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1 Einleitung

1.1 Die Notwendigkeit einer sicheren Friherkennung des oralen

Plattenepithelkarzinoms und seiner Prakursorlasionen

1.1.1 Orales Plattenepithelkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle entsteht auf dem Boden von
Prakanzerosen sowie auch auf gesunder Mundschleimhaut. In der westlichen Welt
ist diese Tumorerkrankung unter den 10 haufigsten zu finden (Ganly et al. 2000, Lutz
et al. 2003). In der Bundesrepublik Deutschland betragt die Inzidenz bei Ma&nnern
7200 Neuerkrankungen jahrlich. Die Mortalitatsrate betragt hierbei 4 auf 100000
Einwohnern. Bei den Frauen betragt die Inzidenz 2500 Neuerkrankungen pro Jahr
bei einer Mortalitatsrate von 1,3 auf 100000 Einwohnern (Pistner et al. 2004, Moore
et al. 2000). Weltweit ist ein deutlicher Trend zu erkennen mit steigenden
Inzidenzraten (Moore et al. 2000). Der Altersgipfel der Patienten liegt zwischen 60
und 65 Jahren. Leider zeigt sich in den letzten Jahren ein deutlicher Trend, bei dem
der Altersgipfel immer kleiner wird (Davis and Severson 1987, Adam 2003).

Die 5-Jahre-Uberlebensrate betragt etwa 50% (Greenlee et al. 2001, Beck-
Mannagetta 2002, Bray et al. 2002). Diese schlechte Prognose kann auf zwei
Faktoren zurickgefuhrt werden. Zum einen liegt es an einer haufig spaten
Diagnosesicherung. Das Aufsuchen eines qualifizierten und erfahrenen Arztes findet
immer noch sehr spat statt. Das vorangeschrittene Tumorstadium bei Erstdiagnose

beruht genau auf dieser Tatsache (Schleier et al. 2002b).



Als weiterer negativer Prognosefaktor stellt sich die frihe Ilymphogene
Metastasierung des oralen Plattenepithelkarzinoms dar. Metastasierte
Plattenepithelkarzinome zeigen eine erheblich schlechtere 5-Jahres-Uberlebensrate
als nicht metastasierte Karzinome. Die zunehmende Mortalitat des oralen
Plattenepithelkarzinoms erfordert die Etablierung eines Untersuchungsverfahrens zur

sicheren und frihzeitigen Diagnosefindung (Baatenburg de Jong et al. 2001).

1.1.2 Epitheliale Préakursorlasionen

Haufig entstehen orale Plattenepithelkarzinome auf dem Boden epithelialer
Prekursorlasionen (Scheifele and Reichart 2003). Gemal der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden sie als umschriebene
Mundschleimhautschadigungen charakterisiert, die mit erhtéhter Tendenz zur
malignen  Transformation und somit zur  Ausbildung eines oralen
Plattenepithelkarzinoms einhergehen (Hullmann et al. 2010). Zu den Prékursorlasion
zahlen die Leukoplakie, die Erythroplakie sowie die Erythroleukoplakie. Die Inzidenz
orale Precursorlasionen zu entwickeln liegt zwischen 1 und 4 %. In der
Bundesrepublik Deutschland liegt die Inzidenz zwischen 0,9 und 1,8 % (Reichart et
al. 2000). In der Literatur wird das Risiko einer malignen Entartung der
Prekursorlasionen mit bis zu 18 % angegeben (Reichart and Philipsen 2005). Zu den
Risikofaktoren, fur die Entstehung oraler Prakursorlasionen, werden Nikotin, Alkohol,
Infektion mit dem humanen Papillomavirus (HPV) sowie das Vorliegen einer

prakanzertsen Kondition gezahlt (Krahl et al. 2008).



Leukoplakie

Die Leukoplakie beschreibt eine weil3liche, nicht abwischbare
Mundschleimhautverdderung, die Kklinisch und pathologisch keiner anderen
Mundschleimhauterkrankung zugeordnet werden kann. Sie tritt in der gesamten
Mundschleimhaut auf, bevorzugt im Planum buccale, dem Mundboden, der Gingiva
sowie des Zungenrandes. Sie kann in eine homogene oder inhomogene Leukoplakie
unterschieden werden (Hullmann et al. 2010). Inhomogene Leukoplakien weisen ein
bis zu funfmal héheres Entartungsrisiko, als homogene Leukoplakien auf (Reichart
and Philipsen 2005). Desweiteren konnen sie als plan, verukdés und erosiv
charakterisiert werden. Je unruhiger das Erscheinungsbild ist, desto héher liegt das
maligne Entartungsrisiko (Hullmann et al. 2010, Reichart and Philipsen 2005).

Einen besonderen Stellenwert hat die proliferative verukése Leukoplakie die als
Vorlaufer des verrukésen Karzinoms angesehen wird (Batsakis et al. 1999). Hierbei
kommt es zur Abwandlung einer Hyperkeratose in eine verrukbse Hyperplasie,
anschlieBend zu einem verrukdsen Karzinom und schlieBlich zum oralen
Plattenepithelkarzinom (Batsakis et al. 1999, Murrah et al.1994). Sie kann multifokal
auftreten (Krahl et al. 2008) und weist, gegeniiber den anderen Formen, eine erhéhte
Aggressivitat auf (Morton et al. 2007). Da das Risiko einer malignen Entartung mit bis
zu 100% angegeben wird (Silverman et al.1997), bedarf es einer umgehenden

chirurgischen Intervention (ElI Naggar et al.2005).

Erythroplakie
Die Erythroplakie beschreibt eine rétliche, nicht abwischbare
Mundschleimhautveréaderung, die klinisch und pathologisch keiner

Mundschleimhauterkrankung zugeordnet werden kann. Sie tritt in der gesamten
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Mundschleimhaut auf, bevorzugt wird sie jedoch im Mundboden, dem Zungenrand,

retromolar und im weichen Gaumen beobachtet (Hullmann et al. 2010).

Erythroleukoplakie

Die Erythroleukoplakie gehort zu den erosiven, inhomogenen Leukoplakien. Das
klinische Bild weist weil3liche, unruhige Areale in Kombination mit roten
Schleimhautbezirken (Hullmann et al. 2010). Einen besonderen Status weisen
Erythroleukoplakie, da hier die Entartungsrate bis zu 50 % angegeben wird

(Holmstrup et al. 2006, Neville et al. 2002, Reichart and Philipsen 2005).

Verschiedene Merkmale der gestdrten Plattenepithelarchitektur sowie zytologische
Atypien werden zur histologischen Diagnosefindung epithelialer Prekursorlasionen

verwendet (Driemel et al. 2006, Gale et al. 2005) (Tabelle 1).

Merkmale der gestorten Platten- | Merkmale der zytologischen Atypie
epithelarchitektur

e Irregulére Epithelschichtung o Abnorme Variation der Kerngrof3e

o Verlust der Ausrichtung der o Abnorme Variation der Kernform
Basalzellen o Abnorme Variation der Zellgréf3e

e Tropfenférmige Reteleisten e Abnorme Variation der Zellform

e Steigerung der Mitosezahl e Pathologische Kern-Plasma-Relation,
Vorzeitige Keratinisierung in Hyperchromasie der Kerne
Einzelzellen (Dyskeratose) e Atypische Mitosefiguren

e Keratinperlen innerhalb der
Retezapfen

Tabelle 1: Histologische Kriterien zur Diagnose epithelialer Prékursorlasionen der
Mundhdhle (Gale et al. 2005)

Abhangig vom Dysplasiegrad erfolgt die Klassifikation der Prekursorlasionen (Gale et
al. 2005) (Tabelle 2). Abhangig vom Grad der intraepithelialen Neoplasie bzw. dem
Dysplasiegrad kann oder ist ein Eingreifen erforderlich. Wahrend squamobse

(einfache) Hyperplasie und Basalzell- bzw. Parabasalzellhyperplasie (entspricht
11




leichter Dysplasie bzw. SIN 1) noch eine Beobachtungsstrategie erlauben, sollten
Lasionen mit einer atypischen Hyperplasie (entspricht einer mittelgradigen bis
schweren Dysplasie bzw. SIN II-lll) und Carcinoma in situ (SIN Ill) entfernt werden

(Driemel et al. 2006, Kuffer et al. 2002).

2005 WHO-Klassifikation Squamdse Ljubljana Klassifikation
Intraepitheliale Squamdose
Neoplasie (SIN) Intraepitheliale Lasion
(SIL)
Squamodse Hyperplasie - Squamose (einfache)
Hyperplasie
Leichte Dyplasie SIN | Basale und parabasale
Hyperplasie
(abnorme Hyperplasie)
Mittelgradige Dysplasie SIN I Atypische Hyperplasie
Schwere Dysplasie SIN 1l Atypische Hyperplasie
Carcinoma in situ SIN 1l Carcinoma in situ

Tabelle 2: Gegenuberstellung der aktuellen Klassifikationen der epithelialen

Prekursorlasionen modifiziert nach Gale und Mitarbeiter (Gale et al. 2005)

1.1.3 Prakanzertse Konditionen

Gemall der Weltgesundheitsorganisation (WHO) bezeichnen prakanzertse
Konditionen (Precancerous conditions), ein generalisiertes klinisches Krankheitsbild,
das mit einer erhohten Entartungstendenz einhergeht. Zu den prakanzerdsen
Konditionen wird der orale Lichen planus (OLP), die Eisenmangelanamie, die orale
submukése Fibrose (OSF), die Syphilis, die Xeroderma pigmentosum, der Lupus
erythematodes sowie die Epidermolysis bullosa dystrophicans gezahlt (Cardesa et al.

2005, El Naggar et al.2005, Hullmann et al. 2010).
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1.2 Diagnostische Methoden

1.2.1 Die visuelle Inspektion zur Diagnostik des oralen Plattenepithel-

karzinoms und seiner Prakursorlasionen

Die visuelle Inspektion der Mundschleimhaut gehort zum Standardunter-
suchungsverfahren der Frihdiagnose des oralen Plattenepithelkarzinoms sowie
seiner Prekursorlasionen (Kunkel et al. 2005). Ein besonderes Augenmerk sollte der
Untersucher hierbei auf ulzerierende Befunde der Mundschleimhaut, Leukoplakien
sowie Erythroplakien haben. Insbesondere wenn diese Verdnderungen der
Mundschleimhaut langer als 2 Wochen bestehen sollte ein Karzinom ausgeschlossen

werden (Hawkins et al. 1999, Kujan et al. 2005, Reibel et al. 2003) (Tabelle 3).

Klinische Warnsignale bezlglich einer malignen Transformation einer
Mundschleimhautlésion

Erosion oder Ulzeration der Schleimhaut ohne eindeutige mechanische Ursache
¢ Inhomogenitat (Wechsel von hyperkeratotischen weil3en und erosiven roten

Bezirken)
e Induration der Schleimhautl&sion

Fehlende spontane Schmerzhaftigkeit insbesondere bei Erosion oder Ulzeration
e Progress der Lasion inshesondere nach Ausschalten méglicher Ursachen

Tabelle 3: Klinisch auffallige Veranderungen die ein Hinweis auf eine maligne

Veranderung der Mundschleimhaut sein kénnen

Eine sichere visuelle und taktile Befundsicherung ist jedoch nicht mdglich. Somit
ergibt sich die Notwendigkeit der Etablierung einer minimalinvasiven

Untersuchungsmethode zur sicheren Diagnosefindung (Kunkel et al. 2005).
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1.2.2 Die Biopsie zur Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms und
seiner Prakursorlasionen
Eine Mundschleimhautlasion unklarer Dignitat, die nach Ausschalten vorhandener
mechanischer Irritationen oder Noxen, weiterhin besteht, bedarf einer weiteren
Abklarung (Kujan et al. 2005, Kunkel et al. 2010). Die Skalpelbiopsie ist hierbei das
etablierte Standartverfahren. Je nach Grél3e des Befundes kann eine Inzisionbiopsie
oder gleich eine Exzisionbiopsie durchgefuhrt werden. Hierbei muss auf die
schonende Behandlung des Bioptates geachtet werden, um eine gute histologische
Aufarbeitung zu gewahrleisten. Es ist sinnvoll die Biopsieentnahme in der
weiterbehandelden Klinik durchzufihren, da bei der Entnahme das klinische
Erscheinungsbild verandert wird. Vorab sollte jedoch in allen Fallen eine

aussagekraftige Fotodokumentation erfolgen (Kujan et al. 2005, Kunkel et al. 2010).

1.2.3 Die Toluidinblaufarbung zur Diagnostik des oralen
Plattenepithelkarzinoms und seiner Prakursorlasionen
Toluidinblau z&ahlt wie die Lugolsche Lésung und Methylenblau zu den absorptiven
Farbstoffsubstanzen. Fur die Farbung der Mundschleimhaut wird eine 1%
Toluidinblau-L6sung aufgetragen und nach ein- bis zweiminitigen Einwirkzeit mit 2%
Essigsaure wieder entfernt (Johnson 1999). Toluidinblau diffundiert in die Zellen und
farbt im Wesentlichen die Kernstrukturen an. Die Unterscheidung zwischen benignen
und malignen Schleimhautarealen basiert auf der Annahme, dass maligne L&asionen
aufgrund der grofReren Kern-Plasma-Relation eine intensivere Blaufarbung aufweisen
sollen (Johnson 1999, Niebel and Chomet 1964). Die Methode soll insbesondere bei
Patienten mit starker Exposition zu Risikofaktoren (Mashberg and Samit 1995)
helfen, sichtbare L&sionen hinsichtlich ihrer Dignitat besser einordnen zu kénnen

(Mashberg 1980) und auch eine optisch gezielte Biopsie ermoglichen (Epstein et
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al.1992). Die entscheidenden Nachteile der Methode liegen in der geringen
Spezifitdt, da auch nicht maligne proliferationsaktive Bezirke ein vergrol3ertes Kern-
Plasma-Verhaltnis zeigen kdnnen (Onofre et al. 2001). Das geschilderte Prinzip birgt
in sich das Risiko einer vermehrten falsch-positiven Bewertung von L&sionen, die
einen erhbhten Zellumsatz aufweisen. Geschildert wurde eine Rate von 40,4%
falsch-positiver Werte (Epstein et al. 2008). Insgesamt beschrankt sich der Nutzen
daher auf die Erkennung bereits invasiver, aber noch symptomarmer Karzinome, die
bei einer klinischen Untersuchung eventuell tibersehen werden kénnten (Ephros and
Mashberg 1999, Missmann et al. 2006). Bei einer eingeschrankten Spezifitat von 25-
67% erreicht das Verfahren eine Sensitivitdt von 70-100% (Epstein et al. 1997,

Gandolfo et al. 2006, Onofre et al. 2001, Portugal et al. 1996, Ram and Siar 2005).

1.2.4 Die photodynamische Diagnose des oralen Plattenepithelkarzinoms und
seiner Prakursorlasionen

Bei der photodynamischen Diagnose (PDD) reichern sich endogene oder exogene
fluoreszierende Substanzen, die lokal oder systemisch appliziert wurden, in
gesunden und pathologisch verdnderten Zellen, unterschiedlich stark an. Diese
werden mittels Laser- oder Lichtleitertechnik angeregt und markieren maligne
transformiertes Gewebe durch verstarkte oder verminderte Fluoreszenzemission
(Messmann 2000).

In der photodynamischen Diagnose des Mundhohlenkarzinoms wird als
photosensibilisierender Farbstoff 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) verwendet. 5-
Aminolavulinsdure ist die korpereigene Ausgangssubstanz der Ham-Synthese. Im
Uberschuss lokal verabreicht, stimuliert 5-Aminolavulinsaure in dysplastischem und
in karzinomatdosem Gewebe eine verstarkte Bildung und intrazellulare Akkumulation

von stark fluoreszierendem Protoporphyrin 1X, das durch kurzfristige Einwirkung von
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Licht einer Wellenlange von 405 nm angeregt wird (Chang et al. 2005, Daskalaki
2002, Leunig et al. 1996). Die Fluoreszenzbefunde gelten als suspekt und kdnnen
biopsiert werden. Bei der Detektion oraler Plattenepithelkarzinome zeigt die Methode
zwar eine hohe Sensitivitat von 84-99%, aber eine eingeschrankte Spezifitat von 60-
89% (Leunig et al. 2000, Schleier et al. 2002a, Schleier et al. 2002b, Sharwani et al.
2006).

Problematisch sind die falsch positiven Befunde insbesondere bei vorbestrahlten
Patienten (Zenk et al. 1999, Betz et al. 2002, Schleier et al. 2002b), so dass sich die
photodynamische Diagnose (PDD) nicht fur die Rezidiv- bzw. Zweittumordiagnostik
bei zuvor radiierten Patienten eignet (Zenk et al. 1999). Da verschiedene
Bakterienstdamme der Mundhdhle bei Inkubation von 5-Aminolavulinsaure ebenfalls
Protoporphyrin IX bilden (Doss and Phillipp-Dormstro 1973), sind im Rahmen der
photodynamischen Diagnose (PDD) professionelle HygienemalRnahmen zur
Erhohung der Spezifitat notwendig (Schleier et al. 2002a). Eine Intervall von
ungefahr einer Stunde zwischen professionellen Hygienemal3inahmen und der
Applikation des Photosensibilisators 5-Aminolavulinsaure sowie von etwa drei
Stunden zwischen Applikation des Photosensibilisators 5-Aminolavulinsdure und der
Bildung einer fur die Fluoreszenzmessung ausreichenden Menge Protoporphyrin 1X
(Schleier et al. 2002b) schranken die Praktikabilitat der Photodynamischen Diagnose
(PDD) in der ambulanten Tumorvor- und nachsorge stark ein. Da bereits geringe
Mengen Glucose die Bildung von Protoporphyrin IX beeinflussen, wird zudem eine
strikte Nahrungskarenz wahrend eines Zeitraumes von mehr als 4 Stunden
notwendig (Zenk et al. 1999). Dieses verlangt ein stringentes Patientenmanagement
und ist unter Berucksichtigung der begrenzten Compliance gerade der Patienten mit
erhohtem Risiko fur die Entwicklung eines Mundhohlenkarzinoms schwierig zu

realisieren
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1.2.5 Die Autofluoreszenz zur Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms
und seiner Prakursorlasionen

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).

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, wahrend
es im aneroben Glykolyse-Zyklus fehlt. Wird es mit blauem Licht stimuliert,
fluoresziert Flavin grin und differenziert so das gesunde vom karzinomatésen
Gewebe, welches sich dunkel darstellt (Baletic et al. 2004, DaCosta et al. 2005). Im
Gegensatz zur Photodynamischen Diagnose (PDD) erfordert die Autofluoreszenz

keine medikamentse Gabe von Photosensibilisatoren.

1.2.6 Die DNA-Zytometrie zur Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms
und seiner Prakursorlasionen
Die DNA-Zytometrie bestimmt die DNA-Ploidie. Liegt ein regelrechter
Chromosomensatz vor, wird dies als Diploidie bezeichnet. In maligne transformierten
Zellen, kommt es jedoch durch Chromosomenaberration zu einer Abweichung dieses
euploiden Chromosomensatzen (Merkel and McGuire 1990, Duesberg et al. 1999,
Sen et al. 2000, Rajagopalan and Lengauer 2004). Dieses Phanomen wird als
Aneuploidie bezeichnet (Sen et al. 2000, Driemel et al. 2003). Ein etabliertes
Verfahren der DNA-Zytometrie ist die DNA Image-Zytometrie (Maraki et al. 2004,

Maraki et al. 2006, Remmerbach et al. 2003, Remmerbach et al. 2004). Hierbei
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erfolgt die Einfarbung der Kern-DNA der Zellen, die mittels Burstenbiopsie gewonnen
wurden. Mittels eines computergestutzten Mikroskopes, dass mit einer
Digitalkammera ausgeristet ist, erfolgt die Auswertung. Verglichen werden dann
dreihundert suspekte Zellen, mit Zellen die einen euploiden Chromosensatz
aufweisen. Durch dieses Verfahren kann eine Sensitivitat von bis zu 96,4% und eine

Spezifitat von bis zu 100% erreicht werden (Remmerbach et al. 2001).

1.2.7 Die Transepitheliale Burstenbiopsie zur Diagnostik des oralen
Plattenepithelkarzinoms und seiner Prakursorlasionen

Anfang der 90-iger Jahre wurde die Burste als einfache Entnahmemethode oraler

Mundschleimhautzellen entdeckt (Sciubba et al. 1999). Im Gegensatz zur

Exfoliativzytologie (Papanicolau et al. 1943, Papanicolau et al. 1949), werden bei der

Bilrstenbiopsie, Zellen aller Epithelschichten erfasst (Abbildung 1).

(6 (‘~ 6"?’ el “"‘(’ a’, s A
5 o ' a.C ‘i‘ rSye)
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Abbildung 1: Vergleich von Exfoliativzytologie und Birstenbiopsie der oralen
Mukosa. A: Exfoliativzytologie. Es werden nur oberflachliche Zellen geerntet. B:

Birstenbiopsie. Es werden Zellen aller Epithellagen gewonnen.

Die orale Bdrstenbiopsie ist nicht nur zur Diagnosefindung oraler
Plattenepithelkarzinome und ihrer Vorlauferlasionen, sondern auch zur besseren
Spezifizierung benigner Mundschleimhautlasionen, geeignet (Burkhardt et al. 2006,

Driemel et al. 2007a, Lottbrein et al. 2003). Sie stellt eine schmerzfreie,

18



minimalinvasive MalRnahme dar. Es handelt sich hierbei um keine operative
MalBnahme. Hierdurch zeigt dieses Untersuchungsverfahren eine groflie
Patientenakzeptanz. Weiterhin  stellt es finanziell eine kostengunstige
Untersuchungsmethode dar. Durch die Verwendung mehrerer Birsten kann ein
.-mapping“ der Mundschleimhaut zuséatzlich durchgefuhrt werden. Hierbei kann
topographisch eine Zuordnung der Veranderung der Mundschleimhaut erfolgen.

Die Burstenbiopsie stellt ein Diagnoseverfahren oraler Risikolasionen dar und ist als
Screening-Verfahren gesunder Patienten ungeeignet. Die groRe Flache der
Mundhohle verhindert die Anwendung der Birstenbiopsie im Sinne eines
Screeningverfahrens und beschrankt ihren Nutzen auf die Kontrolle sichtbarer
Lasionen. AulRerdem ist die Technik fur die Untersuchung von L&sionen an der Lippe
durch die ausgepragte Keratinisierung ungeeignet (Remmerbach et al. 2006).

In einer parallel ablaufenden Studie wurde die Wertigkeit oraler konventioneller
Burstenbioptate erforscht (Driemel et al. 2007a, Driemel et al. 2007b, Driemel et al.
2007c). Evaluiert wurden 170 Patienten. Bei der Auswertung der oralen
Burstenbioptate ergaben sich eine Spezifitdit von 96% sowie eine Sensitivitdt von
79%. Der positive Vorhersagewert betrug 92%. Der negative Vorhersagewert betrug

89%. Histopathologische Befunde lagen zu allen Burstenbioptaten vor (Tabelle 4).

Konventionelle zytologische Analyse

der Burstenbioptate

Spezifitat [%] 96
Sensitivitat [%)] 79
Positiver Vorhersagewert [%)] 92
Negativer Vorhersagewert [%] 89

Tabelle 4: Wertigkeit der konventionellen zytologischen Analyse der Blrstenbioptate
(Driemel et al. 2007¢, Hullmann 2010 (Promotion)).
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Eine erweiterte Literaturrecherche zur Wertigkeit der konventionellen oralen

Bilrstenbioptate ergab im Durchschnitt eine Sensitivitat von ca. 80 % (Tabelle 5).

Autor Methode Patienten | Lasionen | Sensitivitat Spezifitat | Positiver Negativer

[%] [%] Vorhersagewert [Vorhersagewert
[%] [%]

Remmerbach

et al.2001 Konventionell 181 251 94,6 99,5 98,1 98,5

Remmerbach

et al.2003 Konventionell 75 75 92,5 100 100 84,6

Remmerbach

et al.2004 Konventionell 205 322 91,3 95,1 95,4 92,3

Driemel

et al.2007 Konventionell 93 93 79 100 100 92

Driemel et

al.2008 Konventionell 169 169 79 93 88 88

Merothra

et al. 2008 Konventionell 79 34 76,8 93,3 90,9 91,3

Tabelle 5: Publizierte Studien Uber die Wertigkeit der konventionellen oralen
Blrstenbiopsie zur Detektion oraler Plattenepithelkarzinome und seiner

Prakursorlasionen

Nachdem eine allein zytomorphologische Betrachtung einen relevanten Antell
maligner L&sionen (studienabhangige Sensitivitat von 76,8-94,6%) nicht eindeutig zu
identifizieren vermag (Remmerbach et al. 2001, Remmerbach et al. 2003,
Remmerbach et al. 2004, Driemel et al. 2007a, Driemel et al. 2007b, Driemel et al.
2007c, Driemel et al. 2007d, Hullmann et al. 2007, Driemel et al. 2008, Mehrotra et
al. 2008, Mehrotra et al. 2009), wurden in den letzten Jahren vermehrt
unterstitzende Verfahren evaluiert. Die von Kujan und Mitarbeitern fir orale
Bilrstenbioptate vorgeschlagene Dunnschicht-Zytologie (Kujan et al. 2006) ist
aufgrund  der geringen  Datenlage noch  nicht beurteilbar.  Neben
computerunterstitzten Methoden der Bildanalyse (Oral-CDx) (Sciubba et al. 1999),
verwenden andere Auswertungsstrategien den DNA-Gehalt (Remmerbach et al.
2001, Maraki et al. 2006), spezifische Proteinexpressionsmuster zur Detektion
maligner Zellen (Driemel et al. 2007c) oder eine zusatzliche Zellblocktechnologie, d.

h. die ergdnzende Aufbereitung evtl. mit der Birste gewonnener Gewebefragmente.
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1.2.8 Automatische Bildanalyse des Biirstenbioptates (Oral CDx®)

Bei der automatischen Bildanalyse erfolgt die morphologisch-zytologische
Auswertung des Burstenbiopstates zunachst mit Hilfe eines Computerprogrammes.
192 Zellen, welche vom Computer als am ehesten atypisch klassifiziert worden sind,
werden dem Pathologen zur gezielten, mikroskopischen Kontrolle prasentiert.
Anschlieend werden dem behandelnden Arzt vier Befundkategorien mitgeteilt,

welche das weitere Prozedere empfehlen (Burkhardt et al. 2006) (Tabelle 6).

Unzureichendes . . .

) Erneute Biurstenbiopsie
Zellmaterial ‘ P
Negativ fur » Klinische Kontrolle und evtl.
epitheliale Atypien erneute Birstenbiopsie im Intervall

Atypische _ _
Zellen vorhanden - Skalpellbiopsie

Positiv far _ _
Dysplasie oder Karzinom P Skalpellbiopsie

Tabelle 6: Diagnostische Kategorien der automatischen Bildanalyse (Oral CDx®) und

empfohlenes weiteres Vorgehen

Die mit diesem Verfahren erreichbare Sensitivitdt wird mit Werten zwischen 71,4
Prozent und 100 Prozent angegeben (Sciubba et al. 1999, Poate et al. 2004,
Scheifele et al. 2004). Aufgrund quantitativ oder qualitativ unzureichenden Materials
mussen zwei bis sieben Prozent der Birstenbiopsate wiederholt werden (Poate et al.
2004, Scheifele et al. 2004).

Das Verfahren ist Lizenz-gebunden und steht in Deutschland bisher nur durch einen
Anbieter zur Verfigung. Kritisch wurde die Spezifitdt der Methode bewertet, die in
Studien bis hinunter zu 32 Prozent reicht (Poate et al. 2004) und in Ubersichten
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pathologischer Institute bisweilen unter 25 Prozent angegeben wird (Slater et al.
2004).

Die Methode soll dem Arzt oder Zahnarzt eine Hilfestellung bieten, klinisch priméar
nicht bzw. fraglich  biopsiewurdige L&sionen auf ihre  chirurgische
Biopsienotwendigkeit hin  zu beurteilen. Benigne orale Lasionen sollen
hochspezifisch bestimmt sowie maligne transformierte Zellen und ihre Vorstufen
detektiert werden. Das Verfahren ist Lizenz gebunden. Es eignet sich weder zur
Diagnosesicherung klinisch manifester bzw. malignitatsverdachtiger
Mundschleimhautverdnderungen noch zur Screeninguntersuchung bei

Mundschleimhautgesunden Patienten (Sciubba et al. 1999).

1.2.9 Immunzytochemisch erweiterte Birstenbiopsie zur Diagnostik des
oralen Plattenepithelkarzinoms und seiner Prakursorléasionen
Die Invasion oraler Plattenepithelkarzinome stellt einen koordinierten und raumlich
strukturierten Prozess dar, bei dem in der Invasionsfront zum einen physiologische
extrazellulare Matrixstrukturen abgebaut werden und zum anderen eine provisorische
extrazellulare Matrix unter Einbau von Laminin-5 (Ln-5) bzw. der y2-Kette von Ln-5
und von hochmolekularem Tenascin-C (hm Tn-C) gezielt neu synthetisiert wird
(Franz et al. 2006) (Abbildung 2). Folglich werden im Rahmen der malignen
Transformation sowohl die y2-Kette des Ln-5 und ihre proteolytischen Fragmente als
auch hm Tn-C als extrazellulare Matrixproteine hochgradig exprimiert (Patel et al.
2002, Regezi et al. 1995, Regezi et al. 2002). In der immunzytologischen Analyse
oraler Burstenbiopstate werden tumortypische Varianten der Proteinexpression zur
Erkennung atypischer Zellen verwendet. Eine interessante Gruppe von Proteinen
betrifft hierbei Kontaktstrukturen zur extrazellularen Matrix, die sich im Rahmen der

malignen Transformation verandern und beispielsweise vermehrt zytoplasmatisch
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exprimiert werden. Diese lassen sich mit spezifischen Antikdrpern
immunhistochemisch markieren und kdnnen so bei der zytopathologischen
Begutachtung von Biurstenbioptaten helfen, Karzinomzellen zu detektieren (Driemel
et al. 2005, Driemel et al. 2007a, Driemel et al. 2007c¢). Hierzu wurden beispielsweise
Antikdrper gegen die extrazellularen Matrixproteine hochmolekulares Tenascin-C und
die y2-Kette von Laminin-5 eingesetzt. (Driemel et al. 2007a, Driemel et al. 2007b).
Hierbei konnten transformierte Zellen mit einer Sensitivitdt um 93 bis 95 Prozent und

einer Spezifitat bis 100 Prozent detektiert werden.

Abbildung 2: Konfokale Laser Scanning-Mikroskopie der Invasionsfront eines oralen
Plattenepithelkarzinoms (x300). BM Basalmembran, C Karzinom, S Stroma,
—Leitschiene der Invasion, grin Laminin-5, rot hm Tn-C, gelb
Kolokalisationsmuster der y2-Kette von Laminin-5 und hochmolekularem Tenascin-

C als Leitschiene der Invasion (Kosmehl 2006)
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1.3 Tenascin-C und seine Varianten

Tenascin-C ist ein extrazellulares Matrixprotein (Chiquet-Ehrismann et al. 1986).
Sechs einzelne Ketten bilden ein Hexamer, das Uber Disulfidbricken miteinander
verbunden ist (Siehe Abbildung 3). Tenascin-C wird wahrend der Embryogenese und
Organogenese maximal exprimiert. Eine erhdhte Exprimierrate kann jedoch auch bei
Neoplasien festgestellt werden (Chiquet-Ehrismann et al. 2004), wie bei kolorektalen
Karzinomen, Endometriumkarzinomen, Magenkarzinomen, Osteosarkomen, oralen
Plattenepithelkarzinomen, Melanomen und Mammakarzinomen. Bei
Prostatakarzinomen und oralen Plattenepithelkarzinomen kann sogar ein Anstieg von
Tenascin-C im Serum nachgewiesen werden (Adams et al. 2002, Emoto et al. 2001,
Mighell et al. 1997, Tanaka et al. 2000, Vollmer et al. 1997, Wiksten et al. 2003).
Durch alternatives Spleissen steigt die Vielfalt von Tenascin-C auf mindestens neun
verschiedene Spleissvarianten (Mighell et al. 1997). Hierbei werden hochmolekulare
(Tn-C_, 280 kDa) und niedermolekulare (Tn-Cs, 190 kDa) Spleissvarianten
unterschieden. Die einzelnen Varianten werden bei unterschiedlichen pathologischen
Zustanden unterschiedlich exprimiert (Carnemolla et al. 1989, Carnemolla et al.

1999, Borsi et al. 1992, Borsi et al. 1995).

Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Hen @CCCCCCOCCCCCCI T T T N [ [ @0

cDMA -Sequenz

@D c-terminale Domane
Py -

/) EGF-Domanen

I:‘ FNII-Domanen

. FNIII-SpleiR-Doménen

. N-terminale Domane

Abbildung 3: Molekiilschema einer Tenascin-C-Kette. Die dem alternativen Spleil3en
unterliegenden Molekulabschnitte sind die fibronectin-like repeats A bis D. Markiert
sind ferner die Epitopregionen, welche von dem verwendeten monoklonalen
Antikdrper BC2 erkannt werden (Zardi L (2006) Persénliche Mitteilung).
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Hochmolekulares Tenascin-C  (hm Tn-C) markiert im Gegensatz zum
niedermolekularem Tenascin-C (nm Tn-C) ausschlief3lich die Invasionszone von in
Umbau befindlichen Geweben (Prieto et al. 1990, Chiquet-Ehrismann et al. 1991,
Murphy-Ullrich et al. 1991, Tucker et al. 1994). Bei oralen Plattenepithelkarzinomen
kommt es, abhangig vom Dysplasiegrad, Zu unterschiedlichen

Expressionsintensitaten (Tiitta et al. 1994, Ramos et al. 1998, Regezi et al. 2002).
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2 Fragestellung

1. Die vorliegende prospektive Studie soll erstmals den Einsatz extrazellularer
Matrixproteine in der zytologischen Diagnostik testen.

2. Die Studie soll die methodische Erweiterung der Burstenbiopsie erproben, die
mittels hochmolekularem Tenascin-C, immunzytochemisch markiert wurde.

3. Die Studie soll den Stellenwert der immunzytochemischen Tests, als Beitrag
zur schnellen und sicheren Interpretation von oralen Blrstenbioptaten sowie
zur Aufdeckung klinisch karzinomverdachtiger Herde der Mundhdhle,

abschlieRend diskutieren.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Die Kohorte dieser Studie umfasst 170 Patienten, die sich von August 2003 bis
Oktober 2004 in der Abteilung fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie/Plastische
Operationen des HELIOS Klinikums Erfurt (Chefarzt: Prof. Dr. Dr. H. Pistner) und von
November 2004 bis Februar 2006 in der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Klinikums der Universitat Regensburg (Direktor: Prof. Dr. Dr. T.
E. Reichert) mit benignen und malignen Mundschleimhautveranderungen vorstellten.
Nach Erhebung der Anamnese und nach klinischer intra- und gegebenenfalls
extraoraler Untersuchung mit Inspektion und Palpation wurden von allen
Mundschleimhautlasionen Bilrstenbiopsien gewonnen. Zur korrelativen
histopathologischen Analyse der Burstenbiopsiediagnosen erfolgte im Rahmen der
Routinediagnostik von allen pathologischen Veranderungen eine Skalpellbiopsie.

Von den 170 Patienten waren 80 Frauen und 90 Manner. Zum Zeitpunkt der
Burstenbiopsie war der jungste Patient 19 Jahre alt, der alteste 84 Jahre. Der

Altersdurchschnitt betrug 54 Jahre.

3.2 Histopathologische Begutachtung

Die chirurgischen Bioptate und die operativen Praparate wurden in 0,9 %ige
Kochsalzlosung Uberfihrt und unverziglich in die Abteilung fur Pathologie
(01.08.2003-31.10.2004: Institut fur Pathologie des HELIOS Klinikums Erfurt
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(Chefarzt: Prof. Dr. H. Kosmehl), 01.11.2004-28.02.2006: Institut fir Pathologie des
Klinikums der Universitat Regensburg (Direktor: Prof. Dr. F. Hofstadter)) verbracht.
Die histopathologische Begutachtung erfolgte dort nach Standardmethoden, mittels
formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben die mit Hamatoxylin-

Eosin gefarbt wurden (HE).

3.3 Technik der Burstenbiopsie

Nach dem die Patienten ihren Mund kurz mit Leitungswasser ausgespult hatten,
wurde die Birste (Cytobrush® Plus GT unsteril, Medscand Medical AB, Malmg,
Schweden) mit leichtem Druck und gleichzeitiger Rotation Uber die Lasion gefthrt.
Feine Blutungspunkte signalisierten eine ausreichende Eindringtiefe der Blrste.

Fur die immunzytochemischen Untersuchungen wurden die geernteten Zellen der
Burstenbiopsie durch ein Abrollen der Burste mit einer Drehung um 360 Grad auf den
Objekttrager (SuperFrost® Plus, Menzel, Braunschweig, Deutschland) tbertragen.
Hierbei wurde die Burste mehrfach angesetzt und 360 Grad gedreht, so dass ein
wiederkehrendes  Muster der Zellen auf den Objekttrager erhalten wurde
(Abbildung 4). AnschlieBend wurden die Objekttrdger dber Nacht bei
Raumtemperatur Luft getrocknet, fir 10 Minuten in reines Aceton gegeben und fur

mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur Luft getrocknet.
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Rotation
der Burste 360"

Abbildung 4: Technik der Burstenbiopsie a: Die Burste als Enthahmetrager. b: Die
Blrste wird mit leichten Druck und gleichzeitiger Rotation tber die Lasion gefuhrt.
c und d: Die entnommenen Zellen werden durch mehrfaches Drehen und

Ausstreichen auf den Objekttrager Ubertragen.

29



3.4 Immunzytochemische Markierung der Burstenbioptate mit

hochmolekularem Tenascin-C

Fur fur die hm Tn-C Immunzytochemie standen 159 Bulrstenbioptate mit
histopathologischer Diagnose far die korrelative Analyse der

Burstenbiopsiediagnosen zur Verfugung (Tabelle 7).

Art der Anzahl der Blrstenbioptate
Mundschleimhautlasion far die

Hm Tn-C Immunzytochemie

Normale Mundschleimhaut, 15

Nichtraucher

Entzindliche Lasion 28
Hyperproliferative Lasion 56
Plattenepithelkarzinom 52
Rezidiv eines 8

Plattenepithelkarzinoms

Gesamt 159

Tabelle 7: Klassifizierung und Anzahl der fur die Immunzytochemie zur Verfigung
stehenden Mundschleimhautlasionen

Zur Analyse wurde eine standardisierte Immunzytochemie mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen hm Tn-C nach Aceton-Fixierung verwendet.

Fur die hm Tn-C Immunzytochemie stand der Klon BC2 (Prof. L. Zardi, Natl. Inst.
Canc. Res. Genua, Italien) in einer Verdiinnung von 1:20 zur Verfligung.

Die gebundenen hm Tn-C-Antikorper wurden mittels des Streptavidin Alkalische
Phosphatase ChemMate Kit und dem Immunfarbeautomat Autostainer (Dako,

Glostrup, Danemark) entsprechend dem Protokoll des Herstellers detektiert.
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3.5 Begriffsbestimmungen: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer

Vorhersagewert

In der Diagnostik oraler Birstenbioptate muss eine Entscheidung zwischen
.Karzinom (positiv)* und ,normaler Mundschleimhaut bzw. benigner Lasion (negativ)“
getroffen werden. Hierbei gibt es zwei Fehlermdglichkeiten (Abbildung 5):
1. Man kann normale Mundschleimhaut bzw. eine benigne Lasion als Karzinom
einstufen (falsch positiv).

2. Man kann ein Karzinom als normale Mundschleimhaut bzw. benigne L&sion

einstufen (falsch negativ).

Richtige Entscheidung Falsche Entscheidung
(richtg positiv) (falsch positiv)

Falsche Entscheidung Richtige Entscheidung
(falsch negativ) (richtig negativ)

Abbildung 5: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer Vorhersagewert in der

Diagnostik oraler Burstenbioptate.
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3.5.1 Sensitivitat
Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Plattenepithelkarzinom bzw. das Rezidiv eines
Plattenepithelkarzinoms als Karzinom erkannt werden, wird als Sensitivitdt des

Untersuchungsverfahrens der oralen Blrstenbioptate bezeichnet:

Sensitivitat richtig positiv x 100 % : (richtig positiv + falsch negativ)

= Plattenepithelkarzinom bzw. das Rezidiv eines
Plattenepithelkarzinoms als Karzinom erkannt x 100 %
(Plattenepithelkarzinom bzw. das Rezidiv eines

Plattenepithelkarzinoms als Karzinom erkannt + Karzinom als

normale Mundschleimhaut bzw. benigne L&sion eingestuft)

3.5.2 Spezifitat
Unter der Spezifitat eines Untersuchungsverfahrens der oralen Blrstenbioptate wird
die Wahrscheinlicheit verstanden, mit der normale Mundschleimhaut sowie

entzindliche und hyperproliferative Lasionen als benigne erkannt werden:

Spezifitat richtig negativ x 100 % : (falsch positiv + richtig negativ)

= normale Mundschleimhaut sowie entzindliche und
hyperproliferative L&sionen als benigne erkannt x 100 %:
(normale Mundschleimhaut bzw. eine benigne Lasion als
Karzinom eingestuft + normale Mundschleimhaut sowie

entzuindliche und hyperproliferative Lasionen als benigne

erkannt)
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3.5.3 Positiver und negativer Vorhersagewert

Die Wahrscheinlichkeit, dass die getroffene Diagnose zutreffend ist, wird durch den

Begriff des Vorhersagewertes ausgedruckt, wobei es fir das ,Karzinom* und ,die

normale Mundschleimhaut

Vorhersagewerte gibt:

Positiver Vorhersagewert

Negativer Vorhersagewert =

bzw. benigne Lasion* zwei verschiedene

richtig positiv x 100 % : (richtig positiv + falsch
positiv)

Plattenepithelkarzinom bzw. das Rezidiv eines
Plattenepithelkarzinoms als Karzinom erkannt x 100
% : (Plattenepithelkarzinom bzw. das Rezidiv eines
Plattenepithelkarzinoms als Karzinom erkannt +
normale Mundschleimhaut bzw. eine benigne

Lasion als Karzinom eingestuft)

richtig negativ x 100 % : (falsch negativ + richtig
negativ)

normale Mundschleimhaut sowie entziindliche und
hyperproliferative L&sionen als benigne erkannt x
100 % : (Karzinom als normale Mundschleimhaut
bzw. benigne Lasion eingestuft + normale
Mundschleimhaut  sowie entzindliche und

hyperproliferative Lasionen als benigne erkannt)
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4 Ergebnisse

Immunzytochemische Untersuchungen der Burstenbioptate mit

hochmolekularem Tenascin-C

Die Immunzytochemie der Birstenbioptate der oralen Mukosa liel3 keine atypischen
Zellen erkennen. Es fand sich keine Immunfarbung fir hochmolekulares Tenascin-C.
Dagegen wurden beim oralen Plattenepithelkarzinom die atypischen

Epithelkomplexe durch eine intensive Rotfarbung hervorgehoben (Abbildung 6).

Abbildung 6: Standardisierte Immunzytochemie mit hm Tn-C (Klon BC2). a: normale
orale Mukosa ohne Immunfarbung fur Tenascin-C, b: orales Plattenepithelkarzinom

mit intensiver Immunfarbung der atypischen Epithelzellkomplexe

Hierbei waren zwei immunzytochemische Muster mdglich: 1. eine Anfarbung des
Zytoplasmas und der Zellmembran und 2. ein positiver Schleier um atypische Zellen

(Abbildung 7). Bakterien- und Pilzkolonien stellten sich ebenfalls dar.
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Abbildung 7: Unterschiedliche immunzytochemische Farbemuster von hm Tn-C in
atypischen Plattenepithelzellen oraler Burstenbioptate (Klon BC2). a: eine Anfarbung
des Zytoplasmas und der Zellmembran, b: positiver Schleier um atypische Zellen.

Die hm Tn-C Immunzytochemie ergab sieben falsch-positive Félle, d. h. atypische
Zellen in normaler, entzindlicher oder benigner hyperproliferativer Schleimhaut
(Spezifitat 93 %). Neun primare Plattenepithelkarzinome und ein Rezidiv konnten
immunzytochemisch mit hm Tn-C nicht markiert werden (Sensitivitdt der hm Tn-C

Immunzytochemie 83 %) (Abbildung 8).
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60

O Tenascin-C

50 B Tenascin-C falsch
positiv

40 O Tenascin-C falsch
negativ

30

20

10

0

gesund entzundlich  hyperproliferativ  prim. PECA Rezidiv

Abbildung 8:Ergebnis der immunzytochemischen Darstellung von hm Tn-C in den

Bilrstenbioptaten

Der positive Vorhersagewert betrug fir die hm Tn-C Immunzytochemie 88 %, der
negative Vorhersagewert erreichte 90 % (Tabelle 8).

Durch die Kombination von konventioneller Zytologie und Immunzytochemie mit
hochmolekularem Tenascin-C konnte die Spezifitat von 93% auf 99% und die
Sensitivitat von 83% auf 95% gesteigert werden. Der positive Vorhersagewert betrug
fur die kombinierte Immunzytochemie mit hochmolekularem Tenascin-C 98 %, der
negative Vorhersagewert erreichte fir die kombinierte Immunzytochemie mit

hochmolekularem Tenascin-C 97% (Tabelle 8).
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Spezifitat [%)] 96 93 99
Sensitivitat [%] 79 83 95
Positiver 92 88 98
Vorhersagewert

[%]

Negativer 89 90 97
Vorhersagewert

[%0]

Tabelle 8: Wertigkeit der konventionellen und der immunzytochemischen Analyse der
Birstenbioptate mit hm Tn-C

Insgesamt wurden durch die Kombination von konventioneller Zytologie und hm Tn-C
Immunzytochemie nur drei orale Plattenepithelkarzinome nicht erkannt, darunter 1
Carcinoma in situ und ein mikroinvasives Karzinom mit einem maximalen
Durchmesser von 0,2 cm.

Auch die Zahl der falsch positiven Falle konnte durch die Kombination von
konventioneller Zytologie und hochmolekularer Tenascin-C Immunzytochemie von

vier auf einen Fall reduziert werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Ergebnis der Kombination aus konventioneller zytologischer und

immunzytochemischer hm Tn-C Analyse der Birstenbioptate

Im oben beschriebenen Fall eines in der Skalpellbiopsie zunachst nicht erkannten
Plattenepithelkarzinoms markierte hm Tn-C ebenso wie die y2-Kette von Ln-5
positive Zellgruppen und gab Anlass zu einer Wiederholung der Inzisionsbiopsie,

welche in einer Reklassifikation in orales Plattenepithelkarzinom resultierte.
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5 Diskussion

Die Notwendigkeit einer sicheren Friherkennung von oralen
Plattenepithelkarzinomen und ihrer Prekursorlasionen stellt eine hohe Anforderung
an das zu verwendende Testverfahren. Dieses Screeningverfahren muf3
verschiedene Voraussetzungen erfillen. Es sollte minimalinvasiv sein, um vom
Patienten anstandslos akzeptiert zu werden. Es sollte einfach in der Anwendung sein
fur die breite Masse der Behandler, sowie finanziell erschwinglich (Doherty 1989). Als
Testverfahren mu3 es eine moglichst hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweisen
(Zenk et al. 1999). In Anbetracht dieser Anforderungen an ein Screeningverfahren
wurde nach erganzenden Methoden gesucht, die die Sensitivitat und Spezifitat der
klassischen oralen Birstenbiopsie mit nachfolgender zytologischer Untersuchung
verbessen. Zu diesen Methoden zahlen die computerunterstitzte Bildanalyse (Oral-
CDx) (Sciubba 1999, Svirsky et al. 2002, Rick 2003, Scheifele et al. 2004), die DNA
Image-Zytometrie (Bocking et al. 2004, Maraki et al. 2004, Maraki et al. 2006,
Remmerbach et al. 2004) und die AQNOR-Analyse (Remmerbach 2003).

Bei der automatischen Bildanalyse (Oral-CDx) erfolgt eine computergestitzte
Auswertung der Zellen, die mit der Burstenbiopsie gewonnen wurden. Die vom
Computer als morphologisch Auffallig deklarierten Zellen, werden erneut durch den
Pathologen begutachtet. In der Literatur wird die Sensitivitdt des Verfahrens von
71,4% bis zu 100% angegeben. Die Spezifitat hierbei wird mit 32% bis hin zu 93%
angegeben (Sciubba 1999, Svirsky et al. 2002, Rick 2003, Poate et al. 2004,
Scheifele et al. 2004).

Die DNA-Zytometrie bestimmt die DNA-Ploidie. Liegt ein regelrechter
Chromosomensatz vor, wird dies als Diploidie bezeichnet. In maligne transformierten
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Zellen, kommt es jedoch durch Chromosomenaberrationen zu einer Abweichung
dieses euploiden Chromosomensatzen (Merkel and McGuire 1990, Duesberg et al.
1999, Sen et al. 2000, Rajagopalan and Lengauer 2004). Dieses Phenomen wird als
Aneuploidie bezeichnet (Sen et al. 2000, Driemel et al. 2003). Ein etabliertes
Verfahren der DNA-Zytometrie ist die DNA Image-Zytometrie (Maraki et al. 2004,
Maraki et al. 2006, Remmerbach et al. 2003, Remmerbach et al. 2004). Hierbei
erfolgt die Einfarbung der Kern DNA der Zellen, die mittels Burstenbiopsie gewonnen
wurden. Mittels eines computergestitzten Mikroskopes, dass mit einer
Digitalkammera ausgerustet ist, erfolgt die Auswertung. Vergleicht werden dann
dreihundert suspekte Zellen, mit Zellen die einen euploiden Chromosensatz
aufweisen. Durch dieses Verfahren kann eine Sensitivitat von bis zu 96,4% und eine
Spezifitdt von bis zu 100% erreicht werden (Remmerbach et al. 2001). Die
Kombination der DNA Image-Zytometrie mit der konventionellen Burstenbiopsie
konnte die Sensitivitdt bis zu 98,2% steigern, bei einer Spezifitdt von 100%
(Remmerbach et al. 2001, Remmerbach et al. 2004, Remmerbach et al. 2004).

Die AgNOR-Analyse ist ein weiteres Verfahren zur Detektion maligner transformierter
Zellen, die mittels Burtenbiopsie gewonnen wurden. Hierbei werden die Nuclear
Organizer Region (NOR) der RNA berstimmt (Remmerbach et al. 2003). NORs sind
ein Parameter fur die Syntheseleistung einer Zelle und damit auch ihrer Proliferation.
Das Verfahren weist eine Sensitivitat und Spezifitat von 100% auf und kann mit der
konventionellen Burstenbiopsie kombiniert werden. Aufgrund des sehr grofien
technischen Aufwandes des Verfahrens kann die AgNOR-Analyse trotz der guten
Sensitivitat und Spezifitat nicht als Routineverfahren angesehen werden.

Leider stehen die genannten erweiterten Untersuchungsverfahren nicht allen
auswertenden Laboren zur Verflgung. Im Gegensatz hierzu ist die

Immunzytochemie, die in den meisten histopathologischen Laboratorien automatisiert
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erfolgt, ein Verfahren, dass flachendeckend in der Bundesrepublik Deutschland
angewendet wird und zugleich kostengunstig ist (Driemel et al. 2007a, Driemel et al.
2007b, Scott et al. 2006).

Die  Expression von Tenascin-C bei Invasion der Zellen eines
Plattenepithelkarzinomen durch die Basalmembran kann als immunzytochemischer
Parameter herangezogen werden, insbesonders wenn eine Differenzierung zu
schweren dysplastischen Formen erschwert ist (Lissitzky et al. 1985, Grundmann et
al. 1989). Hierbei erfolgt die Expression direkt durch die Karzinomzellen, vor allem in
der Invasionszone (Hindermann et al. 1999, Katenkamp et al. 2003, Wewer and
Mareel 2003). Somit weist das hochmolekulare Tenascin-C ein ahnliches
Expressionsmuster wie die y2-Ketten von Laminin-5 auf. Bei der
immunzytochemischen  Auswertung der y2-Ketten von Laminin-5 der
Bilrstenbiopsien, konnte eine Sensitivitat von 93% und eine Spezifitdt von 98%
erreicht werden. Die immunzytochemische Erweiterung der konventionellen
Burstenbiopsie mit der y2-Kette von Laminin-5 zeigt wiederum eine hohe Sensitivitat
von 98% sowie Spezifitat von 100%. Der positive und negative Vorhersagewert
betrugen jeweils 100% (Driemel et al. 2007a).

Das Tenascin-C-Muster bietet, wie das Laminin-5-Muster, eine von der Morphologie
unabhéngige Information und unterstitzt die diagnostische Interpretation. Die
farbliche Immunmarkierung der suspekten Zellen der Burstenbiopsie erleichtert das
Auffinden atypischer Zellen im zytologischen Praparat und rationalisiert die
Diagnostik (Driemel et al. 2005, Driemel et al. 2007a, Driemel et al. 2007b, Scott et
al. 2006). Die immunzytochemische Auswertung der Burstenbioptate mit
hochmolekularem Tenascin-C zeigte eine Sensitivitdt von 83% und eine Spezifitat
von 93%. Der positive Vorhersagewert betrug 88% und der negative Vorhersagewert

90%. Die immunzytochemische Erweiterung der konventionellen Birstenbiopsie mit
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hochmolekularem Tenascin-C erhote die Sensitivitat auf 95% sowie die Spezifitat auf
99%. Anlog hierzu stieg der positive Vorhersagewert auf 98% und der negative
Vorhersagewert auf 97% (Driemel et al. 2007b).

Somit ist die hm Tn-C immunzytochemisch unterstitzte konventionelle Zytologie mit
einer Sensitivitat von 95 % geeignet, atypische bzw. invasionsfahige Zellen im oralen
Burstenbioptat zu identifizieren. Hierbei verhalt sich das hm Tn-C analog zur y2-Kette
von Laminin-5 sowie der computerunterstitzte Bildanalyse (Oral-CDx), der DNA
Image-Zytometrie und der AQNOR-Analyse.

Die unterschiedlichen, zurzeit verwendeten Verfahren zur diagnostischen
Unterstiitzung der konventionellen Birstenzytologie erhdhen die Wertigkeit der

Methode (Tabelle 9).
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Autor Methode Patienten Lasionen | Sensitivitdt | Spezifitat Positiver Negativer
[%] [%] Vorher- Vorher-
sagewert sagewert
[%] [%]
Sciubba et al. Computer unterstutzte 327 327 100 93 90 100
(1999) Bildanalyse (Oral CDx®)
Remmerbach Konventionell 181 251 94,6 99,5 98,1 98,5
et al. (2001) DNA-Image-Zytometrie 181 251 96,4 100 100 99
Kombiniert konventionell und 181 251 98,2 100 100 99,5
DNA-Image-Zytometrie
Svirsky et al. Computer unterstutzte n. g. n. g. 95,9 n. g. 38 n. g.
(2002) Bildanalyse (Oral CDx®)
Potter et al. n. g. 115 n. g. 97 n. g. n. g. n. g.
(2003)
Remmerbach Konventionell 75 75 92,5 100 100 84,6
et al. (2003a) AgNOR-Analyse 75 75 100 100 100 100
Kombiniert konventionell und 75 75 100 100 100 100
AgNOR-Analyse
Rick (2003) Computer unterstutzte n. g. n.g. 90,9 n.g. n. g. n. g.
Bildanalyse (Oral CDx®)
Maraki et al. Kombiniert konventionell und 98 98 100 97,4 89 100
(2004) DNA-Image-Zytometrie
Poate et al. Computer unterstutzte 49 49 71,4 32 44,1 60
(2004) Bildanalyse (Oral CDx®)
Remmerbach Konventionell 205 322 91,3 95,1 95,4 92,3
et al. (2004) DNA-Image-Zytometrie 205 322 95,5 100 100 96,2
Kombiniert konventionell und 205 322 97,8 100 100 98,1
DNA-Image-Zytometrie
Scheifele et al. Computer unterstutzte 80 96 92,3 94,3 85,7 97,1
(2004) Bildanalyse (Oral CDx®)
Driemel et al. Konventionell 93 93 79 100 100 92
(2007) Ln-5 Immunzytochemie 93 93 93 98 97 97
Kombiniert konventionell und 93 93 93 100 100 97
y2-Kette von Ln-5
Immunzytochemie
Driemel et al. Konventionell 159 159 79 96 92 89
(2007) hm Tn-C Immunzytochemie 159 159 83 93 88 90
Kombiniert konventionell und 159 159 95 99 98 97
hm Tn-C Immunzytochemie
Remmerbach Konventionell n. g. n. g. 91,3 95,1 94,4 92,3
et al. (2007) DNA-Image-Zytometrie 97,8 100 100 98,1
Driemel et al. Konventionell 169 169 79 93 88 88
(2008)
Merhotra et al. Konventionell 79 34 76,8 93,3 90,9 91,3

(2008)

Tabelle 9:Publizierte Studien tber die Wertigkeit der methodisch erweiterten oralen

Burstenbiopsie zur

Prékursorlasionen. (n. g. nicht genannt)
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6 SchluR3folgerung

e Die visuelle Inspektion der Mundschleimhaut gehort zum
Standarduntersuchungsverfahren der Frihdiagnose des oralen
Plattenepithelkarzinoms sowie seiner Prekursorlasionen.

e Die Skalpelbiopsie ist ein etabliertes Standartverfahren bei der Abklarung
malignitatsverdachtiger Mundschleimhautveranderungen.

e Obwohl der Nachweis extrazellularer Matrixproteine nicht obligater Bestandteil
einer zytologischen Untersuchung ist, ermdglicht ihr Auftreten, im Rahmen der
malignen Transformation und Invasion, eine intrazytoplasmatische
Demonstration und erlaubt ihren Einsatz in der zytologischen Diagnostik oraler
Plattenepithelkarzinome.

e Die Birstenbiopsie, kombiniert mit der immunzytochemischen Analyse von
hochmolekularem Tenascin-C, unterstitzt das Screening von Personen und
Bevolkerungsgruppen mit erhdohtem Risiko im Hinblick auf maligne und
potentiell maligne Mundschleimhautverédnderungen. Sie ermdglicht das
Monitoring verdachtiger oraler Lasionen Uber langere Zeitrdume und hilft bei
der Uberwachung von Patienten im Rahmen der Tumornachsorge.

e Die mit hochmolekularem Tenascin-C immunzytochemisch unterstitzte
konventionelle Burstenbiopsie konnte bezuglich der Sensitivitdt von 79% auf
95% gesteigert werden.

e Die mit hochmolekularem Tenascin-C immunzytochemisch unterstitzte
konventionelle Burstenbiopsie konnte bezuglich der Spezifitat von 96% auf

99% gesteigert werden.
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Die mit hochmolekularem Tenascin-C immunzytochemisch unterstitzte
konventionelle Birstenbiopsie ist geeignet, atypische bzw. invasionsfahige
Zellen im oralen Burstenbioptat zu identifizieren.

Ein positiver Befund oder eine Progression einer Mundschleimhautl&asion bei
negativem Befund sind stets Indikationen zur Uberweisung des Patienten an
Fachkliniken und zur dort durchgefuhrten  Skalpellbiopsie  mit

histopathologischer Untersuchung.
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7 Zusammenfassung

Die transepitheliale Bulrstenbiopsie soll als moderne, nicht invasive Methode, die
klinisch-morphologische Einordnung oraler Schleimhautverdnderungen unterstitzen
und dem Untersucher die Entscheidung Uber eine notwendige Skalpellbiopsie
erleichtern oder diese sogar ersetzen. Sensitivitdt und Spezifitdt der Methode sollen
durch unterschiedliche, unterstitzende Verfahren erhéht werden. Da im Rahmen
der malignen Transformation das extrazellulare Matrixprotein hochmolekulares
Tenascin-C (hm Tn-C) hochgradig exprimiert wird, stellt es einen attraktiven
Ansatzpunkt fir eine methodische Erweiterung der oralen Birstenbiopsie dar.

Uber einen Zeitraum von 3 Jahren wurden 159 konsekutive transepitheliale
Bilrstenbioptate von benignen und malignen Mundschleimhautldsionen gewonnen.
Alle pathologischen Lasionen wurden fir die korrelative Analyse histopathologisch
untersucht und kontrolliert.

In einem ersten Schritt wurde die Wertigkeit der konventionellen HE-Farbung
transepithelialer Burstenbioptate zur ldentifikation des Plattenepithelkarzinomes und
seiner Prakursorlasionen bestimmt. Mittels standardisierter immunzytochemischer
Untersuchungen wurde dann die Eignung von hm Tn-C als Indikator invasionsfahiger
atypischer Zellen in oralen Birstenbioptaten geprtft. Die konventionelle Zytologie
ergab eine Spezifitdt von 96 %, die immunzytochemische Markierung mit hm Tn-C
93% und die kombinierte hm Tn-C Immunzytochemie eine Spezifitdt von 99 %. Die
Sensitivitat der konventionellen Zytologie betrug 79%, die immunzytochemische
Markierung mit hm Tn-C 83% und die kombinierte hm Tn-C Immunzytochemie wies
eine Sensitivitdt von 95 % auf. Der positive Vorhersagewert betrug fur die
konventionelle Zytologie 92 %, fir die immunzytochemische Markierung mit hm Tn-C
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88% und fur die kombinierte hm Tn-C Immunzytochemie 98%. Der negative
Vorhersagewert erreichte 89 % fur die konventionelle Zytologie, 90% fur die
immunzytochemische Markierung mit hm Tn-C und 97 % fir die kombinierte
hm Tn-C Immunzytochemie.

Die hm Tn-C immunzytochemische Markierung atypischer Zellen im
Burstenbiopsiepraparat erleichtert das Auffinden der diagnostisch entscheidenden
Zellen und unterstitzt die diagnostische Interpretation. Die hohe Sensitivitat der
methodisch erweiterten Blurstenzytologie empfiehlt diese Technik als ersten
diagnostischen Schritt im Rahmen des Monitorings von Mundschleimhautlasionen.
Positiver Befund oder Progression der Lasion bei negativem Befund sind
Indikationen zur Uberweisung des Patienten an Fachkliniken und zur weiteren

histopathologischen Abklarung.
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