der Diagnose-
stellung beeinflusst die Prognose erheblich und entscheidet wesentlich tber den Erfolg
einer moglichen Therapie [Kowalski und Carvalho, 2001]. Aufgrund der fehlenden
Schmerzsymptomatik im Frihstadium werden orale Plattenepithelkarzinome und ihre
Vorlauferlasionen nicht oder nur als Zufallsbefund bei der oralen Inspektion im
Rahmen der (zahn-) arztlichen Routineuntersuchung entdeckt [Guggenheimer et al.,
1989]. Eine Diagnoseverschleppung von mehr als vier Wochen bedingt eine signifikant
schlechtere Prognose [Kowalski and Carvalho, 2001]. Wahrend Tumoren in frihen
Tumorstadien haufig rein chirurgisch und mit geringen Einschrankungen der
Lebensqualitdt therapiert werden kdénnen, erfordern fortgeschrittene Mundhéhlen-
karzinome haufig multimodale und aggressivere TherapiemaBnahmen, die zu
erheblichen Folgen fur die betroffenen Patienten fihren kdnnen. Die Verbesserung der
therapeutischen Maoglichkeiten in den vergangenen 20 Jahren fUhrte im gleichen
Zeitraum nur zu einem geringen Zugewinn bei der 5-Jahres-Uberlebensrate oraler

Plattenepithelkarzinome [Bray et al., 1995; Adam, 2003; Argiris et al., 2008; Bocking et



al., 2004]. Wahrscheinlichste Erklarung hierflr ist die Verschleppung der Diagnose
zum einen durch den verspateten Arztbesuch des Patienten [Pape, 1981; Pape und
Gerlach, 1995], zum anderen in der spaten Diagnosestellung durch den erst-
behandelnden Arzt [Guggenheimer et al., 1989]. Erst in fortgeschrittenem Tumor-
stadium treten Symptome wie Schmerz, Blutung, Ulzeration und funktionelle
Beeintrachtigungen wie Schluck- und Sprechbeschwerden auf. Daher erfolgt die
Vorstellung des Patienten beim Arzt erstspat [Schleier et al., 2002]. Die
Diagnoseverschleppung durch den Arzt wird mit durschnittich 2-4 Monaten
angegeben und wurde als negativer Prognosefaktor in Studien bestatigt [Allison et al.,
1998; Amir et al., 1999; Kowalski und Carvalho, 2001; Teppo et al., 2003]. Weil das
klinische Bild oraler Veranderungen trotz unterschiedlicher Ursachen &hnlich ist, steht
der Kliniker oftmals vor der schwierigen Unterscheidung, ob eine harmlos scheinende
Lasion Zeichen eines malignen Geschehens ist [Silverman, 1988]. Zu oft wird die
Diagnose des Karzinoms durch den Behandler zu spat gestellt [Allison et al., 1998;
Wildt et al, 1995]. Systematische Friiherkennung bleibt die aussichtsreichste Strategie

zur Verminderung der individuellen Krankheitsbelastungen [Zavras et al., 2002].

Prakursorldsionen

Obwohl orale Plattenepithelkarzinome grundsétzlich auch in der klinisch gesund
erscheinenden Mundschleimhaut entstehen kénnen, bildet sich die groBe Mehrzahl auf
dem Boden langfristig bestehender und klinisch erkennbarer Vorlauferlasionen
[Forastiere et al., 2001; Scheifele und Reichart, 2003]. Diese Vorlauferlasionen gehen
Uberwiegend mit Verhornungsstérungen der Mundschleimhaut einher und erscheinen

unter dem klinischen Bild der Leukoplakien oder Erythroplakien. Erhebungen fir die
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Bundesrepublik Deutschland gehen von einer Leukoplakie-Inzidenz um 1,8 % in den
alten Bundeslandern und um 0,9 % in den neuen Bundeslandern aus [Reichart, 2000].
Da sich hinter dem rein deskriptiven Begriff der Leukoplakie kein einheitliches
Krankheitsbild verbirgt, ist die Haufigkeit der malignen Transformation in hohem MaBe
unterschiedlich und wird studienabhangig in einem Spektrum von 0,6 bis 18 %
angegeben [Reibel, 2003; Greenspan and Jordan, 2004]. Inhomogene Leukoplakien
besitzen im Vergleich zur homogenen Leukoplakie ein vier bis finfmal erhéhtes
Entartungsrisiko [Silverman et al., 1984]. Doch erfordern auch homogene Leuko-
plakien aufgrund einer Transformationsrate von bis zu 5 % [Burkhardt und Maerker,
1981; Silverman et al., 1984; Lind, 1987] eine engmaschige Nachsorge. Die
Transformationsraten von Erythroplakien und Leukoplakien mit erosiven Anteilen

liegen deutlich héher und erreichen bis zu 50 % [Reichart and Philipsen, 2005].

a b

Abbildung 1: Invasives Plattenepithelkarzinom.
a Invasives Plattenepithelkarzinom auf dem Boden einer homogenen Leukoplakie.

b Invasives Plattenepithelkarzinom auf dem Boden einer inhomogenen Leukoplakie.



Bei den Erkrankungsbildern, die mit einem erhdhten Entartungsrisiko einhergehen,
werden aus systematischen Griinden ,Vorlauferlasionen“ (Synonyme: Préakanzerosen
Prékursorldsionen) von ,pramalignen Konditionen® (Synonyme: potentiell maligne
Bedingungen, prakanzerdse Konditionen) unterschieden [Reichart, 2007].

Unter dem Begriff der ,Vorlauferlasion wird dabei die konkrete Manifestation an
umschriebener Stelle oder an mehreren Stellen der Mundschleimhaut verstanden. Im
Gegensatz dazu bezeichnet der Begriff der ,pramalignen Kondition® eine
Grunderkrankung, die durch eine generell erhéhte Entartungstendenz der
Mundschleimhaut charakterisiert ist.

Die klinisch bedeutsamen ,Vorlduferldsionen® in den industrialisierten L&andern sind die
Erythroplakie und die Leukoplakie [Scheifele und Reichart, 2003], die relevante
spramaligne Kondition“ stellt die Lichenerkrankung der Mundschleimhaut dar.
Zahlreiche andere Krankheitsbilder gehdéren ebenfalls zur Gruppe der ,pramalignen
Konditionen“ (Eisenmangelanamie, orale submukése Fibrose, Syphilis, Xeroderma
pigmentosum, Lupus erythematodes, Epidermolysis bullosa dystrophicans), spielen in
der Bevolkerung westlicher Industrieldnder aber eine untergeordnete Rolle [El Naggar
und Reichart, 2005].

Da der Begriff ,Préakanzerose® in der Vergangenheit recht haufig fir alle oben
genannten Krankheitsbilder verwendet wurde, sollte dieser Begriff zugunsten der
Bezeichnungen Vorlauferldsionen verlassen werden. Im weiteren Text wird daher

einheitlich von Vorlauferlasionen gesprochen.



Klinisches Erscheinungsbild der Vorlduferldsionen

Vorlauferlasionen bezeichnen einen konkreten Schleimhautbezirk mit morphologisch
verandertem Gewebe, in dem das Auftreten eines Karzinoms wahrscheinlicher ist als
in normaler Mundschleimhaut. Sie werden rein morphologisch-deskriptiv in homogene
und inhomogene Leukoplakie, verrukGse Leukoplakie, proliferative verrukOse

Leukoplakie, Erythroplakie sowie Erythroleukoplakie unterteilt.

Leukoplakie

Die Leukoplakie wurde von der WHO als eine weiBe, nicht abwischbare Mundschleim-
hautveranderung definiert, die klinisch und pathologisch keiner anderen Erkrankung zu
geordnet werden kann. Entsprechend gibt es keine histopathologische Definition der
Leukoplakie. Der Begriff Leukoplakie sollte daher nur als  klinische Diagnose
Verwendung finden. Orale Leukoplakien kénnen im Bereich der gesamten
Mundschleimhaut auftreten, finden sich bevorzugt aber im Bereich der bukkalen
Mukosa, im Bereich des Mundbodens, an der Gingiva und im Zungenrandbereich.

Im Laufe der Zeit sind verschiedene Klassifikationen fir die Beschreibung der
Leukoplakien der Mundhoéhle vorgeschlagen worden, in der Regel mit dem Ziel, die
Gefahr einer malignen Transformation naherungsweise anhand des klinischen Bildes
voraussagen zu kénnen. Gebrduchlich ist beispielsweise die Beschreibung als plane,
verruk0se oder erosive Leukoplakie mit ansteigendem Risiko der malignen
Transformation. Eine anderes Konzept unterscheidet die homogene Leukoplakie von
der inhomogenen Leukoplakie (mit granular oder nodular veranderter Oberflache)

(Abb. 2 a, b und 3 a, b).



Erythroleukoplakie

Die Erythroleukoplakie wird, je nach Klassifikation, den erosiven oder inhomogenen
Leukoplakien zugerechnet. Neben weiBllich veranderten Arealen finden sich rote
Schleimhautbezirke (Abb. 3). Das gesamte klinische Erscheinungsbild ist sehr viel
unruhiger als das der planen oder homogenen Leukoplakie und das Risiko der
malignen Entartung wird deutlich hdher eingestuft [Holmstrup et al., 2006; Neville and

Day, 2002].

Erythroplakie

Ahnlich der Definition der Leukoplakie stellt auch der Begriff der Erythroplakie die
klinische Beschreibung einer rétlichen Mundschleimhautveranderung dar, die keiner
anderen Erkrankung zu geordnet werden kann. Bevorzugte Lokalisation der
Erythroplakie ist der Mundboden, der Zungenrand, die Retromolarregion und der
weiche Gaumen (Abb. 4). In der Regel ist die Lasion gut von der physiologischen
Mukosa abgrenzbar, in manchen Fallen ist ein flieBender Ubergang vorhanden.
Zumeist ist die Erythroplakie schmerzlos. Gelegentlich wird jedoch ein Brennen

angegeben.

Proliferative verrukése Leukoplakie

Eine besondere Form der Leukoplakie stellt die proliferative verrukGse Leukoplakie
dar, die regelmaBig als Vorlaufer des verrukdsen Karzinoms und schlieBlich des oralen
Plattenepithelkarzinoms gesehen wird [Batsakis et al., 1999] (Abb. 5 a, b). In der
Literatur werden vier Stadien der Entwicklung einer proliferativen verrukdsen

Leukoplakie hin zum Karzinom genannt: Hyperkeratose ohne Entwicklung einer
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epithelialen Dysplasie, verrukG0se Hyperplasie, verrukdses Karzinom, orales
Plattenepithelkarzinom [Murrah und Batsakis, 1994; Batsakis et al., 1999]. In frihen
Stadien fehlen dem hyperplastischen Epithel die typischen Kriterien der Dysplasie mit
signifikanten Veranderungen der Zellarchitektur und —morphologie, was zur
Unterschatzung der Lasionen flihren kann [van der Waal und Reichart, 2007].
Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit der Transformation in ein verrukdses
Karzinom, die in der Literatur mit bis zu 70% angegeben wird [Silverman und Gorsky,
1997], und der erhdhten Aggressivitdt im Vergleich zu anderen Formen der
Leukoplakie [Morton et al., 2007], bedarf sie einer raschen chirurgischer Intervention
[El Naggar und Reichart, 2005]. Es wird empfohlen, die proliferative verrukdse
Leukoplakie analog dem Carcinoma in situ zu behandeln [Reichart und Philipsen,

2003; ElI Naggar und Reichart, 2005]. Die proliferative verrukése Leukoplakie neigt zur

multifokalen Ausbreitung und zum Wiederauftreten nach Therapie [Krahl et al., 2008].



Abbildung 2: Homogene Leukoplakie.
a Typisches klinisches Erscheinungsbild im Mundboden.

b Flachiger Befund in der linken Wange.

Abbildung 3: Inhomogene Leukoplakie.

a Lokalisation im anterioren Mundboden links ausgepréagter als rechts.

b Ausdehnung Uber den gesamten anterioren Mundboden beidseits.



Abbildung 4: Erythroplakie:

Flachige Erosionszone der Wangenschleimhaut (Histologisch: Carcinoma in situ,

entsprechend SIN IIl)



Abbildung 5: Verrukbse Mundschleimhautveranderungen.

a Verrukése Leukoplakie im Bereich des Unterkiefervestibulums.
b Proliferative verrukdse Leukoplakie (PVL) im Bereich des UK Alveolarfortsatzes,

diese Sonderform geht mit einem sehr hohen Entartungsrisiko einher.
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Abbildung 6: Erythroleukoplakie im Bereich des harten Gaumens.

Zusatzlich liegt bei diesem Patienten im vorderen Gaumengewdlbe auch eine
Raucher-Leukokeratose vor, d. h. eine reaktive Schleimhautveranderung, die selbst

keine Entartungstendenz zeigt
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a b

Abbildung 7: Endophytisches und exophytisches Wachstumsmuster.
a Endophytisch wachsendes Mundbodenkarzinom.

b Exophytisch wachsendes Zungenrandkarzinom.
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1.1 Histopathologische Einteilung der Vorlauferlasionen oraler
Plattenepithelkarzinome nach der WHO-Klassifikation 2005

Die aktuelle WHO-Klassifikation der oralen Tumoren fasst die prakanzerésen Lasionen
des Plattenepithels (Synonyme: Prakanzerosen, Prakursorldsionen Dysplasien,
pramaligne Lasionen) unter dem Terminus epitheliale Vorlauferldsionen zusammen.
Die epithelialen Vorlauferlasionen werden anhand von histologischen Kriterien der

gestdrten Plattenepithelarchitektur und der zytologischen Atypie klassifiziert (Tabelle 1)

[Gale et al., 2005].

Irregulare Epithelschichtung Abnorme Variation der KerngréBBe
Verlust der Ausrichtung der Basalzellen Abnorme Variation der Kernform
Tropfenférmige Reteleisten Abnorme Variation der ZellgréBe
Steigerung der Mitosezahl Abnorme Variation der Zellform

Vorzeitige Keratinisierung in Einzelzellen | Pathologische Kern-Plasma-Relation,

(Dyskeratose) Hyperchromasie der Kerne

Keratinperlen innerhalb der Retezapfen Atypische Mitosefiguren

Tabelle 1: Histologische Kriterien zur Diagnose epithelialer Prakursorlasionen der

Mundhdhle modifiziert nach Gale und Mitarbeitern [Gale et al., 2005]
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Im Gegensatz zur bisherigen WHO-Klassifikation werden nun in der aktuellen

Nomenklatur drei Typisierungs- und Graduierungssysteme epithelialer Vorlaufer-

lasionen gleichberechtigt nebeneinander geflhrt (Tabelle 2).

Squamdse Hyperplasie Squamdse (einfache)

Hyperplasie

Leichte Dysplasie SIN | Basale und parabasale

Hyperplasie (abnorme

Hyperplasie)
Mittelgradige Dysplasie SIN I Atypische Hyperplasie

(Risikoepithel)
Schwere Dysplasie SIN I Atypische Hyperplasie

(Risikoepithel)
Carcinoma in situ SIN I Carcinoma in situ

Tabelle 2: Gegenlberstellung der aktuellen Klassifikationen der Vorlauferlasionen

modifiziert nach Gale und Mitarbeitern [Gale et al., 2005]
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Die gleichrangige Verwendung von drei alternativen Typisierungs- und
Graduierungssystemen epithelialer Vorlauferlasionen vereinfacht zwar nicht die
Kommunikation, gestattet aber den Konsens, dass die drei alternativen
Klassifikationssysteme sowohl in der Mundhéhle, im Oro- und Hypopharynx sowie im
Larynx und in der Trachea angewandt werden kdnnen.

Die morphologischen Kriterien graduieren das Risiko der malignen Transformation und
bestimmen das diagnostisch-therapeutische Konzept. Wahrend squamése (einfache)
Hyperplasie und Basalzell- bzw. Parabasalzellhyperplasie (entspricht leichter
Dysplasie bzw. SIN I) noch eine Beobachtungsstrategie erlauben, sollten Lasionen mit
einer atypischen Hyperplasie (entspricht einer mittelgradigen bis schweren Dysplasie

bzw. SIN II-1ll) und Carcinoma in situ (SIN Ill) entfernt werden [Kiffer und Lombardi,

2002; Driemel et al., 2006].

Abbildung 8: Histologisches Bild irregularen Plattenepithels.

a Squamése Hyperplasie oder leichte Hyperplasie (Fehlen zytologischer und
struktureller Atypien, nur Vermehrung der Epithelzellzahl).

b Leichte Dysplasie, SIN | oder abnorme Hyperplasie (Vermehrung der Basalzellen
bzw. parabasalen Zellen, nur geringgradige architektonische Alteration des basalen

Drittels des Plattenepithels und zytologische Irregularitaten).
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Abbildung 9: Histologisches Bild irreguléaren Plattenepithels.

a Mittelgradige Dysplasie, SIN Il oder atypische Hyperplasie (bereits gut sichtbare
zytologische Irregularitdten und architektonische Alteration bezieht das mittlere Drittel
des Epithels mit ein).

b Schwere Dysplasie, SIN Ill oder atypische Hyperplasie (eindeutige zytologische

Atypien, Architekturstérung auch des oberen Drittels des Plattenepithels).
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Abbildung 10: Histologisches Bild irregularen Plattenepithels.

a Carcinoma in situ oder SIN Il (architektonisch und zytologisch alle Merkmale des
karzinomatdsen Plattenepithels mit Ausnahme der Invasion).

b Invasives Plattenepithelkarzinom (Basalmembran durchbrochen).
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1.2 Weitere nicht invasive Verfahren zum Monitoring der Mundhohle

1.2.1 Toluidinblau

Toluidinblau (OraTest®, OraScan®, OraScreen®) zéhlt wie die Lugolsche Lésung und
Methylenblau zu den absorptiven Farbstoffsubstanzen. Fir die Intravitalfarbung wird
eine 1 %ige Toluidinblau-L6sung auf die Mundschleimhaut aufgetragen und nach einer
ein- bis zweimintigen Einwirkzeit mit 2 %iger Essigsaure wieder entfernt [Johnson,
1999]. Toluidinblau diffundiert in die Zellen und farbt die Nuklei. Maligne veranderte
Schleimhautareale kdnnen aufgrund der gréBeren Kern-Plasma-Relation vom
physiologischen Gewebe durch eine intensivere Blaufarbung unterschieden werden
[Johnson, 1999; Niebel und Chomet, 1964]. Die Methode soll insbesondere bei
Patienten mit starker Exposition zu Risikofaktoren [Mashberg und Samit, 1995] sowohl
helfen, sichtbare L&sionen hinsichtlich ihrer Dignitat besser einordnen zu kdnnen, als
auch eine optisch gezielte Biopsie ermdglichen [Epstein et al., 1992]. Da aber auch
nicht maligne proliferationsaktive Bezirke ein vergrdoBertes Kern-Plasma-Verhaltnis
zeigen kdnnen, kénnen bei gutartigen Hyperplasien und entzindlichen Veranderungen
falsch positive Ergebnisse auftreten und die Spezifitdt sowie den positiven
Vorhersagewert der Methode begrenzen (Tabelle 3). Demzufolge kann die Methode
Vorlauferlasionen nicht zuverlassig detektieren [Onofre et al., 2001] und ihr Nutzen
begrenzt sich auf die Identifizierung invasiver, aber noch symptomarmer Karzinome,
welche bei einer klinischen Untersuchung eventuell Ubersehen werden kdnnten

[Ephros et al., 1999; Missmann et al., 2006].
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1.2.2 Photodynamische Diagnose (PDD, Fluoreszenzdiagnostik)

In der photodynamischenDiagnose desMundhdéhlenkarzinoms und seiner
Prakursorlasionen wird als photosensibilisierender Farbstoff insbesondere 5-
Aminolavulinsaure (5-ALA), die korpereigene Ausgangssubstanz der Ham-Synthese,
verwendet. Im Uberschuss topisch verabreicht, stimuliert 5-ALA in dysplastischem -
und in karzinomatésem Gewebe eine verstarkte Bildung und intrazelluléare
Akkumulation von stark fluoreszierendem Protoporphyrin IX, das durch kurzfristige
Einwirkung von Licht einer Wellenlange von 405 nm angeregt wird [Chang und Wilder-
Smith, 2005; Leunig et al., 1996]. Die Fluoreszenzbefunde gelten als suspekt und
kénnen biopsiert werden. Bei der Detektion oraler Plattenepithelkarzinome zeigt die
Methode zwar eine hohe Sensitivitat, aber eine eingeschrankte Spezifitat (Tabelle 3).
Problematisch sind die falsch positiven Befunde insbesondere bei vorbestrahlten
Patienten [Betz et al., 2002; Schleier et al., 2002; Zenk et al., 1999], so dass sich die
photodynamische Diagnose nicht fur die Rezidiv- bzw. Zweittumordiagnostik bei zuvor
radiierten Patienten eignet [Zenk et al., 1999]. Da verschiedene Bakterienstamme der
Mundhoéhle bei Inkubation von 5-ALA ebenfalls Protoporphyrin IX bilden [Doss und
Philipp-Dormostro, 1973], sind im Rahmen der photodynamischen Diagnose
professionelle HygienemaBnahmen zur Erhéhung der Spezifitdt notwendig [Schleier et
al., 2002]. Ein Intervall von ungefédhr einer Stunde zwischen professionellen
HygienemaBnahmen und der Applikation des Photosensibilisators 5-ALA sowie von
etwa drei Stunden zwischen Applikation des Photosensibilisators 5-ALA und der
Bildung einer fur die Fluoreszenzmessung ausreichenden Menge Protoporphyrin IX
[Schleier et al., 2002] schranken die Praktikabilitdt der Photodynamischen Diagnose in
der ambulanten Tumorvor- und nachsorge stark ein. Da bereits geringe Mengen
Glukose die Bildung von Protoporphyrin IX beeinflussen, wird zudem eine strikte

Nahrungskarenz wahrend dieses Zeitraumes von 4 Stunden notwendig [Zenk et al.,
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1999]. Dieses verlangt ein stringentes Patientenmanagement und ist unter
Berlcksichtigung der begrenzten Compliance gerade der Patienten mit erhéhtem

Risiko fur die Entwicklung eines Mundhd6hlenkarzinoms schwierig zu realisieren.
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1.2.3 Autofluoreszenz

Autofluoreszenz bezeichnet die biologische Eigenschaft von Gewebe, aufgrund
endogener Fluorophore, wie z.B. Flavin, Tryptophan, Elastin und Kollagen, bei
Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange zu fluoreszieren [Betz et al., 1994;
Policard, 1924]. Wahrend in maligne transformierten Zellen der anaerobe Glykolyse-
Zyklus dominiert, findet in normalen Zellen vornehmlich der aerobe Glykolyse-Zyklus
statt. Das Mononukleotid Flavin fungiert im aeroben Glykolyse-Zyklus als Coenzym,
wéahrend es im aeroben Glykolyse-Zyklus fehlt. Wird es mit blauem Licht stimuliert,
fluoresziert Flavin grin und differenziet so das gesunde vom karzinomatdsen
Gewebe, welches sich dunkel darstellt [Baletic, 2004]. Im Gegensatz zur
Photodynamischen Diagnose erfordert die Autofluoreszenz keine medikamentdse
Gabe von Photosensibilisatoren. Die Pharmakokinetik und die spezifischen
Eigenschaften der Photosensibilisatoren wie Gewebespezifitdt, Toxizitdt bzw.
Dunkeltoxizitat, Singulett-sauerstoffproduktion, Teratogenitat und Mutagenitat missen
nicht bericksichtigt werden. Die zeitaufwendige Vorbereitung der Photodynamischen
Diagnose entféllt. lIhr Stellenwert in der Diagnostik epithelialer Tumoren findet sich in
den unterschiedlichen medizinischen Teilbereichen in der Erprobung [Baletic, 2004;
DaCosta et al., 2005]. Da neben der malignen Transformation auch andere
pathologische Prozesse, wie z. B. Entzindungen und Ischédmie, den metabolischen
Zustand einer Zelle und somit den oxidativen Zustand des Gewebes beeinflussen, sind

falsch positive Félle nicht sicher auszuschlieBen.
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Toluidinblaulésung

Portugal et 50 100 50 86 100
al. (1996)
Epstein et 81 100 52 51 100
al. (1997)
Onofre et 50 77 67 43 89
al. (2001)
Ram and 46 70 25 86 11
Siar (2005)
Gandolfo et 18 100 56 69 100
al. (2006)

Photodynamische Diagnose

Leunig et 58 99 60 77 97
al. (2000)

Schleier et 198 96 73 88 93
al. (2002)

Sharwani et 71 84 89 87 87
al. (2006)

Tabelle 3: Ergebnisse mittels Toluidinblaufarbung und photodynamischer Diagnose
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass trotz der Verbesserungen hinsichtlich
Entnahmetechnik und Auswertungsmethodik, zytologisch morphologische Unter-
suchungsverfahren und der oben genannten, erganzenden Verfahren die Bulrsten-
biopsie bislang nicht ,zum Ausschluss® von Malignitat bei klinisch suspekten Lasionen
verwendet werden sollte. Sie stellt vielmehr eine erganzende, ,absichernde” Strategie
dar, die frihzeitig ,Hinweise“ auf die neoplastische Natur einer Mundschleimhautlasion
geben kann [Eisen, 2002, 2005; Driemel et al., 2007; Kosicki et al., 2007].

Sowohl bei positivem Befund in der Biirstenzytologie als auch bei einer trotz negativem
Befund in der Buirstenzytologie fortschreitenden Lasion ist eine klassische
Skalpellbiopsie zwingend indiziert [Driemel et al., 2005, 2007; Burkhardt et al., 2006].
Die histopathologische Begutachtung bleibt daher weiterhin der Goldstandard in der
definitiven Diagnostik maligner oraler Lasionen [Suhr et al., 2000; Hullmann et al.

2007].
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1.3 Orale Exfoliativzytologie

Erste Ansatze zur zytologischen Befundung maligner Prozesse des Oropharynx
lassen sich bereits in der 2. Halfte des 19. Jahrhunderts bei Beale [Beale, 1860]
finden, der die natlrliche Exfoliation von Zellen aus dem Sputum zum Nachweis von
Malignomen nutzte. Achtzig Jahre spater erfolgten deskriptive Analysen der
Zellstruktur [Weinmann, 1940] und — beeinflusst von gynékologischen Unter-
suchungen — Analysen einer zyklusabh&ngigen Zellmorphologie an oralen
Abstrichpraparaten [Brandenburg und Grulms, 1956; Ziskin et al., 1948; Ziskin und
Moulton, 1948].

Einen neuen Impuls erhielt die zytologische Malignomdiagnostik durch die Arbeiten
von Papanicolaou und Traut [Papanicolaou, 1942; Papanicolaou und Traut, 1943]
(Abbildung 11). lhnen gelang durch farberische Aufarbeitung gynékologischer Ab-
striche der Nachweis maligner Verédnderungen der Zervixschleimhaut. Morrison et al.
[Morrison et al., 1949] Ubertrugen die Methodik nach Papanicolaou auf Karzinome
des Nasopharynx, gefolgt von Montgomery und von Haam [Montgomery und von
Haam, 1951], die als Erste zytologische Praparate zur Diagnose von Mundschleim-
hautveranderungen verwendeten. Sekunddr wurde die potenzielle zytologische
Nachweisbarkeit oraler epithelialer Tumoren tierexperimentell belegt [Camilleri und

Smith, 1964; Hanks et al., 1969; Salley, 1954; Stahl, 1963] (Tabelle 4).
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Nachweis von Karzinomen des Pharynx durch

1860 Beale

zytologische Sputumanalyse

Untersuchung des Keratinisierungsgrades der
1940 Weinmann

oralen Mukosa durch Abstriche

Untersuchung der Zyklusabhangigkeit der
1941 Ziskin et al.

Mundschleimhaut
1942 Papanicolaou Farberische Aufarbeitung vaginaler Abstriche

Papanicolaou and | Nachweis von Uterusmalignomen durch vaginale
1943
Traut Abstriche

Zytologischer Nachweis von Malignomen des

1949 Morrison et al.

Nasopharynx

Tabelle 4: Wichtige Schritte in der Entwicklung der oralen Zytologie
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Abbildung 11: George Nicolas Papanicolaou, Pathologe und Anatom

*13. Mai 1883 in Kymi, Griechenland, T 19. Februar 1962 in New York, USA
Studierte bis 1907 Medizin an der Nationalen und Kapodistrias Universitat in Athen
und promovierte 1910 an der Ludwigs-Maximilian-Universitat in Minchen. Seit 1947
war er Professor und Leiter des Department of Clinical Anatomy der Cornell University
in New York. Mit der von ihm entwickelten Spezialfarbung gelang es, zytologische
Abstriche der Gebarmutter zu klassifizieren, und bedeutende Fortschritte in der
Friherkennung des Cervixkarzinoms zu machen. Dank der verbesserten Diagnostik
konnte die Radikalitdt der damaligen operativen Therapie reduziert werden. Seine
Arbeiten gaben einen wichtigen Impuls zur Etablierung der zytologischen Diagnostik in

der Mundhohle.
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1.4 Methodische Entwicklung

Erste methodische Modifikationen sollten die Qualitdt und damit die
Interpretierbarkeit des zytologischen Abstrichs erhéhen. So wurden Versuche
unternommen, die Aufnahme atypischer Zellen, deren flachige und dinnschichtige
Verteilung auf einem geeigneten Tragermaterial sowie deren Aufbereitung durch
Fixation und Féarbung zu optimieren. Dies flihrte zu einer Veranderung der
Entnahmemedien mit dem Einsatz von Holzspateln, Schwammchen, Wattetragern,
Metallspateln und Metallkiretten (Tabelle 5). Aufgeraute Objekitrager wurden als
Tragermaterialien empfohlen [King, 1963]. Neben der Zytofarbung nach Papanicolaou
wurden jetzt Mayers Hamalaunlésung und HE-Farbungen verwendet [Cawson, 1960;
Gardner, 1965]. Hierbei zeigte sich die Befundung nicht ulzerierender bzw.
hyperkeratotischer Schleimhautldsionen problematisch. Eine Gewinnung maligne
transformierter Zellen war durch einen einfachen Abstrich nicht moglich. Deshalb
wurde die Abtragung keratotischer Schichten vor dem eigentlichen Abstrich [Sandler,
1964] bzw. die Anwendung von scharfen Léffeln als sog. Abstrichklrettage
[Dumbach et al., 1981] vorgeschlagen. Der Vorteil der minimalen Invasivitat
gegenlber der Skalpellbiopsie ging dadurch verloren (Tabelle 6). Als weiterer Schritt
wurde versucht, die orale Zytologie — wie in der Gynakologie — in die
Vorsorgeuntersuchung und Friherkennung von Mundhdéhlenkarzinomen zu
integrieren [Sandler, 1962]. Eine einfache Ubertragung der vaginalen Situation auf
die orale Mundschleimhaut erwies sich jedoch aus folgenden Griinden als nicht
moglich:

1. Abstriche kénnen nicht die gesamte Mundschleimhaut erfassen. Sowohl

raumliche Struktur als auch die gréBere Flache stehen dem entgegen.
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2. Es fehlt die in der Zervix zu findende Transformationszone, in der atypische
Zellen friihzeitig an die Oberflache gelangen.

3. Eine Gewinnung von Zellen aus tieferen Zellschichten des Plattenepithels ist
ohne speziellen instrumentellen Aufwand nicht méglich [Pape, 1972; Sandler,

1964].

Die orale Zytologie beschrankte sich daher auf die Abklarung der Dignitat sichtbarer
mukosaler L&sionen und wurde von verschiedenen Autoren lediglich als ein
erganzendes Verfahren zur Histologie angesehen [Becker, 1966; Gardner, 1965;
Tiecke und Blozis, 1966].

Erganzend zur lichtmikroskopischen Analyse der Zellmorphologie wurden zunachst
in der gynakologischen [Bertalanffy, 1959; Bertalanffy und Bertalanffy, 1961], spater
in der oralen Zytodiagnostik [Caulder, 1972; Roth et al., 1972] Bemuhungen
unternommen, durch Fluoreszenz mit Akridinorange Ruckschlisse auf den DNA-
Gehalt der Zellen zu ziehen. Als optimierte Methode der DNA-Ploidie-Bestimmung
wurde die Imagezytometrie vorgeschlagen [Abdel-Salam et al., 1986; Cowpe et al.,
1993]. Besondere Berlcksichtigung fand die Analyse des Zell- und
Kerndurchmessers [Ramaesh und Ratanuga, 1998]. Zur Objektivierung der Ab-
strichanalyse wurde ein automatisiertes Analysesystem eingefihrt [Levine et al.,
1998].

Molekularbiologische Ansatze, wie die Mikrosatellitenanalyse, wurden bisher nur in

Einzelpublikationen beschrieben [Spafford et al., 2001].

Die methodischen Modifikationen der konventionellen oralen Zytologie werden zusam-

menfassend in Tabelle 6 chronologisch dargestellt.
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Montgomery
und von Haam
(1951)

15

86,7

Metall-
Kunststoffspatel

Pomeranz und
Stahl (1953)

87,5

Wahi und
Gupta
(1954)

41

100

Peters und
Rysinghani
(1956)

194

95,3

Wattestdbchen

Hopp
(1958)

25

96

Wattestabchen

Sandler et al.
(1959)

101

93

91

96

85

Holzspatel

Silverman et al
(1958)

19

94,7
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Cawson

(1960) 40 96 100 100 77 Metallspatel
Sandler
(1960) 151 89,5 100 100 96,6 Holzspatel
Tiecke und
Blozis 150 86 100 100 93,5 Metallspatel
(1960)
Umiker et al.
(1960) 160 94,3 88,9 94,3 88,9 Holzspatel
Sandler
(1962) 208 88,5 - - - Holzspatel
Ingram et al. .
(1963) 422 87 99 87 99 Kurette
Selbach und
von Haam 93 96,8 - - - Holzspatel
(1963)
Sandler 592* 97,5 97,5 97,8 97,1 Holzspatel
(1964) ’ ’ ’ ’
Shapiro und 92
Gorlin 77 91 74 93 -
(1964)
Becker -
(1966) 70 71,4 - - -
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C?igg%e)lr 85 81 - - - Wattestabchen
B??ggg T 195 76,9 - - - Metallspatel
W(ngg)be 268" 91,8 : - : :
Shﬁgl}%t) al 158 86,1 - - - Holzspatel

(I:Ssg) 121 97,5 - - - Metallspatel

Tabelle 5: Orale  Zytologie ohne Bdirstentechnik an oralen  Karzinomen.
Es wurden ausschlieBlich zytologische Diagnosen mit histologischer Abklarung
bertcksichtigt. ¥ Untersuchung nur an Leukoplakien durchgefihrt. *Untersuchung an

verdachtigen Lasionen durchgefahrt.

31




Abstrich mit Schwammchen zur Verbesserung der

1951 Gladstone
Zellaufnahme
1952 Schneider farberische Modifikationen
1960 Cawson farberische Modifikationen
Verwendung angerauter Objekttrager zur besseren
1963 King
Zellhaftung
Vergleichende Analyse der Probeentnahme durch
Staats und
1963 Holzspatel oder Metallspatel mit einem Votum far
Goldsby
Metallspatel
Abtragung keratotischer Schichten vor Probeentnahme
1964 Sandler

durch eine scharfe Kirette
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an den intraoralen Befund angepasstes Vorgehen:

W attestabchen bei ulzerierenden Lasionen

1972 Pape
metallener Zementspatel bei einfachen Hautlasionen
federnder Holzmetallspatel bei derben Leukoplakien
Dumbach et LAbstrichklrettage®, Erfassung tiefer Hautschichten
1981
al. mittels scharfer Kirette

Tabelle 6: Modifikationen der zytologischen Entnahmetechnik
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1.5 Erfahrungen anderer Fachrichtungen mit der Blrstenzytologie

Mit Einflhrung der flexiblen Endoskopie in der gastroenterologischen Diagnostik
wurden bis dahin nicht zugéngliche Bereiche einer gezielten Zytologie erschlossen.
Insbesondere war es nun moglich, in Osophagus, Magen, Duodenum und
Gallengangssytem unter visueller Kontrolle Zellen zu gewinnen [Witte, 1970]. Als
praktikabelstes Instrument zur Zellgewinnung Uber den Instrumentierkanal des
Endoskopes etablierte sich eine Zellbirste, mit deren Hilfe eine flachenhafte Erfassung
von Schleimhautverdnderungen mdglich war [Witte, 1973]. Heutzutage kommt die
Blrste hauptsachlich im Bereich des Gallengangssystems zum Einsatz. Hier ist eine
sichere Probengewinnung im Bereich der zum Teil verletzlichen Gallengange
durchfihrbar [Govil et al., 2002]. Die Bdurstenzytologie zeigt sich der direkten
Zellgewinnung durch Aufnahme von Gallenflissigkeit Uberlegen [Kurzawinski et al.,

1992]. lhre Sensitivitat ist jedoch eingeschrankt und schwankt bei der Erkennung von
Cholangiokarzinomen zwischen 44 und 80 % bei der Diagnose von Pankreas-
karzinomen zwischen 15 und 65 % [De Bellis et al., 2002]. Sie wird als adjuvante
Methode zur Biopsie empfohlen, da abhangig von der Lokalisation der L&sionen
Biopsien nur in 40 bis 50% der Félle kanzeréses Gewebe enthalten [Bardales et al.,
1998]. Empfehlungen zu einer Kombination von Bulrstenzytologie und Biopsie wurden
auch far kolorektale Karzinome publiziert, da das Risiko einer Fehldiagnose durch
falsch negative Biopsie reduziert wird [Geramizadeh et al., 2003]. In der Gynékologie
wurden mit Einflhrung der Birstenbiopsie Verbesserungen bei der Erkennung von
Veranderungen des hochprismatischen Epithels der Endozervix und des endo-
zervikalen Adenokarzinoms festgestellt, da die Birste in héher gelegene Abschnitte
des endozervikalen Kanals eingebracht werden konnte [Boon et al., 1986]. Die Anzahl

gewonnener endozervikaler Zellen und damit die Qualitdt des Abstriches konnte
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verbessert werden [Murata et al., 1990]. Die Ursache hierfir wurde in der
Beschaffenheit der Blrste selbst gesucht, die wesentlich besser die gewonnen Zellen
abgibt als Holzspatel oder Wattestdbchen [Trimbos und Arentz, 1986]. Als nachteilig
erwies sich, dass die Entnahme mit der Blrste von den Patientinnen oftmals als
unangenehm empfunden wurde und das Risiko einer Verunreinigung der Proben

durch Blut bestand [Martin-Hirsch et al., 2000].
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1.6 Orale Biirstenbiopsie

Nach Etablierung der Zellblrste in der Mitte der Achtzigerjahre des vorigen
Jahrhunderts in der Gynakologie als neuem Entnahmemedium zur Zellgewinnung
fanden Uberlegungen zur Verwendung des Mediums in der Diagnostik oraler
Kanzerosen statt. Dies wurde insbesondere durch die positiven Erfahrungen aus
dem gynakologischen Fachbereich motiviert. Die Blrstenzytologie fuhrte zu einer
besseren Ubertragbarkeit des Zellmaterials auf den Objekttrager [Tiitta et al., 1994],
erlaubte eine Entnahme von Zellen aus tieferen Zellschichten, wo in der
Mundschleimhaut die squamdse intraepitheliale Neoplasie (SIN) beginnt [Boon et al.,
1986; Driemel et al., 2006; Kerl et al., 1991] (Abbildung 12) und verbesserte die
Qualitdt des Abstriches [Murata et al., 1990]. Die héhere Qualitdt und bessere
Handhabbarkeit der Birstenbiopsie wurde in der Zytodiagnostik oraler Lasionen
bestatigt [Jones et al., 1994, Ogden et al.,, 1992]. Wie die traditionelle Zytologie
ermoglicht die Blrstenbiopsie die Erfassung flachiger Areale [Nichols et al., 1991].
Die Sensitivitdt der nicht methodisch unterstiitzten Buirstenbiopsie schwankt
zwischen 79 und 97%, die Spezifitat zwischen 95,1 und 99,5% [Driemel et al., 2007a;
Driemel et al., 2007b; Potter et al., 2003; Remmerbach et al., 2001; Remmerbach et
al., 2004]. Im Gegensatz zur zytologischen Analyse der Zervix uteri stehen in
Deutschland keine speziell qualifizierten zytologischen Assistenten flr die Bewertung
der oralzytologischen Praparate zur Verfigung, sodass eine methodische
Erweiterung der Analyse das Ziel haben muss, einerseits die Sensitivitdt und
Spezifitdt zu erh6hen sowie andererseits den Untersuchungsgang zu rationalisieren.
Lichtmikroskopisch kénnen lediglich morphologische Charakteristika der Zellatypie
erkannt werden. Zusétzliche analytische Verfahren sollen die Sicherheit der

konventionellen Burstenbiopsie erhdhen [Poate et al., 2004].
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des grundlegenden Unterschiedes zwischen
Exfoliativzytologie und Burstenbiopsie.

a Exfoliativzytologie der oralen Mukosa. Nur oberflachliche Zellen werden gewonnen.

b Blrstenbiopsie der oralen Mukosa. Zellen aller zur Diagnose relevanten Epithellagen

werden geerntet.
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Aufgrund der oben beschriebenen Charakteristika des oralen Plattenepithelkarzinoms
und seiner Vorlauferlasionen ist es sinnvoll, dem Mediziner ein diagnostisches
Hilfsmittel zur Verflgung zu stellen, mit dessen Hilfe er eine schnelle Abklarung der
Dignitat verdachtiger und nicht eindeutig maligner L&sionen erreichen kann. Diese
Methode sollte vom Patienten als wenig unangenehm empfunden werden, und flr den
praktizierenden Arzt einfach zu handhaben sein. Es besteht die Hoffnung, dass der
Kliniker durch ein solches Verfahren dazu ermutigt werden kann, auch Lasionen, die
sonst unbeachtet blieben, abzuklaren und damit eine Verschleppung der Diagnose zu
verhindern [Ogden et al., 1997]. Als solches Verfahren bietet sich die zytologische
Untersuchung aufgrund ihrer geringen Invasivitdt und einfachen Durchfihrung an.
Durch Einfihrung der ZellbUrste als ist ein Entnahmemedium geschaffen worden, dass
den gewinschten Kriterien entspricht.

Diese Studie soll den diagnostischen Wert der konventionellen Blirstenbiopsie bei der
Identifikation oraler Plattenepithelkarzinome unter Bertcksichtigung zytomorpho-

logischer Aspekte untersuchen.
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2. MATERIAL UND METHODE

2.1 Patienten

Innerhalb eines Zeitraumes von 2,5 Jahren wurden an 169 Patienten mit benignen und
malignen Mundschleimhautveranderungen Bdirstenbiopsien durchgefihrt. Von den
Patienten waren 79 weiblichen und 90 mannlichen Geschlechts. Der Altersdurchschnitt
der Patienten betrug 54 Jahre (Minimum bei 19, Maximum bei 84 Jahren). Die
Untersuchungen fanden von August 2003 bis Oktober 2004 in der Abteilung fir Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie und Plastische Operationen der HELIOS Kliniken Erfurt
und von November 2004 bis Februar 2006 in der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Regensburg statt. Es handelte sich
um 15 normale Schleimhautbefunde, 31 entzindliche und 61 hyperproliferative
Lasionen, auBerdem 54 Neoplasien und 8 Rezidive eines Plattenepithelkarzinoms. Als
Referenz diente eine daran anschlieBende Skalpellbiopsie, die einer histo-

pathologischen Begutachtung zugefihrt wurde.
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2.2 Materialgewinnung

2.2.1 Zytologie

Die vom Doktoranden durchgefuhrten Untersuchungen fanden in der Ambulanz der
Klinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitatsklinik Regensburg statt.
Zur Durchfihrung der Burstenbiopsie wurde das Model Cytobrush® Plus GT unsteril
der Firma Medscand Medical AB, Schweden, verwendet. Zur Zellgewinnung wurde die
Burste rotierend unter Druck Uber die L&sionen gefuhrt. Das Auftreten kleiner
punktférmiger Blutungen signalisierte dabei eine ausreichende Eindringtiefe der
Zellbarste. Die so gewonnen Zellen wurden anschlieBend durch Rollen der Birste um
360 Grad auf einen Objekitrager des Typs SuperFrost® Plus der Firma Menzel,
Deutschland, aufgebracht. Das Abrollen der Birste erfolgte mehrfach unter Bildung
eines wiederkehrenden Musters auf dem Objekttrager (Abbildung 13). Nach
Lufttrocknung der Objekttrager Uber Nacht schloss sich die Farbung der Praparate
nach 10 mindtiger Acetonfixierung an. Danach wurden die Objekitrager in ein
entsprechendes Transportmedium verbracht und zur weiteren Analyse in das

pathologische Institut versandt.
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Abbildung 13: Durchflihrung der Blrstenbiopsie.
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2.2.2 Histologie

Nach Gewinnung der Zellen durch die Birstenbiopsie erfolgte die Exzision einer
Gewebeprobe mittels Skalpell. Das gewonnene Material wurde anschlieBend in
Formalin konserviert und mit einem entsprechenden Transportbehalter in das beteiligte
pathologische Institut verbracht. Dort erfolgte die Farbung mittels HE und die
Einbettung in Paraffin mit anschlieBender Herstellung von DUnnschnittprapartaten mit

dem Mikrotom. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch durch einen Histopathologen.

42



2.3 Auswertungskriterien

2.3.1 Histologie

Die histopathologische Befundung erfolgte entsprechend etablierter morphologischer
Kriterien der WHO-Klassifkation [Gale et al., 2005] mit Graduierung der Dysplasie in
milde Dysplasie, moderate Dysplasie, schwere Dysplasie und Carcinoma in situ durch
einen erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. Kosmehl, Erfurt; PD Dr. Schwarz, Erlangen).
Um den Vergleich mit anderen Studien zu erleichtern, wurden die Befundkategorien in
Tabelle 7 auch anhand der Klassifikation der squamésen intraepithelialen Neoplasie

(SIN) und der Ljubljana-Klassifikation der squamdsen intraepithelialen Lasionen

definiert.

Normale Mukosa, entziindliche Lasionen,
Gruppe 1: histologisch ,tumornegativ‘ | Squamdse Hyperplasie, leichte Dysplasie

(SIN I, basale und parabasale Hyperplasie)

Mittelgradige (SIN Il, atypische Hyper-
plasie) und schwere Dysplasie (SIN I,
Gruppe 2: histologisch ,tumorpositiv* atypische Hyperplasie), Carcinoma in situ
(SIN 1ll), invasives Karzinom, Rezidiv

eines Karzinoms

Tabelle 7: Befundungskriterien der Histologie nach der WHO-Klassifikation 2005, der
Klassifikation der squamdsen intraepithelialen Neoplasie (SIN) und der Ljubljana-

Klassifikation der squamdsen intraepithelialen Lasionen
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2.3.2 Zytologie

Die Auswertung der zytologischen Praparate wurde durch einen Facharzt fir
Pathologie mit besonderer Erfahrung in der zytopathologischen Diagnostik
vorgenommen. FUr die Auswertung wurden definierte Kriterien der Malignitat
herangezogen (Tabelle 8) [Gale et al., 2005; Driemel et al., 2006]. Die Einordnung der
Befunde in die zytologische Diagnose erfolgte unter Aspekten der klinischen
Anwendung der Birstenbiopsie in zwei Befundgruppen. Als zytologisch tumorpositiv®
wurde der Nachweis atypischer Zellen oder jeder nicht sicher als unverdachtig
klassifizierbare Befund gewertet, da beide Befundkategorien in einem klinisch-
diagnostischen Algorithmus eine sofortige histopathologische Abklarung zur
Konsequenz hatten. Das eindeutige Fehlen atypischer Zellen in den Bioptaten wurde

als zytologisch ,tumornegativer Befunde klassifiziert (Tabelle 9).

Abnorme Variation der KerngréBe

Abnorme Variation der Kernform

Abnorme Variation der ZellgroBe

Abnorme Variation der Zellform

Pathologische Kernplasmarelation,

Hyperchromasie der Kerne

Atypische Mitosefiguren

Tabelle 8:  Zytologische Kriterien zur Diagnose von epithelialen Vorlduferlasionen.

Modifiziert nach Gale et al. [Gale et al., 2005]
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Gruppe 1: zytologisch ,tumornegativ®

Keine atypischen Zellen

Gruppe 2: zytologisch ,unsicher®

und zytologisch ,tumorpositiv*

Keine eindeutig atypischen Zellen und
unklare zytologische Befunde
Eindeutiger Nachweis von atypischen

Zellen

Tabelle 9: Befundungskriterien der Zytologie
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2.4 Statistik

Histopathologischer und Zytopathologischer Befund wurden zueinander in Verhaltnis
gesetzt. Falsch negative und falsch positive Befunde der Zytologie wurden ermittelt.
Sensitivitat, Spezifitdt, positiver pradiktiver und negativ Wert wurden nach dem

folgenden Schema errechnet:

Die Diagnose lautet: | Ergebnis der Referenz:
krank gesund
(positiv) (negativ)
krank richtige falsch positiv positiver
(positiv) Entscheidung Vorhersagewert
(richtig positiv) =
Ergebnis A B A
des Tests: (A+B)
gesund falsch negativ richtige negativer
(negativ) Entscheidung Vorhersagewert
(richtig negativ) =
C D _D
(D+C)
Sensitivitat Spezifitat
A _D
(A+C) (D+B)

Tabelle 10: Berechnung der statistischen Testparameter nach Harms
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Bei Studien, die keine Angaben zu Sensitivitat, Spezifitat, positiven pradiktiven Wert
und negativen pradiktiven Wert enthielten, wurden diese, wenn es aufgrund der

geschilderten Ergebnisse mdglich war, nach dem obenstehenden Schema berechnet.
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2.5 Literaturrecherche

Das Auffinden der Literatur erfolgte mittels einer systematischen Recherche der in der
Datenbank Medline gelisteten Titel. Als Suchbegriffe dienten ,oral brush biopsy*, ,oral
exfoliative cytology“ und ,oral smear“. Die gefundenen Treffer wurden im Anschluss
daran auf ihre inhaltliche Relevanz gesichtet. In der Studie wurden alle bis zum

15.01.2010 eingegangenen Quellen berlcksichtigt. Weiteres Quellenmaterial
erschloss sich durch Verweise in der so gefundenen Literatur, und wurde erganzend

hinzugezogen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Histologie

Die histologischen Befunde ergaben 107 tumornegative Befunde, wovon 15 Félle als
gesund und 31 als entzindlich verandert bewertet wurden. 61 Praparate zeigten das
Bild einer squamdsen Hyperplasie.

Ein Carcinoma in situ wurde in zwei Fallen diagnostiziert, 23 Félle wurden als
Tumorstadium T1, 14 als T2, 5 als T3 und 17 als T4 klassifiziert. Insgesamt wurden

169 maligne Befunde erhoben. (Tabelle 11)
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»>tumornegative“ Befunde

Normale Mundschleimhaut, Nichtraucher 15

Entziindliche L&sionen 31

Squamose Hyperplasien (SIN I, basale und parabasale | 61

Hyperplasie)

»>tumorpositive“ Befunde

Plattenepithelkarzinom 54

Carcinoma in situ Tis 2
Plattenepithelkarzinom T1 (mic) 3(B8xG2)
Plattenepithelkarzinom T1 19 (19 x G2)
Plattenepithelkarzinom T2 12 (9 x G2, 3 x G3)
Plattenepithelkarzinom T3 58 xG2, 2 xG3)
Plattenepithelkarzinom T4 13 (9 x G2, 4 x G3)
Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms 8

Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms T1 1(G2)

Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms T2 2 (2x G2)

Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms T3 1(G2)

Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms T4 4 (3xG2,1xG3)
Gesamt 169

Tabelle 11: Klassifizierung und Anzahl der Mundschleimhautlasionen.

T = TumorgréBe, G = histologisches Grading, (mic) = frihinvasiv
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3.2. Zytologie

Auf allen Objekitragern fand sich qualitativ und quantitativ ausreichendes Zellmaterial.
Das Zellbild bei unveranderter Mukosa bestand aus groBen Epithelzellen mit kleinen
uniformen Zellkernen. Die Tumorzellen eines oralen Plattenepithelkarzinoms stellten
sich deutlich kleiner dar und fanden sich in Gruppen zusammengelagert. Die Kern-
Plasma-Relation war deutlich zugunsten des Nukleus verschoben. Die Zellkerne

farbten sich intensiv dunkelblau. (Abbildung 14)

Abbildung 14: Standardisierte HE-Farbung:

a normale orale Mucosa; groBe uniforme Epithelzellen mit kleinen gleichférmigen
Zellkernen,

b orales Plattenepithelkarzinom; hochgradig pathologische Kern-Plasma-Relation,
Anisomorphie und Hyperchromasie der Zellkerne, Zelltrimmer und Bakterien im

Hintergrund
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In sechs Fallen konnte keine eindeutige Diagnose mittels der burstenbioptisch
gefundenen Zellen in der HE-Ubersichtsfarbung gestellt werden. In vier Fallen wurden
atypische Zellen aus entzindlichen Mundschleimhautbezirken oder von benignen
proliferativen Mundschleimhautlasionen falsch-positiv bewertet. Bei 13 Proben wurde
ein falsch-negativer Befund gestellt. Von 54 histologisch gesicherten Karzinomen
wurden 10 und von acht Rezidiven wurden drei zytologisch nicht erkannt. (Abbildung
15)

Damit ergibt sich eine Sensitivitat fir die konventionelle Blrstenzytologie von 79 % und

eine Spezifitdt von 93%. Positiver und negativer Vorhersagewert betrugen 88%.

(Tabelle 12)
12
0 100
100
80
60 49
40
20 13 7
0 -
Histopathologisch Histopathologisch
tumorpositiv tumornegativ
O Zytologie tumorpositiv W Zytologie tumornegativ

Abbildung 15: Ergebnisse der oralen Birstenbiopsie nach HE-Farbung in Abhangigkeit

von der histopathologischen Referenz.
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Zytologie Zytologie Positiver
richtig positiv falsch positiv Vorhersage-
49 7 wert
88 %
Zytologie Zytologie Negativer
falsch negativ richtig negativ Vorhersage-
13 100 wert
88 %
Sensitivitat Spezifitat
79 % 93 %

Tabelle 12: Sensitivitat, Spezifitdt, positiver und negativer Vorhersagewert der

Birstenbiopsie nach HE-Farbung.
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4. DISKUSSION

4.1 Diskussion der Methode

Grundsatzliche Anforderungen an einen Test zur Verbesserung der Friiherkennung
oraler Plattenepithelkarzinome missen die Zumutbarkeit fir den Patienten, sowie eine
mdglichst maximale Sensitivitat und Spezifitat sein, die sicherstellen, dass Kranke als
krank und Gesunde als gesund erkannt werden [Zenk et al., 1999].

Die Methode sollte ohne hohen Zeit- und Kostenaufwand anwendbar sein [Doherty,
1989].

Vorteil der Blrstenbiopsie gegenlber der Skalpellbiopsie ist die deutlich reduzierte
Invasivitat und Schmerzfreiheit des Verfahrens, die dem Patienten etwaige Angste vor
einer Anasthesie, bzw. einer ausgedehnteren Wundflache nimmt [Drinnan, 2000; Zunt,
2001; Hullmann, 2007].

Wahrend die Methode einerseits die Compliance des Patienten férdert, reduziert sie
andererseits wie gefordert den Kosten- und Zeitaufwand fir den Diagnostiker [Bocking
et al., 2004].

Die Studie konnte bestatigen, dass zur Verbesserung der Adh&sion der gewonnen
Zellen, angeraute Objekttrager zur Anwendung kommen sollten [King, 1963].

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Zytofarbung mit Hamatoxillin und Eosin
(HE) hat sich neben der Farbung nach Papanicolaou und Mayers Hamalaun im
Rahmen der Exfoliativzytologie etabliert [Cawson, 1960; Schneider, 1952].

Da die Burste aufgrund der raumlichen Struktur und der groBen Flache der Mundhdhle
nicht die gesamte Mundschleimhaut erfassen kann, muss sich die orale Buirsten-
biopsie auf die Abklarung sichtbarer oraler Lasionen beschrédnken. Sie muss als
Diagnostikverfahren im Rahmen des Monitorings von Patienten mit groBflachigen
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Lasionen wie oralen Leukoplakien und Erythroplakien verstanden werden, und eignet
sich nicht als Screeningverfahren von Mundschleimhautgesunden [Driemel et al.,
2008].

Trotz der guten Zuganglichkeit der Mundhodhle fir die klinische und instrumentelle
Untersuchung [Chiodo et al., 1986; Schleier et al., 2002], fuhlt sich ein hoher
Prozentsatz der Zahnarzte flr eine onkologische Vorsorge nicht ausreichend
qualifiziert [Clovis et al., 2002b]. Weltweit ist der Wissensstand der Zahnarzte zum
Mundhoéhlenkarzinom und seinen Vorlauferlasionen, trotz der fatalen Folgen fir den
Patienten, die aus einer Diagnoseverschleppung resultieren [Teppo et al., 2003], nicht
zufriedenstellend [Horowitz et al., 2000a, 2000b; Clovis et al., 2002a; Nicotera et al.,
2004]. Die Burstenzytologie bietet dem Zahnarzt und Allgemeinarzt eine einfache
Methode des Screenings und Monitorings bdsartiger epithelialer Mundhéhlentumoren
und seiner Vorstufen [Driemel et al., 2005, 2008], die die Aufmerksamkeit der
Zahnarzte und Allgemeinarzte auf die orale Mucosa lenkt [Tischendorf, 2005] und
zugleich zu einer intensiveren und genaueren Untersuchung der Mundhéhle
veranlasst.

Da die Burstenzytologie seit dem BEMA 2004 mit der Ziffer 05 fir den Zahnarzt und
der Ziffer 4952 fir den Pathologen eine kassenarzilich abrechenbare Leistung
prasentiert [Bocking et al., 2004; Breitung und Remmerbach, 2006], rickt sie die
Entitdt Mundhdhlenkarzinom auch vom wissenschaftlichen Standpunkt mehr in den
Blickpunkt des Interesses der niedergelassenen und daher wirtschaftlich orientierten
Zahnarzteschaft. Durch Fortbildungsveranstaltungen zum Thema ,Birstenzytologie®
wird der Blick der Zahnarzte und Allgemeinarzte fir orale Schleimhautldsionen
geschult, wird die fachliche Kompetenz gesteigert und werden Veranderungen der
Mundschleimhaut bewusster wahrgenommen. Die Buirstenzytologie dokumentiert,

dass die Zahnmedizin eine arziliche und keine technische Disziplin darstellt
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[Tischendorf, 2005] und kann das dem Menschen dienende, verantwortungs-
bewusste Handeln der Zahnarzte férdern.

FUr orale Plattenepithelkarzinome gelten Rauchen, Alkoholgenuss und schlechte
Mundhygiene als atiologische Faktoren mit synergistischem Effekt [Blot et al., 1988;
Bier, 1991; Zain, 2001; Adam, 2003]. In Europa geben 75% aller Patienten mit oralen
Plattenepithelkarzinomen regelmaBigen Nikotin- und Alkoholgenuss an [La Vecchia et
al., 1997]. Da diese Patienten in der Regel wenig auf ihren Gesundheitszustand
achten, ziehen sie erst im fortgeschrittenen Tumorstadium einen Arzt zu Rate. Trotz
intensiver Aufklarung und Beratung waren in einer Studie von Sankaranarayanan und
Mitarbeitern 40-50% von Patienten mit suspekten oralen L&sionen keiner weiteren
diagnostischen Abklarung zuganglich [Sankaranarayanan et al., 2000, 2002].

Die Compliance des Patienten bleibt daher auch in Zukunft entscheidender und
mitunter begrenzender Faktor in der Friherkennung oraler Plattenepithelkarzinome

trotz einer méglichen Verbesserung der diagnostischen Mdglichkeiten.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Gegenuber der histologischen Untersuchung als Referenzmethode erreichte die
konventionelle, zytologisch-morphologische Auswertung HE-gefarbter Blrstenbioptate
in der eigenen Studie eine Sensitivitat von 79% bei einer Spezifitdt von 93%. Diese
Ergebnisse liegen innerhalb des in der Literatur abgebildeten Spektrums flr die
Treffsicherheit der Bulrstenzytologie bei oralen Lasionen (Tabelle 13), erreichen
allerdings nicht die hohe Zuverlassigkeit der Methode fir die Untersuchung der
Transformationszone der Portio uteri. Auffallig ist auch der erhebliche Unterschied zu
der deutlich geringeren Erkennungsrate der Burstenbiopsie bei Lasionen des
Nasopharynx. So berichten Chen und Mitarbeiter Uber eine Sensitivitdt um 66%,
allerdings bei einer hohen Spezifitat (100%) [Chen et al., 2002].

In der Zusammenschau zeigen diese Daten zwar tendenziell eine Verbesserung
gegentber der klassischen Exfoliativzytologie, jedoch deutet die weiterhin breite
Spanne von Sensitivitat (66-100%) und Spezifitat (32-100%) auf einen relevanten
Einfluss von Rahmenparametern wie Entnahmeregion und -technik, Selektion der
Patientenkohorten, Referenzmethode, Definition von Schrankenwerten der
Befundkategorien oder subjekiiven Ermessensspielrdaumen der zytologischen
Befundung hin.

Far die Zuordnung der Befunde als ,tumorpositiv* beziehungsweise ,tumornnegativ*
orientierte sich die vorliegende Studie an den notwendigen Konsequenzen in einem
klinisch diagnostischen Entscheidungsalgorithmus: Bei Vorliegen atypischer Zellen
oder bei Befunden, in denen das Vorliegen atypischer Zellen nicht sicher
ausgeschlossen werden kann, sollte im eigenen diagnostischen Konzept grundséatzlich
von einem moglichen pathologischen Befund ausgegangen werden, demzufolge dann

die Exzision und histopathologische Begutachtung folgen muss.
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Da die konventionelle Blrstenbiopsie nach Ansicht der eigenen Arbeitsgruppe in der
Praxis vor allem als Instrument zur diagnostischen Absicherung bei der Abklarung
primar nicht tumorverdachtiger Lasionen der Mundschleimhaut verwendet werden
sollte, ist diese Definition eines Schrankenwertes zugunsten einer hohen Sensitivitat
sinnvoll. Nachdem bei diesen Lasionen die Indikation zur Skalpellbiopsie ansonsten
eher zurlckhaltend gestellt wirde, stellt die Blrstenbiopsie in dieser Indikation eine
einfache und praktikable Ergadnzung einer Beobachtungsstrategie dar.

Die 13 falsch-negativen zytologischen Befunde der eigenen Kohorte zeigen allerdings,
dass das bereits aus der klassischen Exfoliativzytologie bekannte Problem der
vergleichsweise geringen Sensitivitdt auch durch die Einfuhrung der Bdarsten-
Entnahmetechnik noch nicht ausreichend geldst ist [Becker, 1966]. Um einen
Fortschritt insbesondere in der Frihdiagnostik von oralen Vorlauferlasionen, unter
Erhalt der genannten Vorteile der Burstenbiopsie, zu erzielen, muss sich daher die
Forderung ableiten, mit Hilfe kostengilnstiger und allseits zur Verflgung stehender
Verfahren die Sensitivitat und Spezifitat der oralen Blrstenzytologie zu erhdhen.

Als erganzende Technik bei der Auswertung oraler Abstrich- oder Birstenbioptate
wurden bereits in der Vergangenheit verschiedene immunzytologische Analysen,
beispielsweise von Zytokeratinen [Ogden et al., 1994; Ogden et al., 1996] oder p53
[Ogden et al., 1994; Scheifele et al., 2002] und in den letzten Jahren die DNA-Image-
Zytometrie [Bocking et al., 2004; Maraki et al., 2004, 2006; Remmerbach et al., 2004;
Pektas et al., 2006] angewendet. Erste Ergebnisse mit neueren immunzytologischen
Markern wie Mcm-2/Mcm-5 [Scott et al., 2006] und y2-Kette von Laminin-5 [Driemel et
al., 2007] lassen eine weitere Verbesserung der Treffsicherheit mittels standardisierter
und in histopathologischen Laboratorien weit verbreiteter, preisgiinstiger Methoden
erwarten. Fur alle neuen Methoden ist jedoch kritisch anzumerken, dass bislang keine

ausreichenden Daten fur die Erkennung und Differenzierung von ,High-risk®-
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Vorlauferlasionen [Kuffer und Lombardi, 2002] und von frihinvasiven bzw. kleinen

Karzinomen vorliegen.

Im folgenden Abschnitt erfolgt eine genauere Betrachtung der bislang zur Verfigung

stehenden erganzenden analytischen Verfahren.
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4.3 Diskussion erganzender Verfahren zur konventionellen Birsten-
biopsie

4.3.1 DNA-Image-zytometrisch unterstitzte Biirstenbiopsie

Die DNA-Image-Zytometrie bestimmt als zusatzliches Malignitatskriterium den DNA-
Ploidie-Gehalt. DNA-Ploidie beschreibt hierbei etwaige numerische Chromosomen-
aberrationen, wie sie als Folge von Genommutationen durch Fehlverteilung ganzer
Chromosomenséatze oder einzelner Chromosomen verursacht werden kdnnen
[Driemel, 2003; Sen, 2000]. Die auf einen Objekttrager aufgebrachten Einzelzellen
werden mit dem DNA-spezifischen Feulgen-Farbstoff markiert und die Kern-DNA
mithilfe spezieller Softwareprogramme unter dem Mikroskop mit einer Digitalkamera
quantifiziert. Typischerweise werden 300 suspekte Zellen mit nicht pathologischen,
als Referenz dienenden Zellen verglichen, um DNA-Gehaltsabweichungen vom
normalen diploiden Wert zu bestimmen. Da dieses Verfahren sich vor allem far
zellarme Proben eignet, wird es fir die Untersuchung von Birstenbioptaten
empfohlen [Bocking et al., 2004]. Nicht detektierbar bleiben Mundhéhlenkarzinome
mit diploidem DNA-Gehalt [Burkhardt und Maerker, 1978]. Durch eine Kombination
von konventioneller Birstenbiopsie und DNA-Image-Zytometrie sollen sich sowohl
Sensitivitat als auch Spezifitat der Identifikation oraler Karzinome auf 100% steigern
lassen [Maraki et al., 2004; Remmerbach et al., 2004] (Tabelle 13).

Die Anzahl der insuffizienten zytologischen Praparate wird mit 0,5% angegeben
[Breitung und Remmerbach, 2006]. Die Interpretation der DNA-Zytometrie-
Ergebnisse im Hinblick auf eine frihe Detektion oraler Plattenepithelkarzinome bei
fehlendem morphologischem Korrelat wird kritisch diskutiert [Burkhardt, 2006; Maraki

et al., 2006].
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4.3.2 Computerunterstiitzte Bildanalyse des Biirstenbioptates (OralCDx®)

OralCDx® wurde als computergestitztes Verfahren zur Analyse blrstenbioptischen
Materials von der Firma CDx Laboratories (Suffern, NY, USA) entwickelt. Ein
Rechner analysiert das digitalisierte Mikroskopbild der geernteten Zellen auf ihren
Keratinisierungsgrad und auf morphologische Veranderungen. Analyseergebnis und
ausgewahlte Zellen werden einem Pathologen am Bildschirm prasentiert. Dieser
befundet einzelne Zellen gezielt nach und empfiehlt dem Behandler anschlieBend
das weitere Vorgehen (klinische Kontrolle, erneute Blrstenbiopsie, Skalpellbiopsie)
[Burkhardt et al., 2006]. Die automatisierte Bildanalyse erreicht Sensitivitédten
zwischen 71,4 und 100% [Poate et al., 2004; Scheifele et al., 2004; Sciubba, 1999;
Svirsky et al., 2002]. Unerkannt bleiben 3,5% der histologisch gesicherten
Plattenepithelkarzinome [Potter et al., 2003] (Tabelle 4). Die Quote der quantitativ
oder qualitativ unzureichenden Préparate wird je nach Autor mit 2—7% angegeben
[Poate et al., 2004; Scheifele et al., 2004]. Die computerunterstiitzte Bildanalyse

(OralCDx®) ist lizenzgebunden und steht in Deutschland nur begrenzt zur Verfligung.
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4.3.3 Immunzytochemisch erweiterte Blrstenbiopsie

Die Immunzytochemie hebt im Praparat maligne transformierte Zellen durch
Markierung tumorspezifischer Antigenstrukturen hervor und vereinfacht die Diagnostik.
Sie stellt eine in pathologischen Instituten weit verbreitete und etablierte Methode
dar. Eine immunzytochemische Farbung der Birstenbioptate wurde erstmals Mitte
der Neunzigerjahre vorgeschlagen. Ogden et al. ermittelten eine eingeschréankte
Sensitivitat der Zytokeratinidentifizierung mit Antikbrpern gegen Zytokeratin 8 und 19
[Ogden et al., 1994]. Aktuelle Studien beschreiben die immunzytochemische
Detektion atypischer Zellen mit den extrazellularen Matrixproteinen y2-Kette von
Laminin 5 [Driemel et al., 2007a] und hochmolekulares Tenascin C [Driemel et al.,
2007b], die im oralen Plattenepithelkarzinom als Schlisselproteine der Invasions-
und Metastasierungskaskade hochgradig Uberexprimiert werden [Franz et al., 2006].
Sowohl die mit der y2-Kette von Laminin 5 als auch die mit hochmolekularem
Tenascin C unterstitzte konventionelle Zytologie scheinen mit einer Sensitivitdt von
93 bzw. 95% geeignet, atypische bzw. invasionsfahige Zellen im oralen
Blrstenbioptat zu identifizieren. Spezifitit sowie positiver und negativer
Vorhersagewert der mit hochmolekularem Tenascin C erweiterten Burstenbiopsie
liegen nur knapp unter den Werten fir die y2-Kette von Laminin 5 [Driemel et al.,
2007a, b] (Tabelle 13). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte mittels Protein-Chip arrays
(SELDI) zwei far proliferatives Gewebe spezifische Proteine (S100A8 und S100A9)
identifizieren, die sich zukunftig als wertvoll beim Monitoring oraler Lasion erweisen
konnten [Driemel et al., 2007c].

Scott et al. [Scott et al., 2006] verfolgten einen anderen immunzytochemischen
Ansatz. Sie farbten exfoliativ-zytologische Abstriche mit Antikérpern gegen MCM

(,mini chromosome maintenance) — Proteine, die eine entscheidende Rolle in der
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DNA-Replikation spielen. Aussagen zur Sensitivitdt und Spezifitht wurden nicht

getroffen.
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4.3.4 Dinnschichtzytologie (,liquid-based cytology®)

Die primér in der Gynéakologie erprobte Dinnschichtzytologie modifiziert die zellulare
Aufbereitung und soll die zytologische und immunzytochemische Analyse der
Blrstenbioptate optimieren [Hayama et al., 2005; Kujan et al., 2006]. Durch
Anfertigung einer Zellsuspension aus dem gewonnenen zytologischen Material
gelingt es, dieses dunnschichtig auf das Tragermaterial aufzubringen, und
Verklumpungen, Zellverlust und eine ungleichmaBige Verteilung der Zellen zu
vermeiden [Bishop et al.,, 1998; Howell et al., 1998; McGoogan and Reith, 1996;
Vassilakos et al., 1996]. Die Methode bendtigt jedoch einen erhdhten apparativen
Aufwand [Hayama et al., 2005] und hebt einen Vorteil der Burstenbiopsie auf.
Insbesondere mit dem OralCDx®-System lassen sich kleine Plattenepithelverbande
gewinnen, die eine Bewertung nach histologischen Kriterien gestatten [Burkhardt et
al., 2006]. Die gezielte Vereinzelung der Zellen in der Dinnschichtzytologie zerstort
die Plattenepithelverbénde, sodass eine Beurteilung der Epithelschichtung unmaéglich
wird. Neben der Erprobung der Methode an normaler Mundschleimhaut [Kujan et al.,
2006] wurde bislang in einer Studie eine Sensitivitat von 95,1 % und eine Spezifitat

von 99,0 % ermittelt. 8,8% der Proben waren nicht verwertbar [Navone et al., 2007].
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4.3.5 Molekulare Analyse

Scheifele et al. analysierten an oralen Burstenbioptaten Punktmutationen im
Apoptose-Gen p53 [Scheifele et al., 2002]. Dieses Tumorsuppressorgen reguliert
Zellzyklus und Apoptose von Zellen mit defekter DNA-Sequenz. Der Nachweis von
p53-Mutationen stellt hinsichtlich der malignen Transformation von Leukoplakien
einen prognostischen Faktor dar, der in der Burstenbiopsie einfach bestimmt werden
kann [Aguirre et al., 2004; Scheifele et al., 2002]. Die Aussagekraft des Parameters
bedarf allerdings noch der Bewertung in der klinischen Praxis [Ralhan et al., 2001;
Ranasinghe et al., 1993; Rich et al., 1999; Sen, 2000; Warnakulasuriya, 2000]. Uber
die Bestimmung der ,nuclear organizer regions® (NOR) der RNA sehen Remmerbach
et al. eine Moglichkeit zur Bestimmung von malignen Zellen in Burstenbioptaten
[Remmerbach et al., 2003]. Die NOR sind ein Parameter fiir die Syntheseleistung
einer Zelle und damit ihrer Proliferation und kdnnen auch entzindlich hyperplastische
Mundschleimhautveranderungen verstarkt anfarben [Paula, 2000]. Aufgrund des
technischen Aufwands gilt die AQNOR-Analyse trotz der vielversprechenden Resultate
mit beschriebenen Sensitivitdten und Spezifititen von 100 % [Remmerbach et al.,
2003; 2009] nicht als Routineverfahren.

Eine einzelne Fallbeschreibung schilderte den Einsatz des melanoma-associated
antigens A (MAGE A) zur Analyse oraler Birstenbiopsie. Im beschriebenen Fall
gelang aufgrund signifikant erhdhter Expression von MAGE-A3 und A4, eine
Leukoplakie der Mundschleimhaut als suspekt zu klassifizieren. Eine zuvor durch-
gefihrte Skalpellbiopsie hatte keine Dysplasien gezeigt. Der zytologische Befund
veranlasste die Untersucher, eine vollstandige Exzision durchzufihren, die zur

abschlieBenden histopathologischen Diagnose eines Cis flhrte. Die Arbeitsgruppe
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kindigte weitere Untersuchungen zur Prafung der Wertigkeit des Analyseverfahrens

an [Metzler et al., 2009].

67



Sciubba Computer 945 (100 93 90 100
(1999) gestltzte

Bildanalyse

(OralCDx®)
Remmerbach |konventionell 251 |94,6 99,5 98,1 98,5
etal. DNA-Image- |251 |96,4 100 100 99
(2001) Zytometrie

251 98,2 100 100 99,5

kombiniert
Svirsky et al. Computer - 95,9 - 38 -
(2002) gestltzte

Bildanalyse

(OralCDx®)
Potter et al. keine Angabe [115 |97 - - -
(2003)
Rick and Slater | Computer - 90,9 - - -
(2003) gestltzte

Bildanalyse

(OralCDx®)
Maraki et al. konventionell |98 100 97,4 89 100
(2004) und
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DNA-Image-

Zytometrie
Poate et al. Computer 49 71,4 32 44 1 60
(2004) gestltzte Bild-

analyse

(OralCDx®)
Remmerbach |konventionell |75 92,5 100 100 85
et al. kombiniert mit
(2003) AgNOR -

Analyse
Remmerbach |konventionell |322 |91,3 95,1 95,4 92,3
etal. DNA-Image- [322 |95,5 100 100 96,2
(2004) Zytometrie

kombiniert 322 97,8 100 100 98,1
Scheifele et al. | Computer 96 92,3 94,3 85,7 97,1

(2004)

gestltzte Bild-
analyse

(OralCDx®)
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Driemel et al.

(2007)

konventionell
Ln-5
Immunzyto-
chemie
kombiniert
(konventionell
und y2-Kette
von Ln-5
Immunzytoche

mie)

93

93

93

79

93

93

100

98

100

100

97

100

92

97

97

Driemel et al.

(2007)

konventionell
hm Tn-C
Immun-
zytochemie
kombiniert
(konventionell
und hm Tn-C
Immun-

zytochemie)

159

159

159

78

83

95

96

93

99

92

88

98

89

90

97

Mehrotra et al.

(2008)

Konventionell

79

76,8

93,3
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Remmerbach
et al.

(2009)

Multimodal cell
analysis
(MMCA):
Konventionell
Image-
zytometry

AgNOR

47

47

47

100

90

100

92,6

100

100

90,9

100

100

100

93,1

100

Tabelle 13: Ergebnisse der Birstenbiopsie und ihrer methodischen Erweiterungen.
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5. SCHLUSSFOLGERUNGEN

1. Die orale Bulrstenbiopsie erreichte bei konventioneller Farbetechnik und
morphologischer Auswertung eine Sensitivitdt um 80%. Damit sollte sie nicht
als Endpunkidiagnostik zum Ausschluss einer malignen Lasion eingesetzt

werden.

2. Eine sinnvolle Anwendung der Buirstenbiopsie besteht bei Schleimhaut-
veranderungen, die klinisch als benigne gewertet werden. Hier kann die
Birstenbiopsie eine klinische Fehleinschatzung frihzeitig aufdecken. Aufgrund
ihrer einfachen, kostenglnstigen und nichtinvasiven Wiederholbarkeit bieten
sich die Bdurstenbiopsie basierten Verfahren auch zur Verlaufskontrolle

bekannter, als nicht maligne bewerteter Mundschleimhautareale an.

3. Wahrend die Skalpellbiopsie den lokalen Befund in einer groBflachigen
Lasion eindeutig beschreibt, aber eingeschrankt fur den Gesamtbefund sein
kann, kann die Blrstenbiopsie bei eingeschrankter diagnostischer Sicherheit
einen Eindruck von der Gesamtlasion vermitteln. Sie ist daher ideal fur das

Monitoring groBflachiger Lasionen.

4. Die Buarstenbiopsie kann auch fir den onkologisch erfahrenen Arzt ein

diagnostisches Hilfsmittel bei der Friherkennung oraler Karzinome sein.

5. Andere Screeningverfahren wie Toluidinblau, Photodynamik und Auto-

fluoreszenz sind aufgrund mangeinder Sensitivitdt und Spezifitdt, hohem
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Aufwand oder fehlender Datenlage zurzeit nicht zum klinischen Routineeinsatz

geeignet.

. Die histopathologische Begutachtung nach Skalpellbiopsie bleibt der
Goldstandard in der definitiven Diagnostik maligner oraler Lasionen. Bei jedem
klinisch dringendem Karzinomverdacht ertbrigt sich eine Bulrstenbiopsie und

es wird unmittelbar eine Skalpellbiopsie in der weiterbehandelnden Fachklinik

erforderlich.

. Zur Steigerung von Sensitivitdt und Spezifitdt der Bulrstenbiopsie sind

analytische Erweiterungen des Verfahrens indiziert.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund und Fragestellung

1951 wurde die Exfoliativzytologie von Montgomery und von Haam in der Diagnostik
maligner Mundschleimhautveranderungen eingefuhrt. Die moderne Bulrstenbiopsie soll
als modifizierte Entnahmetechnik die geringe Sensitivitat und Spezifitat der klassischen
oralen Exfoliativzytologie erhdhen. Die vorliegende prospektive Studie untersucht die
Wertigkeit der oralen Blrstenbiopsie in Verbindung mit konventionellen zytologischen
Auswertungsmethoden zur Erkennung oraler Plattenepithelkarzinome und ihrer

Vorlauferlasionen.

Patienten und Methoden

Bei 169 konsekutiven Patienten mit klinisch suspekten Mundschleimhaut-
veranderungen wurden Skalpell- und Birstenbiopsien simultan entnommen. Die
Befunde wurden jeweils als ,tumornegativ‘ (kein Hinweis auf Atypien oder Nachweis
von Tumorzellen) oder tumorpositiv‘ (atypische Zellen oder unsichere Befunde)

klassifiziert.

Ergebnisse

In 6 Fallen konnte anhand der HE-Ubersichtsfarbung nur eine eingeschrankte
zytologische Diagnose erstellt werden. Diese wurden als “tumorpositiv’ gewertet, da in
einem klinisch-diagnostischen Algorithmus eine sofortige histopathologische Abklarung
die Folge ware. Die konventionelle Zytologie ergab sieben falsch-positive Falle, d.h.
atypische Zellen in entziindlicher oder benigner hyperproliferativer Schleimhaut. Die

Spezifitat betrug 93 %. In 13 weiteren Fallen wurde eine falsch-negative Diagnose
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gestellt: zehn von 54 Karzinomen und drei von acht Rezidiven wurden zytologisch
nicht erkannt. Dies flhrte zu einer eingeschrankten Sensitivitdt der konventionellen

Zytologie von 79 %. Positiver und negativer Vorhersagewert betrugen 88 %.

Schlussfolgerungen
1. Die orale Burstenbiopsie erreichte bei konventioneller Farbetechnik und
morphologischer Auswertung eine Sensitivitdt um 80%. Damit sollte sie nicht als

Endpunktdiagnostik zum Ausschluss einer malignen L&sion eingesetzt werden.

2. Eine sinnvolle Anwendung der Burstenbiopsie besteht bei Schleimhaut-
veranderungen, die klinisch als benigne gewertet werden. Hier kann die

Burstenbiopsie eine klinische Fehleinschatzung frihzeitig aufdecken.

3. Wahrend die Skalpellbiopsie den lokalen Befund in einer groBflachigen Lasion
eindeutig beschreibt, aber eingeschrankt fir den Gesamtbefund sein kann, kann die
Birstenbiopsie bei eingeschrankter diagnostischer Sicherheit einen Eindruck von der
Gesamtlasion vermitteln. Sie ist daher ideal fir das Monitoring groBflachiger

Lasionen.

3. Die Bdurstenbiopsie kann auch fir den onkologisch erfahrenen Arzt ein

diagnostisches Hilfsmittel bei der Friherkennung oraler Karzinome sein.

4. Die histopathologische Begutachtung nach Skalpellbiopsie bleibt der Goldstandard

in der definitiven Diagnostik maligner oraler L&sionen.
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