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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des Mundhéhlenkrebses

Krebs steht nach Angaben des statistischen Bundesamtes hinter den kardiovaskula-
ren Erkrankungen an zweiter Stelle der Mortalitatsstatistik (Zahl der Verstorbenen).
Aus dem Bericht der Gesellschaft bevdlkerungsbezogener Krebsregister in Deutsch-
land, der in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut erstellt wurde, geht hevor,
dass allein im Jahre 2002 ca. 210.000 Menschen in Deutschland an den Folgen ei-
ner Krebserkrankung starben. Die amtliche Mortalitatsstatistik in Deutschland regist-
riert 2002 fir Mundhéhlen und Rachenkrebs insgesamt 3713 Sterbefalle bei Man-
nern und 986 bei Frauen. Dies sind bei Mannern 3,4 Prozent aller krebsbedingten
Sterbefélle (n = 109631) und 1 Prozent bei Frauen (n=99945). Die Letalitat (Schéatz-
wert fUr krebsbedingte Sterblichkeit) als Quotient aus den jahrlichen Sterbezahlen
und den Neuerkrankungen ist fir 2002 mit 47 Prozent (3713/7800) bei der mannli-
chen bzw. 37 Prozent bei der weiblichen Bevélkerung in Deutschland angegeben.
Nach Schatzungen des Robert-Koch-Institutes betragt die Zahl der Neuerkrankung
fir Mundhdéhlen- und Rachenkrebs bei Mannern mit 7800 dreimal so hoch als bei
Frauen (2600). Da Deutschland Utber kein flachendeckendes Krebsregister verfugt,
ist die Zahl der Neuerkrankungen eine Schatzung, die unter anderem auf dem saar-
landischen Krebsregister beruht. Dabei zeigen sich bezlglich der Inzidenz (Zahl der
Neuerkrankungen) sowohl geographische als auch geschlechtsspezifische Unter-
schiede. Bei Mannern machen Mund- und Rachenkrebs 3,6 Prozent aller b6sartigen
Neubildungen aus, bei Frauen ca. 1 Prozent. Damit stehen Krebserkrankungen der
Mundhéhle und des Rachens flr die Manner hinsichtlich der Erkrankungshaufigkeit
an siebter Stelle. Die bei Manner deutlich héhere Tumorinzidenz im Vergleich zu
Frauen ist unter anderem auf den bisher signifikant haufigeren Alkohol- und Tabak-
konsum zurtckzuflhren. In den Vereinigten Staaten von Amerika ist das Plattenepi-
thelkarzinom der Mundhéhle der zehnthaufigste Tumor (Casiglia et al., 2001). Nach
den Schatzungen der American Cancer of Society sind in den Vereinigten Staaten
von Amerika 289000 neue Falle von Mundhéhlen- und Pharynxkrebs aufgetreten
und etwa 74000 Menschen starben an dieser Erkrankung (Newille und Day, 2002).
Weltweit gesehen kommt Mundkrebs in Ostasien sehr haufig vor. In Indien sind Uber
30 % der Manner und mehr als 13 % der Frauen von Mund-Hals-Karzinomen betrof-



fen (Sanghvi et al., 1989). Die hohe Neuerkrankungsrate von Mundhdéhlenkarzino-
men in asiatischen Landern ist auf das dort gehaufte Kauen von Betelnlssen zu-
rickzuflhren (Ho et al., 2002). Der prozentuale Anteil oraler Karzinome an der Ge-
samtheit aller Malignome ist innerhalb Europas sehr unterschiedlich. In Frankreich,
Italien und auch in Irland sind diese Tumoren drei bis viermal haufiger anzutreffen als
in Deutschland (Howaldt und Schmelzeisen, 2002). Im Vergleich mit den Neubil-
dungsraten anderer europaischer Staaten liegt die Inzidenz in Deutschland far Man-
ner im mittleren Bereich und flr Frauen im oberen Drittel. Die héchste Inzidenz in

Europa sowohl fir Frauen als auch fiir Manner weist Frankreich auf.

1.2. Atiologie oraler Plattenepithelkarzinome

Seit mehreren Jahrzehnten ist bekannt, das bei Krebserkrankungen der Mundhdéhle
sich Hauptrisikofaktoren identifizieren lassen: Plattenepithelkarzinome entstehen
haufig bei Menschen, die jahrzehntelang regelmaBig rauchen und / oder regelmaBig
Alkohol konsumieren. Nach Angaben der Gesellschaft flr bevélkerungsbezogener
Krebsregister erkranken Raucher an bésartigen Tumoren des Mundes und Rachens
bis zu sechsmal haufiger als Nichtraucher. Tabakrauch enthalt eine Vielzahl von
Karzinogenen und Kokarzinogenen in Form von polyzyklischen Kohlenwasserstoffen
und Nitrosamine (Brunnemann et al., 1991; Nair et al., 1996). Zyklische Kohlenwas-
serstoffe bewirken durch Einbau eines falschen Nukleotids (z.B. Thymidin statt Gua-
nidin) in den DNA-Strang ganz bestimmte Punktmutationen (Shibuya et al., 1993).
Alkohol begunstigt als Solvens die Penetration von Karzinogenen in die Mund-
schleimhaut. Zusatzlich schadigt Alkoholkonsum die Mukosa und verandert die Bar-
rierefunktion der Mundschleimhaut, wodurch die Empfindlichkeit gegentber Karzino-
genen erhéht wird. Ethanol wird zu Acetaldehyd metabolisiert , welches mutagene
und karzinogene Eigenschaften aufweist (Homann et al., 2000).

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass besonders die Kombination von
Rauchen und Alkohol die Entstehung eines Mundh&hlenkarzinoms deutlich erhéht
(Miller, 1974; Vokes et al., 1993; Rodriguez et al., 2004). Tabak und Alkohol sind zu-
sammen flr fast 80-90 Prozent aller Karzinome im Kopf-Hals-Bereich verantwortlich
(Rothman, 1978).



Alkohol- und Nikotinkonsum haben einen potenzierenden Effekt (Howaldt und
Schmelzeisen, 2002). In vielen Studien wurde fiir den Tabakkonsum eine Dosisab-
hangigkeit nachgewiesen (Macfarlane et al., 1995; Wynder et al., 1977).

Auch der stéandige Genuss von rohem Tabak wie zum Beispiel Kautabak in Stdin-
dien stellt ein erhdhtes Risiko dar (Vokes et al., 1993; Sanghvi et al., 1989). Darlber
hinaus gibt es lokale Noxen wie etwa chronisch wunde Stellen im Bereich der Mund-
schleimhaut aufgrund scharfer Zahn- oder Prothesenrandern. Aber auch eine man-
gelnde Mundhygiene als Kofaktor kann die Entstehung von Karzinomen in der
Mundhéhle begtinstigen. Nach Graham et al. (1977) erhéht sich das Risiko einen
Kopf-Hals-Tumor zu bekommen um das 7,7 fache, wenn neben den beiden genann-
ten Hauptrisikofaktoren noch ein desolates Gebiss vorhanden ist.

Ein weiterer Risikofaktor ist ein zu geringer Verzehr von Obst und Gemuse (Spitz,
1994; Sanchez et al., 2003). Die Vitamine A, C und E sowie Karotinoide, die in Friich-
ten und GemUse enthalten sind, haben eine antioxidative Wirkung. Nancy Nairi Ma-
serjian und Kollegen untersuchten in einer Studie den Effekt der in Nahrungsmittel
vorkommenden Vitamine in Kombination mit Tabakkonsum auf die Entstehung von
Mundhd&hlenkrebs. Sie stellten fest, dass in Nahrungsmitteln enthaltenes Vitamin C in
50 Prozent der Félle der Mundhohlenkrebsentwicklung entgegenwirkt. Auch Alpha-
Karotin wirkt vorbeugend gegen Mundhdhlenkrebs ( Maserejian et al., 2007).

Far die Entstehung von Lippenkarzinomen ist neben Tabakkonsum in seinen ver-
schiedenen Formen vor allem die Exposition der Haut mit Sonneneinstrahlung ein
wichtiger Ausléser (Lindquist, 1979). Untersuchungen von Molnar et al. (1974) besta-
tigten den Zusammenhang zwischen Lippenkarzinomen und vermehrter Sonnen-
strahlenexposition. Insbesondere die kurzwellige UV-B-Strahlung mit geringer Ein-
dringtiefe bewirkt Mutationen (Wynder et al.,1975; Spitzer et al., 1975).

Des Weiteren scheint eine Infektion der Mundschleimhaut mit Papillomviren eine Rol-
le bei Entstehung von Mundkrebs zu spielen. Mehrere Autoren weisen auf einen Zu-
sammenhang zwischen Virusinfektionen (vor allem HPV-Typen 16 und 18) und Kopf-
Hals-Karzinom hin (Miller, 2001; Smith et al., 2004; Hansson et al., 2005).

Bei manchen Patienten entsteht ein Tumor im Bereich der Mundhéhle ohne eine er-
kennbare Ursache. Dieses Risiko steigt besonders mit zunehmendem Alter. Je alter
der Mensch wird, desto unzuverlassiger arbeiten die DNA-Reparaturmechanismen.
Im hohen Lebensalter summieren sich genetische Schaden und Uberschreiten dann
einen Schwellenwert. Nach Angaben der Gesellschaft bevélkerungsbezogener



Krebsregister liegt das mittlere Diagnosealter flir Krebserkrankungen der Mundhéhle
und des Rachens fir Manner bei 61 Jahren und fiir Frauen bei 69 Jahren. Die héch-
sten Erkrankungsraten liegen far Manner in den Altersgruppen zwischen 55 und 65

Jahren vor.

1.3. Tumorlokalisation und klinisches Erscheinungsbild

In folgenden Lokalisationen kommen Plattenepithelkarzinome der Mundhdéhle haupt-
sachlich vor: die Wangen- und Kieferkammschleimhaut, die Gingiva, den retromola-
ren Bereich, den harten Gaumen, die vorderen zwei Drittel der Zunge, den Mundbo-
den und die Lippe. Pradilektionsstellen sind der Mundboden, der laterale Zungenrand
und die Unterzungenseite mit Gber 50 Prozent der Falle. Weniger haufig betroffen ist
die Alveolarmukosa, die Wangenschleimhaut und das Trigenum retromolare. Der
harte Gaumen sowie der Zungenrlicken gehéren zu den Lokalisationen mit dem ge-
ringsten Risiko.

Makroskopisch unterscheidet man zwei Formen: Karzinome imponieren sowohl als
exophytisch als auch endophytisch wachsende Tumore, wobei die endophytische
Form beim Mundkrebs am haufigsten vorkommt. Bei dem endophytischen Ge-
schwulstwachstum entsteht schon in einem relativ frihen Stadium ein kraterférmiges
Ulcus mit aufgeworfenen wallartigen Rand. Das exophytische (verrukése) Karzinom
weist oft eine blumenkohlartige feinhéckerige Oberflache auf. Hauptlokalisation ist
die Wangenschleimhaut und die Gingiva. Zu Schmerzen und funktionellen Beeint-
rachtigungen kommt es erst im fortgeschrittenen Stadium, die gekennzeichnet ist
durch Ulzerationen oder Infektionen.

Das Plattenepithelkarzinom der Wangelschleimhaut findet man haufiger in der be-
weglichen Schleimhaut der Wange, meist im retrokommissuralen Bereich und selte-
ner in der Umschlagfalte des Ober- oder Unterkiefers. Das klinische Bild ist charakte-
risiert durch eine papillomatése Wucherung mit weiBlicher, zerkltfteter Oberflache
und frihzeitigem geschwuarigem Zerfall. Bei Infiltratin des Tumors in die Wangen-
muskulatur kommt es zur Kieferklemme. Wangenschleimhautkarzinome entstehen

oft auf dem Boden prakanzeréser Leukoplakien. Frauen sind haufiger von diesem



Tumor betroffen als Manner. Karzinome der Wangenschleimhaut neigen zur lympho-
genen Metastasierung.

Das Karzinom der Kieferkammschleimhaut bzw. der Gingiva kann in jeder Region
der zahntragenden Alveolarkdmme entstehen. Haufig findet man hier die verrukdse
Form mit blumenkohlartigem Aussehen. Betroffen ist vor allem die linguale Seite der
Retromolarenregion. Die Schleimhautkarzinome des Oberkieferalveolarfortsatzes
sind haufig im Bereich der Molarenregion lokalisiert und dominieren durch ein ulzerds
granulierendes Aussehen. Aufgrund der diinnen Schleimhautbedeckung des Kiefer-
kamms kommt es sehr frih zur Infiltration des Tumors in den Knochen, die spater
réntgenologisch nachweisbar sind. Bei fortgeschrittenem Wachstum brechen Karzi-
nome des Oberkiefers in die Kiefer- oder Nasenhéhle ein. Bei Tumoren der zahntra-
genden Kieferkdmme kommt es haufig aufgrund frihzeitiger Osteolyse klinisch zu
schmerzlosen Zahnlockerungen. Schleimhautkarzinome des Oberkiefers metastasie-
ren gegenlber denen des Unterkiefers spater bzw. seltener in die regionalen
Lymphknoten.

Plattenepithelkarzinome des weichen und harten Gaumens sind seltener. Sie kom-
men bevorzugt am Ubergang vom harten zum weichen Gaumen vor. Wahrend im

Bereich des harten Gaumens vorwiegend die papillomatds wachsenden Karzinome
auftreten, findet sich die primar ulzer6se Form am weichen Gaumen. Erst im fortge-

schrittenen Stadium tritt eine lymphogene Metastasierung auf.

Einer der wichtigsten Pradilektionsstellen fir Mundhdhlenkarzinome ist neben dem
Mundboden die Zunge. Zungenkarzinome manifestieren sich vor allem am Zungen-
rand und an der Zungenunterseite. Karzinome mitten auf dem Zungenrticken und an
der Zungenspitze sind eine Raritat. Auch bei den Zungentumoren treten sowohl exo-
phytische als auch endophytische Formen auf, wobei der endophytisch wachsende
primar ulzerése Geschwulsttyp dominiert. Bei den Karzinomen des Zungengrundes
handelt es sich fast immer um ulzerierende, endophytisch wachsende Tumore, die
zu einem kraterformigen Defekt fihren. Nicht selten kommt es zur Ausbreitung auf
den Arcus palatoglossus, den Arcus palatopharyngeus und auf die laterale Pharynx-
wand. Bei Infiltratin des Musculus pterygoideus mediales kommt es zur Kieferklem-

me.



Das Mundbodenkarzinom macht 10-15 Prozent aller Mundhdhlenkarzinome der
westlichen Staaten aus. Hauptséachlich ist das Karzinom im Bereich des vorderen
Mundbodens lokalisiert. Aufgrund ihres schnellen Wachstums breiten Sie sich nach
dorsal in den Zungenkdrper oder ventral in den Unterkiefer aus. Infiltriert das Mund-
bodenkarzinom die Zunge von unten, so stellt man gelegentlich eine Perforation in
der Zungenmitte fest. Sie wachsen entweder exophytisch papillomatés mit blumen-
kohlartiger weiBlicher Oberflache oder ulzerés endophytisch mit friihzeitiger Infiltrati-
on in die Muskulatur. Beide Formen metastasieren rasch in die regionalen
Lymphknoten. Bilaterale Lymphknotenmetastasen sind nicht selten.

Das fruher sehr haufig vorkommende Lippenkarzinom ist lokalisiert im Bereich des
Lippenrots, d. h. im Saumepithel zwischen Haut und Mundschleimhaut. In 95 Prozent
der Félle handelt es sich um Unterlippenkarzinome (Pindborg, 1982). Klinisch fallt
anfanglich eine Hyperkeratose oder ein nicht abheilendes Ulcus auf. Im weiteren
Verlauf entsteht eine papillomalése Wucherung mit Kraterbildung oder eine gréBere
mit Schorf bedeckte Ulzeration. Beide Tumorformen kénnen ineinander Gbergehen.

1.4. Diagnostik

Bei Verdacht auf Tumoren im Bereich der Mundhéhle wird zunéchst die Anamnese
erhoben, aus der sich Hinweise auf das Vorhandensein einer Tumorerkrankung er-
geben kann. Aus der Anamnese kdnnen tumorspezifische Risikofaktoren, insbeson-
dere Tabak- und Alkoholkonsum, hervorgehen. Bei der anschlieBenden klinischen
Untersuchung werden die verdachtigen Stellen vom behandelnden Arzt inspiziert und
palpiert, um die Beweglichkeit des Tumors und der umgebenden Strukturen zu beur-
teilen. Aus den klinischen Erscheinungsformen fir Mundkrebs ergeben sich diagnos-
tische Kriterien fir die Verdachtsdiagnose. Neben der GréBe und Lokalisation wer-
den Informationen Gber Farbe, Oberflachenbeschaffenheit, Abgrenzbarkeit, Ver-
schieblichkeit und Konsistenz erhoben. Die Palpation der tumorésen Veranderung
ergibt fast immer eine derbe Konsistenz als die Umgebung, wobei meist eine Ver-
schieblichkeit gegentiber der Unterlage nicht mehr gegeben ist. Die Palpation der
submandibularen und zervikalen Lymphknoten ist bei Tumorverdacht zwingend er-
forderlich. Vor allem in Zweifelsfallen sollte ein Symmetrievergleich zwischen der ge-



sunden und erkrankten Seite erfolgen. Karzinome der Mundhdhle gehen entweder
de novo aus einer unauffalligen Schleimhaut hervor oder entstehen auf dem Boden
einer préakanzerdsen Leukoplakie. Die Differenzialdiagnose zwischen dem klinischen
Erscheinungsbild der prakanzerésen Leukoplakie und einem Carcinoma in situ ist
nur pathohistologisch anhand von Dysplasiekriterien verifizierbar. Unklare Lasionen
der Mundschleimhaut, die innerhalb von 2-3 Wochen nach Ausschluss von Risikofak-
toren nicht abheilen, sollten Anlass zur histologischen Abklarung geben. Im Frihsta-
dium besteht oft Symptomarmut. Erst mit dem Auftreten von Nekrosen in der Mund-
héhle kommt es zu schmerzhaften Superinfektionen. Diese entziindliche Uberlage-
rung sollte nicht zu Fehldiagnosen verleiten. Erst im fortgeschrittenem Stadium kann
es zur Kieferklemme, Schluckbeschwerden, Fremdkdrpergefihl, persistierender
Reizhusten, behinderte Nasenatmung, Stérungen des Geruchs- und Geschmack-
sinns, Schwindel, Ohrensausen, einseitige Schwerhdérigkeit , Zahnlockerungen und
Schmerzen kommen.

Bei Verdacht auf das Vorliegen eines Mundhéhlenkarzinoms wird eine Biopsie (Ge-
webeprobe) aus dem verdachtigen Tumorareal in Lokalanasthesie enthommen. Die
Gewebeprobe wird dann zur histologischen Untersuchung eingesandt, um eine ein-
deutige Diagnose stellen zu kénnen bzw. um sicherzustellen, dass der Tumor voll-
standig entfernt wurde.

Die interoperative Schnellschnittuntersuchung ist die Methode der Wahl, wenn das
Ergebnis der histologischen Untersuchung innerhalb kurzer Zeit vorliegen soll. Sie
ermoéglicht dem Chirurgen auch intraoperativ eine schnelle Orientierung Uber den
Befall von Resektionsgrenzen. Dabei wird das entnommene Gewebestlck im Labor
mit Kohlendioxidschnee mit Hilfe eines Kryostaten tiefgefroren und bei minus zwan-
zig Grad mit einem Kryotom geschnitten, auf einem Objekttrager aufgefangen, ohne
Fixierung eingefarbt und von einem Pathologen beurteilt. Die anhand von Schnell-
schnitten erhaltenen histologischen Diagnosen sind den diagnostischen Aussagen
an einem Paraffinschnitt unterlegen. Die Schnellschnitte sind dicker (ca.9 um). Die
Morphologie ist durch die Eiskristallbildung schlechter erhalten als nach Paraffinein-
bettung. Die Dauer der Paraffinschnitte dauert je nach Anzahl und GréBe der Blocke
mindestens vier Stunden. Ausfuhrliche Informationen zur Herstellung von Paraffin-
schnitten far mikroskopische Untersuchungen kénnen aus dem Lehrbuch “Histolo-

gie,“ von Junqueira und Carneiro entnommen werden.
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Bestatigt sich der Verdacht auf einen Tumor, so werden, je nach Verdachtsdiagnose
und Tumorlokalisation weitere Untersuchungen wie z. B. Réntgenaufnahmen, So-
nographie, Positronen-Emissions-Tomographie, Szintigraphie, Endoskopie eingelei-
tet, um die Ausdehnung der Tumorerkrankung genauer bestimmen zu kdnnen.
Durch Réntgenaufnahmen (Orthopantogramm, Computertomographie) kébnnen tu-
morbedingte Veranderungen an Zahnen und Knochen diagnostiziert werden. Bei
spezieller Fragestellung kann zur Darstellung einer zweiten Ebene oder Schnittbil-
deruntersuchung die Anfertigung einer Computertomographie indiziert sein. Mit Hilfe
dieser Schadelaufnahme, die Knochen und Weichgewebe abbildet, werden die Loka-
lisation und die Ausdehnung des Primartumors im Bereich der Mundhdhle oder an
den angrenzenden Strukturen, insbesondere den Kieferknochen beurteilt. AuBerdem
ist dieses Verfahren hilfreich bei der Suche nach Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen.

Die Kernspin- oder Magnetresonanztomographie (MRT) hat wie die Computertomog-
raphie einen groBen Stellenwert bei der Diagnostik von Prim&rtumoren, lokoregiona-
len Metastasen und Fernmetastasen. Bei der Magnetresonanztomographie ist im
Vergleich zur Computertomographie eine bessere Weichteildarstellung bei fehlender
direkter Knochendarstellung moglich.

Durch die sonographische Untersuchung (Ultraschalluntersuchung) kénnen Primar-
tumore im Bereich der Mundhéhle nur eingeschrankt dargestellt werden, da die zu
untersuchenden Tumorareale im sogenannten Schallschatten des Unter- oder Ober-
kieferknochens liegen kénnen und somit nicht abgebildet werden (Schwenzer und
Ehrenfeld, 2002). Die Hauptindikation flr die Sonographie ist die Weichteiluntersu-
chung am Hals, vor allem bei der Fahndung der Halslymphknoten nach lokoregiona-
len Metastasen mit einer Sensivitat zwischen 70 und 92 Prozent und einer Spezifitat
zwischen 60 und 88 Prozent (Vogl et al., 2001).

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) macht Gewebe mit erh6htem Gluco-
sestoffwechsel sichtbar. Ein erhdhter Glucosestoffwechsel liegt bei Tumoren, Metas-
tasen, aber auch bei Entziindungen vor. Dieses Verfahren findet Einsatz bei der
Diagnostik von Metastasen und Rezidiven.

In der Endoskopie (Spiegelung) wird haufig in Vollnarkose mit Hilfe von Optiken die
Speiserdhre, der Kehlkopf und der Nasenrachenraum untersucht, um sicherzustel-

len, dass keine Zweittumoren im Bereiche dieser Organstrukturen vorliegen.



1.4.1. TNM-Klassifikation

Nach Abschluss der klinischen und bildgebenden Untersuchungen muss vor jeder
adaquaten Tumortherapie der Tumor histologisch oder zytologisch diagnostiziert,
klassifiziert und gradiert werden. Von der Union International Contre le Cancer
(UICC) ist 1997 eine weltweit anerkannte und einheitliche Tumorklassifikation entwi-
ckelt worden, die eine getrennte Einteilung fir den Tumor, die Lymphknoten und die
Fernmetastasen durch das TNM-System bertcksichtigt. Die Abklrzung T steht hier-
bei fir Tumor, N fir Nodulus (Lymphknoten) und M fiir Metastase. Diese Parameter
werden mit den arabischen Ziffern 0 bis 4 gewichtet. Die Tumoren werden entweder
nach ihrem Durchmesser in cm oder nach Befall anatomischer Strukturen beurteilt.
Die Genauigkeit der Diagnostik im TNM-System wird durch den Certainty-Index (Si-
cherheitsfaktor) angegeben. Werden die Befunde pratherapeutisch erhoben, so
spricht man von T, N und M. Erfolgt der Befund postoperativ anhand histopathologi-
scher Kriterien an einem Operationspraparat, so spricht man von pT, pN und pM.

Tabelle 1. TNM-Klassifikation nach UICC fir Mundhohlenkarzinome

(Quelle: UICC-Union Internationale Contre Cancer)

Beurteilungskriterium Kurzbeschreibung Beschreibung

TumorgroBe Tis Carcinoma in situ

TO kein Priméartumor vorhanden

T1 Primartumor mit einem maximalen
Durchmesser von 2,0 cm

T2 Primartumor > 2,0 < 4,0 cm im gr6Bten
Durchmesser

T3 Priméartumor > 4 cm im maximalen
Durchmesser

T4 Priméartumor mit Invasion in Nachbar-

organe (z.B. Knochen, Zungen-
muskulatur)

Tx Primartumor nicht bestimmbar
Lymphkontenstatus ~ NO keine regionalen Lymphknotenmetasta-
sen nachweisbar
N1 Metastasen in einem solitaren ipsilatera-
len Lymphknoten, < 3 cm
N2a Metastasen in einem solitaren ipsilatera-

len Lymphknoten, <3 cm, <6 cm im ma-
ximalen Durchmesser

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen
Lymphknoten, <6 cm im maximalen
Durchmesser



N3
Nx
Fernmetastasen MO

M1
Mx

Diagnostischer C1
Sicherheitsfaktor
C2
C3
C4

C5
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Metastasen in bilateralen oder kontralate-
ralen Lymphknoten, <6 cm im maximalen
Durchmesser

eine oder mehrere Lymphknotenmetasta-
sen, > 6 cm im maximalen Durchmesser
regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

keine Fernmetastasen nachweisbar
Fernmetastasen vorhanden
Vorhandensein bzw. Fehlen von Fernme-
tastasen kann nicht beurteilt werden

diagnostisches Standardverfahren (ein-
schlieBlich konventionellen Réntgenauf-
nahmen)

spezielle diagnostische MaBnahmen

(z. B. CT, Sonographie, MRT, Biopsie)
chirurgische Exploration
Untersuchungsbefund beim definitiven
Eingriff (einschlieBlich kompletter Aufar-
beitung des Resektionspraparats)
Autopsie

Basierend auf die TNM-Klassifikation sollte fir jeden Patienten mit einem Mundhéh-

lenkarzinom eine individuelle Tumorformel erstellt werden.

1.4.2. Stadieneinteilung

Neben der TNM-Klassifikation, die eine Vielzahl von Kombinationsmdglichkeiten zu-

lasst, ist auch eine Stadieneinteilung von der American Joint Committee on Cancer

(AJCC) entwickelt worden, die die verschiedenen Auspragungen der T-, N-, und M-

Klassifikationen in vier Stadien zusammenfasst.

Die Stadieneinteilung auf der Basis der AJCC- Kriterien gibt die folgende Tabelle

wieder.

Tabelle 2. Stadieneinteilung der Mundhéhlenkarzinome nach AJCC



(Quelle: AJCC -American Joint Comitee on Cancer)

Staging nach den AJCC- Kriterien

Stadium Klassifikation
T- Klassifikation N-Klassifikation M-Klassifikation

0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I T2 NO MO
M T3 NO MO

T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO
vV T4 NO MO

1.5. Mikroskopisches Erscheinungsbild

Der am haufigsten vorkommende Tumor der Mundhéhle ist das Karzinom. In tber 90
Prozent der Félle handelt es sich hierbei histologisch um Plattenepithelkarzinome,
die auf dem Boden einer Epitheldysplasie entstehen. Das Plattenepithelkarzinom
stammt vom Epithel der Mundschleimhaut ab. Bei den Mundhéhlenkarzinomen wer-
den verhornende, nichtverhornende und entdifferenzierte unterschieden.

Die haufigste Krebsform in der Mundhdéhle ist das verhornende Plattenepithelkarzi-
nom, das den héchsten Reifungsgrad aufweist. Es wachst in Zellzapfen und Nestern.
Das nichtverhornende Plattenepithelkarzinom ist gekennzeichnet durch fehlende
Verhornung, aber noch erhaltene Epithelschichtung in den Tumorstrangen. Es be-
steht gréBtenteils aus Stachelzellen mit reichlichen atypischen Mitosen und zeigt

einen geringen Differenzierungsgrad.
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Den geringsten Reifegrad weist das anaplastische Plattenepithelkarzinom mit seinen
undifferenzierten Zellen, die durch zahlreiche atypische Mitosen gekennzeichnet
sind. Die Struktur des Oberflachenepithels ist nicht mehr vorhanden.

Je undifferenzierter das Tumorgewebe ist, desto grdBer ist seine Wachstumsge-
schwindigkeit und maligne Potenz. Mit steigender Anzahl der Mitosen, mit zuneh-
mendem Verlust der intrazellularen Hornperlen und mit zunehmender Zell- und
Kernpolymorphie steigt der Malignitatsgrad des Tumors. Der Differenzierungsgrad
von Plattenepithelkarzinomen wird nach Broder in vier Klassen eingeteilt: ein gut dif-
ferenzierter Tumor entspricht dem Grad 1, ein maBig differenzierter Tumor entspricht
dem Grad 2, ein schlecht differenzierter Tumor dem Grad 3 und ein undifferenzierter
Tumor einem Grad 4 (Broders, 1941). Bei der Gradierung des Tumors bericksichtig-
te Broder nur die Charakteristika der Tumorzellen wie z. B. Keratinisierung, Interzel-
lularbricken, Mitosen, Hyperchromasie und Polymorphismus. Damit das Malignitats-
grading von prognostischer Relevanz ist, wurden der Invasionstyp und die entzindli-
che Reaktion mitbertcksichtigt. Zu den wichtigsten histologischen Kriterien z&hlt das
histologische Wachstumsmuster, die plattenepitheliale Differenzierung sowie die zel-
lulare Reaktion. Die Auspragung dieser drei Kriterien wird in dem am geringsten dif-
ferenzierten Tumorareal mit den Ziffern 1-3 bewertet, wobei die Bewertungsziffern flr
das Wachstumsmuster und die plattenepitheliale Differenzierung hinsichtlich der
prognostischen Bedeutung mit dem Faktor zwei multipliziert werden (Tabelle 3).

Tabelle 3: Malignitatsgrading des Mundhdhlenkarzinoms

(Quelle: A. Bocking. Scriptum zum Kurs der Histopathologie fiir Zahnmediziner, Band 3.)

Bewertungsziffer
1 2 3 Faktor
Wachstumsmuster breite schmale Zelldissoziation X2
Zellstrange Zellstrange
Plattenepitheliale drei Zelltypen |zwei Zelltypen |nur ein Zelltyp X2
Differenzierung unterscheidbar | unterscheidbar | unterscheidbar
Zellulare Reaktion |ausgepragt maBig fehlend X 1




Eine niedrige Bewertungsziffersumme entspricht einer guten Differenzierung sowie
einer geringeren Malignitat. Dabei entspricht eine Bewertungsziffersumme von 5-6
dem Malignitatsgrad 1, 7-12 dem Malignitatsgrad 2 und 13-15 dem Malignitatsgrad 3.

1.6. Zytologische Tumorkriterien

Maligne Tumoren lassen sich fast immer anhand bestimmter Kriterien diagnostizie-
ren. Die Kernkriterien gelten als Malignitatskriterien 1. Ordnung wahrend zytoplasma-
tische und nukleolare Veranderungen inkonstant sind (Malignitatskriterien 2. Ord-
nung). Das schnelle Wachstum eines Tumors und seine Neigung zum nekrotischen
Zerfall weisen auf Malignitat hin (Malignitatskriterium 3. Ordnung). Sind auBer den
Kriterien 1. Ordnung noch andere Kriterien zutreffend, ist die zytologische Tumor-
diagnose gesichert (Feichter und Dalquen, 2000). Die Kriterien 2. und 3. Ordnung
sind nicht immer fir die Diagnose einer malignen Neoplasie notwendig. Zu den Ma-
lignitatskriterien 1. Ordnung (Kernkriterien) gehéren die veranderte Chromatinstruk-
tur, die Kern / Plasma - Relation, die KerngréBenvaribilitdt (Anisokariose) sowie die
Kernform (Kernpolymorphie). Die Chromatinstruktur von Zellkernen ist das wichtigste
Malignitatskriterium. Maligne Tumoren haben ein grobkdrniges, teilweise verklumptes
Chromatin und zeigen eine unregelmaBige Verteilung des Heterochromatins im Zell-
kern. Bei manchen Tumoren ist das Heterochromatin auch oft an die Kernmembran
angelagert. Typisch far maligne Zellen ist eine Zunahme der Kerngr6Be, so dass das
Verhaltnis von Kern- zu Zytoplasmadurchmesser zugunsten der Zellkerne verscho-
ben ist (Duesberg et al.,2006). Aufgrund erhéhter Stoffwechselaktivitat und unkoordi-
nierter Zunahme der DNA in den Tumorzellkernen kommt es zu stark wechselnden
KerngréBen (Anisokariose). Ein weiterer wichtiger Malignitatshinweis ist die Kernpo-
lymorphie, die jedoch kein obligates Tumorkriterium darstellt. Zu den Malignitatskrite-
rien 2.0rdnung z&hlen die Mehrkernigkeit, atypisch geformte Nukleolen, sowie ver-
mehrte Mitosen. Bei Plattenepithelkarzinomen beobachtet man nicht selten, dass das
Zytoplasma von Tumorzellen von neutrophilen Granulozyten umlagert ist (Maligni-
tatskriterium 3. Ordnung). Nehmen die Veranderungen an der DNA wahrend der
Tumorentwicklung ein messbares AusmaB an, so kdnnen sie mit dem statischen
DNA-Zytometer gemessen werden. In der Regel geht der Grad der DNA-Anomalie



mit dem AusmafB der Kernatypie und dem Malignitatsgrad eines Tumors einher
(Feichter und Dalquen, 2000).

1.7. Zytogenetik von Plattenepitelkazinomen

Bereits vor Gber hundert Jahren postulierten Hansemann (1890) und Boveri (1902),
dass Krebs durch spezifische Gewinne und Verluste von Chromosomen verursacht
wurden. Diese chromosomale Theorie der Karzinogenese wurde in den 1960er Jah-
ren verlassen, da die erwarteten Krebs-spezifischen Chromosomen nicht gefunden
wurden.

Die Untersuchungen von Sandberg zeigen, dass die meisten benigen und maligen
Tumoren des Menschen im Vergleich zu normalen oder reaktiv veranderten Zellen
numerische und /oder strukturelle Chromosomenaberationen aufweisen (Sandberg,
1990) .

Heute gilt eine von der normalen Kérperzelle abweichende chromosomale Aneuploi-
die als ein allgemein akzeptierter Marker fir Neoplasie (Bécking, 1995). Nach der
Theorie des amerikanischen Molekularbiologen Peter Duesberg entsteht Krebs durch
spezifische chromosomale Veranderungen, d.h. ein Gewinn oder Fehlen von Chro-
mosomen bzw. Chromosomenbruchstlicken. Die Tumorzelle ist das Resultat einer
Kettenreaktion mehrfacher Aneuploidiesierungen (Mehrschritt-Karzinogenese). Dem-
zufolge beginnen die meisten Tumoren mit relativ geringen Chromosomenverande-
rungen, die im Laufe der Zeit zunehmen kénnen. Mit zunehmender Tumorprogressi-
on, gekennzeichnet durch zunehmende Chromosomenveranderungen und Variabili-
tat der Zelle, nimmt auch die maligne Potenz (BOsartigkeit) des Karzinoms zu (Dues-
berg et al 2005, 2007). Hinsichtlich der zytogenetischen Tumorprogression wird zwi-
schen priméren, sekundaren und tertidren Chromosomenaberrationen unterschieden
(Bécking et al., 1994; Bocking, 1995). Primare chromosomale Aberrationen, wie z.B.
Deletionen oder Transkriptionen, sind die friihsten mit dem Lichtmikroskop feststell-
baren tumorspezifischen Veranderungen innerhalb eines Gewebes. Den priméaren
Aberrationen folgen meistens sekundare und tertiare Aberrationen. Bei sekundéaren
Aberrationen kommt es zu Gewinnen oder Verlusten von Chromosomen, wodurch
ein zytometrisch messbarer Anstieg bzw. Absinken der Tumorstammlinie (DNA-
Modalwert) vorliegt. Des Weiteren kann es bei sekundaren Aberrationen zu aneup-
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loiden Polyploidisierungen mit Bildung weiterer Tumorzellstammlinien kommen. Ter-
tiare Aberrationen entstehen im Verlauf zunehmender Tumorprogression aufgrund
von genetischer Instabilitat. Charakteristisch sind massive Chromosomenverluste als
auch weitere Polyploidisierungen, was einhergeht mit einer Zunahme der malignen
Potenz des Tumors. Chromosomale Aneuploidien entstehen durch Karzinogene oder
durch spontane mitotische Fehler. Die Karzinogene greifen ein Funktionsnetz beste-
hend aus drei Gengruppen an, die das Wachstum einer Zelle regulieren: die Pro-
toonkogene, die Tumorsuppressorgene und die Reparaturgene. Die Protoonkogene
kodieren proliferationsférdernde, die Tumorsuppressorgene proliferationhemmende
Molekdle

(Feichter und Dalquen 2000). Eine SchlUsselrolle besitzt das Protein p53 als soge-
nannter Tumorsuppressorgen bei der Uberwachung der genetischen Stabilitat einer
Zelle. Reperaturgene kodieren Proteine, die Zellen mit Genomsch&aden erkennen und
durch Apoptose die weitere Proliferation verhindern. Auch Tumorsuppressorgene
fungieren zum Teil als Reparaturgene durch kodieren von Proteinen, die bei der Rep-
likation des genetischen Materials entstandenen Fehler beseitigen. Wahrend Pro-
toonkogene stets dominant sind, sind Tumorsuppressorgene stets rezessiv, d.h. eine
Wachstumsbeeintrachtigung liegt erst durch Mutation beider Allele eines Suppres-
sorgens vor. Aufgrund einer Genmutation kommt es zur Expression von Wachstums-
faktoren oder Wachstumsfaktoréahnlichen Molekulen sowie zur Aktivierung von Re-
zeptoren und Produktion von Steuerproteinen. Steuerproteine kénnen Zellen aus der
GO0-Phase in eine Teilungsbereitschaft versetzen. Ist durch Karzinogeneinwirkung
der Karyotyp einer transformierten Zelle bereits destabilisiert, kommt es aufgrund
einer Proliferationsbeschleunigung zur sekundaren Mutationen. Folglich entstehen
neue Punktmutationen, Deletionen, Translokationen und Amplikationen von Genen,
wodurch die Fehlerrate bei der Transkription und Translation steigt. Zusatzlich
kommt es zu Stérungen der Kernteilung durch Spindelstérungen. Atypische Mitosen
mit Riesenkernen und Polymorphie pragen das histologische Bild (Feichter

und Dalquen, 2000).



1.8. Therapie

Eine allgemein akzeptierte Stadardtherapie bei oralen Plattenepithelkarzinomen exis-
tiert derzeit nicht. Hauptsachlich stehen folgende Verfahren zur Auswabhl:

Die chirurgische Therapie, die Radiotherapie, die Chemotherapie sowie die Kombi-
nation der genannten Therapieformen. Darlber hinaus gibt es neuere Therapiean-
satze, wie zum Beispiel die Immuntherapie mit Antikdrpern oder Zytokinen, deren
Einsatz in der Tumortherapie zurzeit nur von experimenteller Bedeutung ist und so-
mit noch eine untergeordnete Rolle spielt. Zwar sind in der Literatur zahlreiche Un-
tersuchungen publiziert worden, die den verschiedenen Therapieverfahren ein Vor-
rang geben, jedoch existieren bislang keine wissenschatftlich validen Vergleichstu-
dien hinsichtlich der verschiedenen Therapieméglichkeiten, die eine eindeutige Uber-
legenheit eines Therapieverfahrens beweist. Es gibt keine Studie, die die alleinige
Operation mit der alleinigen Bestrahlung vergleicht (Mohr, 1998). Letztendlich hangt
das individuell erarbeitete therapeutische Konzept von der histologischen Diagnose,
der Tumorlokalisation, der Tumorausdehnung sowie dem allgemeinen Gesundheits-
zustand des Patienten ab. Die im Folgenden beschriebenen Therapiemdéglichkeiten
for Kopf- Hals-Karzinome sind aus dem ,Interdisziplinare Kurzgefasste Leitlinien der
Deutschen Krebsgesellschaft (2002, 3. Auflage) und ihrer Arbeitsgemeinschaften,
der Deutschen Gesellschaft fir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Halschirur-
gie und der Deutschen Gesellschaft fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie” ent-
nommen. Zu den anerkannten Therapiemodalitaten gehéren demnach die chirurgi-

sche Therapie sowie die Radiotherapie.

Chirurgische Therapie

Das Ziel der chirurgischen Therapie von malignen Kopf-Hals-Tumoren ist die voll-
stéandige Entfernung des Tumors mit Sicherheitsabstand und eventuell vorhandener
Lymphknotenmetastasen (R0O-Resektion). Die Operation der Rezidivtumoren erweist
sich schwieriger als die des Ersttumors. Eine chirurgische Therapie ist auch bei ino-
perablen Rezidivtumoren zu Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten ange-
zeigt. Somit hat dieser Palliativeingriff die Zielsetzung, das Tumorleiden und die da-
mit verbundenen Funktionseinschréankungen flr den Patienten ertraglicher zu ma-
chen. Die durch Tumorresektion bzw. Blockresektion bei T3- undT4-Tumoren ent-
standene Gewebedefekte werden durch unterschiedliche plastisch-rekonstruktive
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MaBnahmen (Lappenplastik, Gewebetransplantation) verschlossen, um so die Asthe-
tik und Funktion dieser Kérperregionen wiederherzustellen.
Oftmals ist es notwendig mit der operativen Entfernung des Primartumors gleichzeitig
oder zeitversetzt eine Lymphknotenausraumung (Neck-Dissection) durchzufthren.
Die kurative Neck-Dissection erfolgt bei bereits vorliegenden Lymphknotenmetasta-
sen. Das AusmalB der chirurgischen Entfernung des lokoregionalen Lymphabstrom-
gebietes wird bestimmt von der Anzahl, der GréBe und der Lokalisation der
Lymphknotenmetastasen sowie der Lage des Primartumors. Bei metastasefreien
Halslymphknoten (NO) héngt es von der GréBe und Lokalisation des Primartumors
ab, ob eine elektive Neck-Dissection, eine Radiotherapie oder nur eine abwartende
Haltung mit engmaschiger Beobachtung sinnvoll ist.
Basierend auf den finf Ebenen der Lymphknotenstationen am Hals erfolgt die Eintei-
lung der Neck-Dissection in folgende Formen:
- Radikale Neck-Dissection:
Bei diesem Verfahren werden alle finf Lymphknotengruppen (submental und sub-
mandibular, tiefe kraniojugulare Lymphknoten, tiefe mediojugulédre Lymphknoten,
tiefe kaudojugulare Lymphknoten, Lymphknoten des posterioren Halsdreiecks, sog.
Accessoriusgruppe) sowie wichtige nicht-lymphatische Strukturen wie z.B. M. ster-
nocleidomastoideus, V. jugularis interna und N. accessorius resiziert.
- Modifizierte radikale Neck-Dissecktion:
Hierbei werden alle funf Lymphknotengruppen entfernt, wobei eine oder mehrere
nichtlymphatische Strukturen belassen werden.
- Selektive Neck-Dissection:
Die selektive Neck-Dissection beinhaltet die Entfernung von mindestens zwei aber
weniger als flinf Lymphknotengruppen mit Erhalt von mindestens einer nichtlympha-
tischen Struktur.
- Erweiterte radikale Neck-Dissection:
Bei der erweiterten radikalen Neck-Dissection werden noch zusatzliche Lymphkno-
tengruppen (z.B. intraparotideale Lymphknoten) oder nichtlymphatische Strukturen
wie z.B. Gladula parotis oder Schiddrise resiziert.
Bei einem Lymphknotenstatus von N1 und N2 ist entweder eine selective Neck-
Dissection oder eine modifizierte radikale Neck-Dissection die Therapie der Wahl.



Liegt bereits eine N3-Lymphknotenmetastase vor, so ist eine radikale Neck-
Dissection, eventuell auch eine modifizierte oder erweiterte radikale Neck-Dissection

in Erwégung zu ziehen.

Radiotherapie

Die Radiotherapie kann grundsatzlich als alleinige Behandlungsmethode oder in
Kombination mit einer Operation im Sinne einer praoperativen oder postoperativen
Radiatio durchgeftihrt werden.

Entsprechend der chirurgischen Therapie kann auch die Radiotherapie kurative oder
palliative Intention haben. Die alleinige primare Radiotherapie mit kurativer Intention
kommt als Alternative zur chirurgischen Therapie bei Tumoren in den ersten beiden
Stadien (T1NO bzw. T2NO) zum Einsatz. Wenn bei Tumoren im fortgeschrittenen
Stadien (lll, IV) eine Operation nicht méglich oder nicht sinnvoll ist, kann alternativ
zur primaren Radiotherapie auch eine Radiochemotherapie erfolgen.

Eine postoperative Bestrahlung (adjuvate Radiotherapie) ist indiziert bei R1- und R2-
Tumoren, wenn eine Nachresektion nicht mdglich ist sowie bei ausgedehnten Tumo-
ren (>pT2) und Lymphknotenmetastasen (>pN2). Bei Tumoren im Stadium T2 und
klinisch nicht nachweisbaren Lymphknotenmetastasen ist zur Radiotherapie die kli-
nisch engmaschige Kontrolle eine Alternative. Fakultativ kann bei histologisch fest-
gestelltem N1-Stadium eine postoperative Nachbestrahlung durchgefiihrt werden.

Die kombinierte Radiotherapie und Chemotherapie findet hauptsachlich Anwendung

bei praktisch oder funktionell inoperablen Kopf-Hals-Tumoren. Ziel der Kombination
von Strahlentherapie mit bestimmten chemotherapeutischen Substanzen ist es durch
Steigerung der Strahlenwirkung bessere Ergebnisse hinsichtlich der lokoregionaren
Tumorfreiheit und Organerhaltung zu erreichen als mit der alleinigen Radiotherapie.
Eine randdominisierte Studie innerhalb des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen
Arbeitskreises fiir Tumoren im Kiefer- und Gesichtsbereich konnte eine Prognose-
verbesserung von 4,5 Prozent nach einem Jahr und 8,3 Prozent nach zwei Jahren
mit dem Konzept der praoperativen Radiochemotherapie flr fortgeschrittene Platten-
epithelkarzinome gegendber der alleinigen Radikaloperation nachweisen (Mohr et
al., 1994).

Als wirksame Zytostatika werden vor allem 5-Fluorouracil, aber auch Cisplatin, Car-
boplatin, Mitomycin und Taxane verabreicht. Zu den Folgenden der Strahlentherapie



zahlen unter anderem die Strahlenosteomyelitis, Osteoradionekrose des Kieferkno-
chens sowie Mukositis.

Zytostatische Chemotherapie

Eine rein medikamentése Behandlung von Mundhéhlenkarzinomen erfolgt als alleini-
ge TherapiemaBnahme nur in palliativer Intention, wenn der weit fortgeschrittene
Tumor inoperabel ist (z. B. lokoregionarer Rezidiv mit Fernmetastasen). Ziel dieses
Therapieansatzes ist es, dass weitere Tumorwachstum aufzuhalten. Folgende Zytos-
tatika kommen bei Plattenepithelkarzinomen zum Einsatz: Cisplatin, Carboplatin, 5-
Fluorouracil, Methotrexat, Cyclophospamid, Ifosfamid, Vincaalcaloide und Paclitaxel.
Die héchsten Remissionsraten haben die Kombinations-Chemotherapie mit Cisplatin
bzw. Carboplatin und einer 5-Fluorouracil-Dauerinfusion (Hennemann, 2006).

Eine neue Methode zur palliativen Behandlung von fortgeschrittenen Kopf-Hals-
Tumoren stellt die photodynamische Therapie dar. Bei diesem Therapieverfahren
werden dem Patienten lichtempfindliche Substanzen, sog. Photosensibilisatoren ver-
abreicht, welche sich insbesondere im Tumorgewebe anreichern. Durch Bestrahlung
des Tumorgewebes mit Licht spezifischer Wellenlange entstehen aggressive Sauers-
toff-Molekule, die als Zellgift fungieren und Tumorgewebe zerstéren (Kubler und
Reuter, 2007).

1.9. Prognose

Die Prognose von Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom ist abh&ngig von ver-
schiedenen Faktoren, die eine unterschiedlich groBe Relevanz auf die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit der Patienten haben.

Neben tumorabhangigen Faktoren, wie z.B. Alter, Geschlecht und Allgemeinzustand
des Patienten, gibt es tumorassoziierte Kriterien. Da Krebs meist eine altersabhangi-
ge Erkrankung ist, haben altere Patienten eine schlechtere Prognose als jlingere.
Jones et al. stellten 1998 bei einem Gesamtkollektiv von 2647 Patienten mit Kopf-
Hals-Karzinomen fest, dass die 80-100 Jahre alten Patienten eine signifikant
schlechtere Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 44 Prozent aufweisen als die 30-70 j&h-
rigen Patienten mit 54 Prozent (Jones et al., 1998). Des Weiteren kann ein allgemein
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schlechter Allgemeinzustand des Patienten eine adaquate Behandlung im Sinne ei-
ner Operation des Primartumors einschranken.

Zu den tumorassoziierten Kriterien zahlen beispielsweise Tumorlokalisation, Tumor-
ausdehnung, Tumorhistologie und Lymphknotenstatus (N-Kategorie). Die Prognose
des Mundkrebses schwankt stark je nach Lokalisation des Primartumors. Die Malig-
nitdt von Mundschleimhautkarzinomen nimmt von ventral nach dorsal und von kranial
nach kaudal zu. Patienten mit Lippenkarzinomen weisen unter den verschiedenen
Tumoren der Mundhéhle die weitaus beste Uberlebenschance. Ein wahrscheinlicher
Faktor, der die Prognose beeinflusst, ist der Grad der histologischen Differenzierung
des Tumors (Kademani et al., 2005; Huang et al., 2007). Beim Grading unterschei-
den einige Autoren zwischen dem Grading des Primartumors und dem der Tumor-
front (Bryne et al., 1989). Eine schlechtere Prognose zeigen undifferenzierte Platten-
epithelkarzinome sowie das Plattenepithelkarzinom vom Spindeltyp.

Zu den gesichertesten Faktoren fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit gehdren neben
dem T-und N-Stadium der R-Status (Residualtumor). Der Erfolg einer Tumortherapie
wird durch die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate definiert. Diese Zahl gibt an, wieviel Pro-
zent der an Tumor erkrankten Patienten funf Jahre nach Diagnosestellung am Leben
sind. Nach einer Statistik des DOSAK -Tumorregisters weisen Patienten mit priméren
Mundhéhlenkarzinomen eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 65 Prozent fiir Tu-
morgréBe T1 und 50 Prozent fir die T2-Tumoren ( Howaldt et al., 1999). Prognos-
tisch relevant ist neben der GréBe des Tumors der Zustand der regionalen
Lymphknoten in Bezug auf Metastasen, die die Prognose betrachtlich verschlechtern
(Jones, 1993; Wennerberg, 1996; Noguchi et al., 1999). Ein weiterer bedeutender
Faktor ist die R1-Situation, d.h. die chirurgische Therapie eines Tumors ohne Anhalt
auf mikroskopische Tumorreste. Das Auftreten von Lokalrezidiven senkt die Uberle-
bensrate signifikant (Sessions et al., 2000). Diesen Zusammenhang bestatigte Bi-
nahmed et al. mit seiner 2006 publizierten Studie. Wahrend Patienten mit einem RO-
Status (kein Residualtumor) eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 69 Prozent haben,
reduzierte sich diese bei Patienten mit R1-Status, d.h. mit histologisch nachgewiese-
nem Residualtumor auf 38 Prozent (Binahmed et al., 2007).



2. Fragestellung

Bei der Behandlung von Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen steht nach
wie vor die sichere Resektion des Tumors ,im Gesunden® im Vordergrund. Aktuell
werden die operativ resezierten Gewebeblécke und Randschnitte ,.konventionell” his-
tologisch bezlglich der Tumorfreiheit beurteilt. Leider werden trotz R0O-Resektionen
in vielen Féllen noch Lokalrezidive beobachtet (Stupp et al.,1994). Es stellt sich nun
die Frage, ob die DNA-Bildzytometrie, die bisher kaum zur Diagnostik von Mundhéh-
lenkarzinomen eingesetzt wurde, als erganzende Untersuchung diesbezlglich hilf-
reich ist. Anders formuliert: Verbessert die zusatzliche Verwendung der DNA-
Zytometrie bei der Beurteilung der Resektionsgrenzen hinsichtlich des Auftreten von
Lokalrezidiven die diagnostische und prognostische Aussagekraft? Hierzu werden
bei 40 Patienten mit histologisch verifizierten R0-Resektionen, die jeweils mindestens
Uber drei Jahre nach der chirurgischen Operation nachbeobachtet wurden, die
Randschnitte mittels DNA-Zytometrie nachuntersucht. Die zytometrische Untersu-
chung erfolgt ,verblindet“. Die Ergebnisse werden mit dem klinischen Verlauf (Lokal-

rezidive) verglichen.



3. Material und Methoden

3.1. Patienten und Untersuchungsmaterial

Gegenstand der zytometrischen Untersuchung waren 185 histologisch gesicherte
tumorfreie Resektatrandschnitte von 40 Patienten, die aufgrund eines histologisch
verifizierten oralen Plattenepithelkarzinoms im Zeitraum von 1991 bis 2004 in der
Abteilung far Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie an der Westdeutschen Kieferklinik
Dusseldorf radikal operiert wurden. Von den 185 Resektatrandschnitten waren 173
Randschnitte histologisch dysplasie- und tumorfreie Mundschleimhautexcisate, 11
Resektatrandschnitte wiesen eine leichte Plattenepitheldysplasie auf und in einem
Randschnitt wurde eine mittelgradige Plattenepitheldysplasie im Schnellschnitt nach-
gewiesen (siehe Tabelle 7). Die Diagnose Plattenepithelkarzinom wurde jeweils
durch Exisionsbiopsie und mikroskopische Untersuchung von intraoperativen
Schnell- und Paraffinschnitten bestétigt. Die Patienten wurden derart ausgewahlt,
dass alle Patienten tumorfreie Resektionsrander im Schnellschnitt hatten (R0), aber
die Hélfte dieser Patienten innerhalb von 3-5 Jahren ein Lokalrezidiv entwickelte.
Alle Patienten wurden mindestens drei Jahre postoperativ bezlglich des Auftretens
von Lokalrezidiven klinisch beobachtet, da aus der Literatur bekannt ist, dass Lokal-
rezidive haufig (d.h. zu 80 %) in den ersten zwei darauffolgenden Jahren nach Re-
sektion auftreten (Hemprich und Mdiller, 1989).

Die fiur die Studie vorgesehenen Paraffinblécke und die korrespondiereden Routine-
schnitte von den Resektatrandschnitten und dem Tumor, die zur histologischen
Diagnostik verwendet worden waren, stammten aus den Archiven des Institutes flr
Pathologie der Medizinischen Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitat DUssel-
dorf.

Voraussetzung war, dass die Paraffinblécke noch ausreichend Gewebe zu Zellver-
einzelung enthielten. Von den urspriinglich 44 Patienten wurden 4 Patienten wegen
diagnostisch unzureichendem Material (zu wenig Zellen nach der Zellvereinzelung)
nicht bei der Auswertung berlcksichtigt.

Die 184 Resektatrandschnitte stammten von 31 mannlichen und 9 weiblichen Patien-
ten, somit war fast jeder dritte Patient weiblichen Geschlechtes. Die prozentuelle Ge-
schlechtverteilung ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Prozentuale Geschlechtsverteilung der Patienten

Die Risikofaktoren regelmaBiger Alkohol- und Tabakkonsum konnte bei 80 Prozent
der Patienten nachgewiesen werden.

Das Alter der Patienten lag zwischen 38 und 80 Jahren, im Mittel bei 64 Jahren.
Die Darstellung der Altersverteilung der Patienten mit priméren Plattenepithelkarzi-
nomen zum Zeitpunkt der Diagnoseerstellung bzw. Primaroperation erfolgt in Abbil-
dung 2.
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Abbildung 2. Prozentuale Altersverteilung der Patienten

Die Einteilung des Patientengutes entsprechend der Lokalisation der Primartumoren
und ihr jeweiliger Anteil an der Gesamtmenge ist in Tabelle 4 dargestellt.

In dieser Studie gehdren zu den am haufigsten von den Tumoren besetzen Regionen
vor allem der Mundboden und die Zunge.

Tabelle 4: Primartumorverteilung der oralen Plattenepithelkarzinome

Lokalisation des Primartumors Anzahl Y%
Mundboden 10 25
Zungenrand/Zungengrund/Zungenkérper 8 20
Zunge und Mundboden 7 17,5
Alveolarfortsatz des Ober- und Unterkiffers 10 25
Unterlippe 4 10
Wangenschleimhaut 1 2,5

Entsprechend der Gr6Be des Primartumors sind die T1/ T2-Tumoren am h&ufigsten
vertreten. Aufgeteilt nach den einzelnen Tumorstadien waren dies fir Stadium | 35
Prozent, Stadium Il 40 Prozent, Stadium Il 2,5 Prozent und Stadium IV 22,5 Prozent.
Von 40 Patienten wiesen 20 Patienten in der postoperativen Beobachtungszeit von
mindestens drei Jahren ein Rezidiv des Primartumors auf.

Einen Uberblick (iber die GréBe des Primartumors gibt die Abbildung 3 wieder.
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Abbildung 3. Verteilung der Tumorstadien bei Patienten mit und ohne Rezidiv.

In der folgenden Tabelle ist der pathohistologische Parameter Malignitatsgrading und
sein jeweiliger Anteil an der Gesamtmenge dargestellt:

Tabelle 5. Malignitatsgrading der Plattenepithelkarzinome

G/ Anzahl N Prozent
G1 3 7,5

G2 27 67,5
G3 10 25

G1: gut differenziertes Karzinom mit geringer Malignitat
G2: maBiggradig differenziertes Karzinom
G3: schlecht differenziertes Karzinom



3.2. Praparatherstellung fur die DNA-Zytrometrie

3.2.1. Enzymatische Zellvereinzelung

Far die DNA-Zytometrie wurden aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebestlcken
Zellvereinzelungspraparate hergestellt.

Die enzymatische Zellvereinzelung ist ein Verfahren zur Gewinnung einzelnen, mor-
phologisch intakten Zellen aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe. Die so ge-
wonnenen Zellen werden spater nach Feulgen fir die digitale DNA-Messung gefarbt.
Als Ausgangsmaterial fUr die Zellvereinzelung dienten die in Paraffin eingebetteten
Gewebebldcke und die korrespondierenden mit Hamatoxilin und Eosin geféarbten
Routineschnitte.

Zunéachst wurden die Randschnitte unter dem Mikroskop durchmustert und die in
Frage kommenden Areale mit einem Filzstift markiert, um so gezielt diese Gewebe-
bereiche zur Untersuchung zu gewinnen.

Das entsprechende Areal wurde auf dem korrespondierenden Paraffinblock Ubertra-
gen und mit einem Skalpell circa 0,5 mm tief umschnitten.

Aus dem Paraffinblock wurden zwei bis drei 50 - 100 um dicke Schnitte mit dem Mik-
rotom angefertigt.

AnschlieBend wurden die markierten Gewebebereiche vom Rest des Schnittes ge-
|6st und in einen zuvor hergestellten Nylongazebeutel gegeben und eingeschweif3t.
Zur Herstellung des Nylongazebeutels (PorengréBe 50 um) wurden aus der Gaze 5,0
x 4,0 cm groBe Stlicke ausgeschnitten, in der Mitte gefaltet und deren drei Kanten an
ein Bunsenbrennerflamme verschweift.

AnschlieBend wurden die mit Gewebsschnitten geflllten Gazebeutel in verchromte
Biopsiekassetten gegeben.

Die Entparaffinierung des Gewebes erfolgte in zwei 30minutigen Xylolbadern.

Daran schloss sich die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mit 100%,
96% und 70% Ethanol zu jeweils 30 Minuten sowie die zweimal 30minutige Spllung
in Aqua dest. an.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung sollte bei Raumtemperatur auf einem Schiitt-
ler erfolgen. Nun wurde der Inhalt der Gazebeutel in Reagenzglaser tberfihrt.

In jedes Reagenzglas wurde 5ml 37 Grad C warme Pepsinlésung gegeben und im
auf 37 Grad C erwarmten Wasserbad fur 30 Minuten unter leichtem Schutteln intu-
biert.
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Durch diesen Vorgang wurden die Zellkerne aus inrem Gewebeverband enzymatisch
herausgeldst. Diese Reaktion wurde nach 30 Minuten durch Zugabe von je 5 ml kal-
tem PBS-Puffer dadurch abgestoppt, dass ihre pH- und Temperatur-Optima verlas-
sen werden. Nun befanden sich die Zellkerne in Lésung und die Gazebeutel konnten
verworfen werden.

Die Reagenzglaser wurden 10 Minuten bei 400g zentrifugiert. Das Sediment wurde
nochmals in der Cytocentrifuge zentrifugiert und anschlieBend auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttrager ausgestrichen. Zur Beschichtung der Objekttrager mit Po-
ly-L-Lysin wurden zwei Tropfen auf einen Objekttrager gegeben und die Flussigkeit

mehrfach vertrieben. Danach konnten sie im Warmeschrank getrocknet werden.

Reagenzien flr die Zellvereinzelung:

Zur Herstellung der PBS-Puffer wurden 8,0 g Natriumchlorid, 1,15 g Dinatriumhyd-
rogenphosphat, 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat und 0,2 g Kaliumchlorid benétigt.
Diese vier Reagenzien wurden auf 1000 ml Aqua dest. aufgefullt. Der pH-Wert muss-
te bei 7,6 +/— 0,1 liegen und sollte gegebenenfalls mit 1 N HCL bzw. 1N NaOH vor-
sichtig korrigiert werden.

Bei der Anfertigung der Pepsinlésung wurde 7ml 1N HCL mit 1000 ml Aqua dest.
verdinnt und in einem Wasserbad auf 37 Grad Celsius erwarmt.

Unter Einsatz eines Magnetrihrers wurde langsam pro Praparat 25 mg Pepsin Por-
cine (Hersteller Serva Nr. 31820 ) in 5 ml verdinnte Salzsaure zugegeben (Delgado
et al., 1984; Haedley et al., 1983; van Driel-Kulker et al., 1985; Hedley et al 1985).

3.2.2. Feulgen-Farbung

Der erstmals 1924 von Feulgen und Rosenbeck beschriebene spezifische Nachweis
von DNA bildet die Voraussetzung fir die heutige quantitative DNA-Messung durch
die statische DNA-Messung .

Um auf den DNA-Gehalt von Zellkernen schlieBen zu kénnen, erfolgte eine Feulgen-
Farbung der Erbsubstanz mit dem Farbstoff Pararosanilin.

Die Farbung der Praparate erfolgte automatisch in einem temperaturkontrollierten
Farbeautomaten Varistain 23-4 (Fa. Shandon, Runcorn, GroBbritannien; Abbildung
4).



Abbildung 4 : Farbeautomat Varistain 23-4 ( Fa. Schadon, Rucorn, GroBbritanien).

Flr den Farbeablauf wurde ein von Bdcking et al. Uberarbeitetes Farbeschema ver-
wendet (Bbécking 1995, Bécking et al., 1995).

Tabelle 6: Schematischer Ablauf des Farbeprogramms im Farbeautomaten (modifi-
ziert nach Bécking)

Kivette Zeit [min] Substanz

1 15 Xylol

2 5 Ethanol 100 %

3 5 Ethanol 96 %

4 50 10 % gepuffertes Formalin
5 10 Aqua dest.

6 5 Aqua dest.

7 60 5N HCI, 27 °C
8 Aqua dest.

9 2 Aqua dest.

10 2 Aqua dest.

11 60 Schiff's-Reagenz
12 5 SO 2 —-Wasser




13 5 SO 2 -Wasser
14 5 SO 2 —-Wasser
15 1 Aqua dest.

16 1 Aqua dest.

17 3 Ethanol 70 %
18 3 Ethanol 96 %
19 3 Ethanol 100 %
20 10 Xylol

Schiff’'s Reagenz: Parafuchsin

Vorgefarbte Praparate (HE) wurden fir 15 Minuten in Xylol zur Entfernung des Ein-
deckmittels Entellan gelegt. AnschlieBend wurden die Praparate in absteigender Al-
koholreihe rehydriert und in 10% gepuffertem Formalin fixiert.

Die saure Hydrolyse der DNA verlief bei 27 Grad Celsius fiir eine Stunde in 5 N HCI.
Durch die saure Hydrolyse wurde die Bindung zwischen Desoxyribose und der Base
Purin gespalten. Die so entstandenen freien Aldehydgruppen an den Desoxyribose-
anteilen der DNA konnten mit dem Schiffschen Aldehydreagenz farbig markiert wer-
den. Zur Entfernung der restlischen Salzsdure wurden die Praparate in Aqua dest.
gespult und die freien Aldehydrguppen fur eine Stunde mit der Schiff-Reagenz ange-
farbt. Der nicht an Aldehydgruppen gebundene Farbstoff wurde mit Sulfitwasser ge-
spult. AnschlieBend wurden die Objekttrager nach aufsteigender Alkoholreihe erneut
dehydriert und Uber Xylol mit Entallan sowie einem Deckglas verschlossen. Die Auf-
bewahrung der Praparate bis zur photometrischen DNA-Messung erfolgte unter Aus-
schluss von Licht.

Reagenzien fur die Feulgen-Farbung:

10% gepuffertes Formalin

100 ml Formalin
900 ml Aqua-dest.
49 NaH2PO4

6,5 g Na2HPO4



414 ml 37 % rauchende HCI
586 ml Aqua-dest.

SO2-Wasser
Stammlésung: 100 g Kaliumdisulfid K25205
900 ml Aqua-dest.

Gebrauchslésung : 50 ml Stammlésung
50 ml 1 N HCI
900 ml Aqua-dest.

Da der Bedarf an SO2-Wasser relativ hoch ist, sollte man eine hochkonzentrierte
Stammlésung ansetzen und sie fur den taglichen Farbebedarf weiter verdiinnen
(Gebrauchslésung). Die Stammlésung sollte in einer dunklen Flasche aufbewahrt

werden.

Schiff’'s Reagenz

5 g Parafuchsin

150 ml 1N HCI

5 g Kaliumdisulfit K2SO5
850 ml Aqua-dest.

3 g Aktivkohle

Das Schiff'sche Reagenz kann auch als gebrauchsfertige L6sung Uber die Apotheke
(Merk Bestell-Nr. 9033) bezogen werden.



3.3. Standardisierte statische DNA-Zytometrie

3.3.1. Das statische DNA-Zytometer

Far die photometrische Messung der integrierten optischen Dichte (IOD) der feul-
gengefarbten Zellkerne wurde die AutoCyte Quick-DNA-Workstation (AutoCyte, Bur-
lington, N.C., USA) eingesetzt, die in Abbildung 5 zu sehen ist. Dieses PC-gestltzte
Bildanalysesystem besteht aus einem Durchlichtmikroskop (Axioplan 2) mit einem
manuell beweglichen Kreuztisch (Zeis, Jena, BRD), einem 40/0,75 n. A. Objektiv,
einem 560 nm Interferenzfilter +/ 10 nm Halbwertsbreite sowie einer am Mikroskop
angeschlossenem SchwarzweiB3-Videokamera (VarioCam, Modell CCIR, PCO Com-
puter Optics, Kehlkeim, BRD). Der zur Messung eingelegte Interferenzfilter entspricht
dem Adsorptionsmaximum der mit Pararosanelin angefarbten Zellkerne. Die Analyse
der TV-Kamerabilder des Mikroskops erfolgte mittels eines PC Pentium | Prozessors,
welcher mit einem Monitor, einer Maus sowie einem Laserdrucker ausgestattet war.
Dieses TV-Bild-Analyse-System erfillte die Richtlinien des Consensus Reports of the
European Society for Anaytical Cellular Pathology (ESACP) Uber die Standardisie-

rung der diagnostischen DNA-Bildzytrometrie (Haroske et al.,1998, 2001; Bocking et
al., 1995).

Abbildung 5. Messeinheit fir die DNA-Zytometrie, bestehend aus Mikroskop, Kame-
ra, PC und der Software Quick AutoCyte



3.3.2. DNA-Messungen

Zunéachst wurde das Mikroskop fur die Messung vorbereitet. Nach dem Einlegen des
Interferenzfilters entsprechend dem Adsorptionsmaximum der mit Pararosanilin ge-
farbten Zellkerne wurde das gefarbte Praparat auf dem Kreuztisch des Mikroskops
einspannt.

Dann wurde das Mikroskop und die Software Quick AutoCyte auf das zu messende
Praparat kalibriert. Hierflr wurde ein zellreicher Ausschnitt aus dem Pr&parat exakt
fokussiert, welcher gleichzeitig auf dem Monitor des Computers erschien. Nach Ein-
stellung von Blende und Kondensor sowie Justierung des Mikroskops nach dem
Kdhler’schen Beleuchtungsprinzip zur Streulichtreduktion erfolgte eine Leerwertmes-
sung, woflr ein leeres Feld aus dem Préparat aufgesucht wurde und sein mittlerer
Grauwert berechnet wurde. Vor jeder Messung eines Praparates musste eine erneu-
te Kalibrierung am Mikroskop erfolgen. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes der Zell-
kerne wurde die integrierte optische Dichte (I0D), das heiBt die Summe der Grau-
werte aller Pixel des Zellkernbildes gemessen. Die integrierte optische Dichte ist
aquivalent der DNA-Menge. Als Referenzzellen wurden in jedem Praparat mindes-
tens 30 Lymphozyten auf dem Monitor interaktiv per Mausklick farbig umrandet, wo-
nach deren DNA Gber Bestimmung des IOD-Wertes automatisch innerhalb dieser
Messmaske gemessen und gespeichert wurde.

Die mittlere integrierte optische Dichte der Referenzzellen wurde als 2c-Wert (d. h.
normaler doppelter Chromosomensatz) festgesetzt. 1c entspricht dem DNA-Gehalt
eines gesunden, haploiden Zellkerns.

Bei der Referenzzellmessung musste zur Sicherstellung des Qualitatsstandards der
Variationskoeffizient der IOD’s (CV) unter 5% liegen, damit die Messungen zur Kali-
brierung eines DNA-Histogramms verwendet werden konnte (Bocking et al., 1995;
Haroske et al., 1998). Des Weiteren durfte keine Abhangigkeit der IOD normaler Re-
ferenzzellen von der Flache der Zellkerne bestehen, d. h. dass der Korrelationskoef-
fizient zwischen IOD und der Flache der Referenzzellen geman den internationalen
Konsens unterhalb von 0,4 liegen musste (Haroske et al., 2001).

Als Analysezellen wurden mindestens 300 Epithelzellen nach dem Zufallprinzip ge-
messen. Die Messung erfolgte interaktiv, d. h. zu jedem Zeitpunkt der Messung
konnte eingegriffen werden und eine Korrektur vorgenommen werden.



Durch die sogenannte ,Bildgalerie“ auf dem Monitor war es auch méglich, einzelne
Zellkerne, die sich als Farbeartefakte, tGberlagert oder autolytisch aufwiesen, gezielt
zu eliminieren.

Nach Abschluss der Messung lieferte die Software ein sog. ,DNA-Histogramm®, wel-
ches die Verteilung des DNA-Gehaltes der Epithelzellen im Vergleich zu den Refe-
renzzellen darstellte.

3.3. Messparameter

In dieser Studie wurden folgende Messparameter ausgewertet:

DNA-Stammlinie (STL):

Sie ist definiert als eine GO/G1 - Phase - Fraktion des DNA-Histogramms einer proli-
ferierenden Zellpopulation. Unter einer DNA-Stammlinie versteht man einen ,Haufig-
keitsgipfel“ (Modalwert), der DNA-Werte im Histogramm, welchem ein zweiter Ver-
dopplungsgipfel (entsprechend der G2/M-Phase des Zellzyklus) zugeordnet werden

kann.

5c exceeding events (5cEE):
Sie gibt die Zahl der Kerne an, die Uber 5c lag.

9 c exceeding events (9cEE):
Alle Zellen mit einem DNA-Gehalt gréBer als 9c werden als 9cEE bezeichnet (Chan-
telain et al., 1998; Horoske et al., 2001).

3.3.4. Diagnostische Messwertinterpretation

Eine Abweichung des DNA-Gehaltes von der Norm kann mittels DNA-Zytometrie
gemessen werden. Dabei stellt DNA-Aneuploidie das zytometrisch messbare Aquiva-
lent chromosomaler Aneuploidie dar. Der Nachweis von DNA-Aneuploidie, d.h. eine
Mengenveranderung der DNA, qilt international als Marker fir das Vorliegen von
Tumorzellen (Bbcking et al., 1986; Bocking, 1995).

Das Fehlen von DNA-Aneuploidie schlieBt jedoch das Vorliegen von Malignitat nicht
aus. Normale Zellen besitzen in der GO/1-Phase des Zellzyklus einen diploiden DNA-



Gehalt, genannt 2c. Wahrend der DNA-Synthesephase nimmt die DNA-Menge zu

und erreicht in der G2/M-Phase (vor der Zellteilung) den doppelten Wert (4c).

Eine DNA-Aneuploidie liegt vor, wenn abnorme Stammlinien identifiziert wurden

(Stammlinien-Interpretation) oder wenn abnorm hohe DNA-Einzelwerte, sog. Excee-

ding Events gemessen wurden (Einzellzellinterpretation).

GemaB der DNA-Stammlinieninterpratation nach Bécking wird DNA-Aneuploidie an-

genommen, wenn der Anteil der Zellpopulationen der in der G0/1-Phase liegt, sich

hochsignifikant (p<0,001) von dem der Referenzzellpopulation unterscheidet (B6-

cking, 1998). Eine abnorme DNA-Stammlinie (oder Aneuploidie) liegt vor, wenn der

DNA-Modalwert der GO/G1-Fraktion einer Zellpopulation um mehr als 10 Prozent

vom normal 2c-Gehalt abweicht (Haroske et al., 2001).

Unter Bertcksichtigung der Messprazision werden DNA-Stammlinien kleiner 1,80 ¢

und gréBer 2,20 c als signifikant Aneuploid identifiziert. Eine aneuploide Stammlinie

liegt auch auBerhalb des Bereichs von 3,60 ¢ bis 4,40 c vor (Bécking 1995; Bbcking

et al., 1993; Haroske et al., 1998).

Werden einzelne Zellkerne mit einem DNA-Gehalt gréBer 9 ¢ gemessen, handelt es

sich um Einzelzellaneuploidie, sofern keine euploide Polyploidisierung vorliegt (Cha-

telain et al., 1989).

Der Nachweis von DNA-Aneuploidie héangt von verschiedenen Faktoren ab (Bdcking

et al., 1995; Haroske et al., 2001):

- der Messprazision,

- der Anzahl der gemessenen Zellen,

- dem Betrag, mit dem der Kern-DNA-Gehalt der Zellen von normalen Zellen ab-
weicht.

Die Durchflhrung und diagnostische Interpretation der DNA-Bildzytometrie ist durch

vier internationale Konsensus-Reports hoch standardisiert (Bocking et al., 1995; Ho-

roske et al., 1997; Giroud et al., 1997; Haroske et al., 2001).



4. Ergebnisse

4.1. Referenzzellen

Zur Auswahl der geeigneten Referenzzellen wurde in jedem Praparat die integrierte
optische Dichte (IOD) von Lymphozyten bestimmt. Hierzu wurden in jedem Préparat
mindestens 30 interne Lymphozyten als Referenzzellen gemessen, deren Mittelwert
als 2c gesetzt wurde.

Die gemessenen Lymphozyten stammten aus dem gleichen Préaparat um stérende
Einflisse, die durch Lagerung, Praparatherstellung und Fixation der Zellen entstehen
kdnnen, zu eliminieren. Geman den Empfehlungen der European Society fir Analyti-
cal Cellular Pathology (ESACP) lag fir jede Messung der Variationskoeffizient (CV)
der Referenzzellen unter flinf Prozent und der Korrelationskoeffizient der Kernflache
versus IOD's der Referenzzellen unter 0,4.

4.2. Ergebnisse der DNA-Zytometrie an Resektatrandschnitten oraler Platten-
epithelkarzinome

Die Epithelzellen der histologisch tumorfreien Resektatrandschnitte wurden bezlglich
ihres DNA-Gehaltes untersucht. Die Messergebnisse der DNA-Bildzytometrie wurden
in einem sog. DNA-Histogramm graphisch dargestellt. Daraus kann man den am
haufigsten vorkommenden DNA-Gehalt der Praparate ersehen. Auf der Abszisse ist
der DNA-Gehalt der Zellkerne und auf der Ordinate die Anzahl der gemessenen Zell-
kerne aufgetragen. Zu diagnostischen Zwecken wurden die Histogramme in den Ka-
tegorien DNA-aneuploid und DNA-euploid eingeteilt, wobei DNA-Diploidie und DNA-
Polyploidie als DNA- euploid gelten. Das Histogramm eines normalen (gesunden)
Gewebes weist eine Stammlinie bei 2c +/- 10 Prozent (diploid) auf. DNA-Polyploidie
liegt vor, wenn DNA-Stammlinien in den Verdopplungsregionen diploider Stammli-
nien (d.h. 4c, 8c, 16¢) vorkommen. Im Folgenden werden drei Histogramme beispiel-
haft fir euploide und aneuploide DNA-Verteilungen an den gemessenen Epithelzel-
len der Mundschleimhaut aus Tumorrandschnitten vorgestellt.
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Abbildung 6 (Material: 600 1-93):

DNA-Histogramm mit einer euploiden (diploi

den) DNA-Verteilung von 328 Epithelzellen der Mundschleimhaut aus dem Tumor-
randschnitt mit einer Stammlinie (Haufigkeitsgipfel) bei 2c und einzelnen Werten bei
4c (Referenzzellen: 39 Lymphozyten).

Blau sind die Werte der Referenzzellen, rot die der untersuchten Plattenepithelien
und gelb die Stammlinie dargestellt.
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Abbildung 7 (Material 10036 1X-92):



Die DNA-Zytometrie zeigt ein abnormes DNA-Histogramm von Plattenepithelien der
Mundschleimhaut aus Tumorrandschnitten mit einer aneuploiden DNA-Stammlinie
mit einem Modalwert von 3,24 c (Referenzzellen: 30 Lymphozyten).
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Abbildung 8 (Material 3446 |h-02):

Einzellzellaneuploidie mit mehreren Zellen mit einem DNA-Gehalt gréBer 5¢ bei 469
gemessenen Epithelzellen der Mundschleimhaut aus Tumorrandschnitten (Referenz-
zellen: 55 Lymphozyten).

Die DNA-Messung an Resektatrandschnitten ergab lediglich bei einem Patienten ei-
ne alleinige aneuploide Stammlinie, bei 10 Patienten eine alleinige Einzellzellaneup-
loidie (5¢cEE) und bei 5 Patienten sowohl eine Stammlinienaneuploidie als auch Ein-
zellzellaneuploidien. Kern-DNA-Werte Gber 5¢ (5cEE) traten insgesamt bei 14 (5cEE)
traten insgesamt bei 14 Patienten auf und reprasentieren somit das am haufigsten
vertretene Kriterium fir DNA-Aneulpoidie. Tabelle 7 zeigt, mit welcher Haufigkeit die
verschiedenen Kriterien fir DNA-Aneuploidie auftraten.
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Tabelle 7: Kriterien fir die DNA-Aneuploidie in Tumorrandschnitten und ihre Haufig-
keit bei den Patienten

Stammlinienaneuploidie Anzahl der Patienten | %
alleinige Stammlinienaneuploidie 1 6,25
alleinige Einzellzellaneuploide (5cEE) 10 62,5
Kombination Stammlinienaneuploidie 5 31,25
und Einzellzellaneuploidie

Mehrere aneuploeide Stammlinien kamen bei drei Patienten zur Darstellung.
Die genauen Messwerte der zytometrischen Untersuchung der 184 Praparate sind in
Tabelle 8 (siehe Anhang) zusammengestellt.

4.3. Vergleich der zytologischen und histologischen Ergebnisse mit dem klini-
schen Verlauf

Waéhrend des Beobachtungszeitraumes von mindestens drei Jahren hinsichtlich des
Auftretens von Lokalrezidiven zeigten 20 der insgesamt 40 Patienten ein Lokalrezi-
div. Die TumorgréBe (T-Status) von Patienten, die ein Lokalrezidiv bekamen, ist ver-
gleichbar mit denen ohne Lokalrezidiv.

In Tabelle 9 wird die TumorgréBe der Rezidivpatienten denen der Nicht-
Rezidivpatienten gegentbergestellt.

Tabelle 9: TumorgrdBe bei Patienten mit und ohne Rezidiv.

TumorgrdéBe | Patienten mit Lokalrezidiv | Patienten ohne Lokalrezidiv
T1 6 8
T2 8 8
T3 1 0
T4 5 4

Wie aus der Tabelle 10 hervorgeht, treten die meisten Lokalrezidive in den ersten
beiden Jahren nach der chirurgischen Therapie (Radikaloperation des Primartumors)

auf.
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Tabelle10: Postoperativer Beobachtungszeitraum bis zum Auftreten des lokoregiona-

ren Tumorrezidives.

Beobachtungszeitraum bis zum Rezidiv Anzahl der Patienten Prozent
< 1Jahr nach Operation 9 45%
1-2 Jahre nach Operation 6 30%
2-3 Jahre nach Operation 2 10%
3-4 Jahre nach Operation 2 10%
4-5 Jahre nach Operation 1 5%

Die Zytometrie ergab bei 14 Rezidivpatienten eine DNA-Aneuploidie, wobei 6 Patien-
ten eine Stammlinienaneuploidie aufweisen. Bei 8 Patienten wurde eine Einzellzella-
neuplodie nachgewiesen. 5¢ exceeding events reprasentieren somit das am haufigs-
ten vertretene Kriterium fir DNA-Aneuploidie. Lediglich bei 2 rezidiv-freien Patienten
kam auch eine Einzellzellaneuplodie zur Darstellung. Da die Einzellzellaneuploidie zu
40 % bei Rezidivpatienten vertreten ist, dient sie als sensitiver Parameter fir die
Identifikation von Rezidiven. Die histologische Begutachtung der Schnellschnitte hin-
sichtlich der Tumorfreiheit stimmt in 90 Prozent der Falle mit der Wertung der Paraf-
finschnitte Gberein. Nur in vier Fallen ergab die Wertung der zuvor im Schnellschnitt
tumorfreien Resektatrander in der Paraffinschnittuntersuchung Tumorauslaufer in
den tieferen Schichten. In drei dieser Félle kam es zu einem Lokalrezidiv, wobei bei
einem Patienten auch eine DNA-Aneuploidie gemessen wurde. Eine GegenUlberstel-
lung der klinischen Resultate (Rezidiv) mit denen der zytometrischen Messungen
(DNA-Aneuploidie) gibt die Vierfelder-Tafel in Tabelle 11 wieder.

Tabelle 11: Vierfelder-Tafel fir DNA-Aneuploidie und Non-Aneuploidie in Tumor-
randschnitten
Patient mit Rezidiv | Patient ohne Rezidiv |Summe

Test positiv: 14 2 16
DNA-Aneuploidie
Test negativ: 6 18 24

Non-Aneuploidie

Summe 20 20 40




Stellt man die zytometrischen Ergebnisse dem klinischem Verlauf gegenulber, so
muss man schlussfolgern, dass mittels der adjuvanten DNA-Zytometrie 14 von

insgesamt 20 Rezidivpatienten als R1 eingestuft worden waren.

4.4 Sensivitat, Spezifitat und Pradiktionswert der DNA-Zytometrie hinsichtlich
des Auftretens von Lokalrezidiven

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als der Prozentsatz richtig erkannter Gesun-
der unter allen Gesunden, anders formuliert: Wie groB ist die Wahrscheinlichkeit, das
Gesunde auch als solche erkannt werden? In dieser zytometrischen Untersuchung
wurden 18 von den 20 rezidivfreien Patienten auch als solche erkannt.

Lediglich bei zwei rezidivfreien Patienten wurde eine Einzellzellaneuploidie gemes-
sen. Die Spezifitat der diagnostischen DNA-Zytometrie betragt somit 90 Prozent.

Die diagnostische Sensivitat gibt an, bei wie viel Prozent der Patienten mit der Er-
krankung (Rezidiv des Primartumors) die Untersuchung ein positives Resultat ergab.
Anders ausgedruckt: Wie grof3 ist die Wahrscheinlichkeit, dass Kranke (Rezidivpa-
tienten) auch als solche erkannt werden? In der vorliegenden Studie wurde bei 14
Patienten, die wahrend der Beobachtungszeit ein Lokalrezidiv bekamen auch eine
DNA-Aneuploidie nachgewiesen, so dass die Sensivitat 70 Prozent betrug.

Der positive Pradiktionswert gibt die Wahrscheinlichkeit an, bei wieviel Prozent der
Patienten mit positivem Testresultat die gesuchte Erkrankung (Lokalrezidiv) vorliegt.
Der positive Pradiktionswert zum Nachweis von DNA-Aneuploidie an Resektatrand-
schnitten betrug 87,5 Prozent. Dieser Wert berechnet sich aus dem Verhéltnis von
DNA-zytometrisch richtig tumorzellpositiv (DNA-Aneuploid) diagnostizierten Fallen ( n

=14) zu allen DNA-zytometrisch positiven Diagnosen (n =16 ).

Der negative Pradiktionswert ist ein MaB fir die Wahrscheinlichkeit, mit der die DNA-
Zytometrie das Fehlen von Tumorzellen richtig nachwies. Er berechnet sich aus dem
Verhaltnis von DNA-zytometrisch richtig tumorzellnegativ (DNA-Euploid) diagnosti-

zierten Fallen (n=18) zu allen Fallen mit DNA-zytometrisch negativer Diagnose
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(n=24). In dieser Studie erhielten wir fir den Nachweis von DNA-Aneuploidie an Re-

sektatrandschnitten einen negativen Pradiktionswert von 75 Prozent.

Ein Zusammenhang zwischen dem histologischen Typ des Primartumors sowie der
TumorgrdBe und den verschiedenen Kriterien von DNA-Aneuploidie konnte nicht

nachgewiesen werden.



5. Diskussion

Plattenepithelkarzinome sind mit 90 Prozent die h&ufigsten malignen Tumore im
Kopf-Hals-Bereich. Die meisten Tumoren werden ohne weiteres durch lichtmikrosko-
pische Malignitatskriterien diagnostiziert, jedoch versagen in einigen Fallen die Ubli-
chen lichtmikroskopischen Kriterien, so dass es trotz sogenannter RO-Resektion h&u-
fig zu Lokalrezidiven kommt (Abbey et al., 1995; Karabulut et al., 1995). Die Angaben
in der Literatur zu Lokalrezidiven differieren, Werte zwischen 3,5 Prozent bis 60 Pro-
zent werden gefunden (Ravasz et al., 1991). Daher stellt sich die Frage, inwieweit
die zusatzliche Anwendung der DNA-Zytometrie bei der Beurteilung der Resektions-
grenzen die diagnostische und prognostische Aussagekraft verbessert. Die meisten
gutartigen und bdsartigen Tumoren weisen chromosomale Aberrationen auf, welche
nicht in normalen oder reaktiv veranderten Zellen vorkommen und fir die Tumor-
diagnose verwendet werden kénnen (Atkin et al., 1990; Sandberg, 1990). Anstelle
der Messung der Chromosomenzahl kann auch die DNA- Menge bestimmt werden.
DNA-Aneuploidie ist das quantitative zytometrische Aquivalent chromosomaler
Aneuploidie. DNA- Aneuploidie liegt dann vor, wenn der quantitative Effekt numeri-
scher und / oder struktureller Chromosonenaberration zytometrisch messbar ist, d.h.
bereits mehr als 10 Prozent des Chromosomenmaterials pro Zellkern hinzugekom-
men oder verlorengegangen ist. Mit wenigen Ausnahmen gilt der Nachweis der DNA-
Aneuploidie in den meisten Geweben als Marker flir Malignitat (Bocking et al., 1994;
Bécking, 1997). In Plattenepithelien ist DNA-Aneuploidie nur in malignen Zellen
nachgewiesen worden (Sandritter et al., 1961; Hillemann, 1964; Wright et al., 1994).
Duesberg und Kollegen (2005) postulierten kirzlich in ihrer Theorie der chromoso-
malen Karzinogenese, dass Krebs durch chromosomale Aneuploidie entsteht, wel-
che entweder durch spontane mitotische Fehler oder durch Karzinogene hervorgeru-
fen werden. Da es im Sinne einer Kettenreaktion mit jeder neuen Zellteilung im
Rahmen der Tumorprogression nach Darwinschen Gesetzen zu immer neuen und
starkeren Chromosomenaberrationen kommt, entstehen auch neuartige Krebszellen
mit héherem Malignitatspotential. Die Autoren beschreiben, dass die Entstehung ei-
ner neuen Zell-Spezies ein seltenes Ereignis ist und daher die Karzinogenese zeit-
aufwandig ist.

Durch die Assoziation von Aneuploidie mit nachfolgend auftretendem Krebs verdeut-
licht die Theorie einen Schwachpunkt der histologischen Krebsdiagnostik, da pra-
neoplastische Aneuploidie zur frihren Krebsdiagnostik eingesetzt werden kénne.



Praneoplastische Aneuploidie kann somit mittels DNA- Zytometrie diagnostiziert
werden (Duesberg et al., 2000; Fabarius et al., 2002). Dies wirde bedeuten, dass
pramaligne Aneuploidie die Vorstufe der Tumor-spezifischen Aneuploidie ist.

Die Bedeutung der DNA-Zytometrie zur Diagnostik dieser pramalignen Zellen wurde
durch verschiedene Studien untersucht:

Abdel-Salam et al. (1988) waren imstande mit 87,5 prozentiger Wahrscheinlichkeit
unter 16 Dysplasien der Mundschleimhaut diejenigen acht zu identifizieren, welche in
einem 10-15 jahrigen Beobachtungszeit zu Krebs entarteten.

In einer prospektiv angelegten Studie erzielten Remmerbach et al. (2001) bei der
Abklarung von oralen Leukoplakien und Erythroplakien an 181 Patienten mit Hilfe der
Birstenbiopsie eine Sensivitat von 94,6 %, eine Spezifitdt von 99,5 %, einen positi-
ven pradiktiven Wert von 98,1% und einen negativen Vorhersagewert von 98,5 %.
Wourde bei zweifelhaften zytologischen Diagnosen zusétzlich die DNA-Bildzytometrie
durchgefihrt, so erhielten sie eine Sensivitat von 98,2 %, eine Spezifitat von 100 %,
einen positiven Pradiktionswert von 100 % und einen negativen Vorhersagewert von
99,5 %. Die Autoren kommen zu dem Fazit, dass die zusatzliche Anwendung der
DNA-Bildzytometrie mit DNA-Aneuploidie als Marker flr neoplastische Transforma-
tionen in Mundschleimhautabstrichen die zytologische Diagnose sichert.

Eine aktuellere Untersuchung von Remmerbach und Kollegen aus dem Jahre 2004
bestatigt die Ergebnisse hinsichtlich der Treffsicherheit. In dieser Studie wurden
prospektiv 1328 Mundschleimhautabstriche von 205 Patienten mit insgesamt 92 his-
tologisch gesicherten Plattenepithelkarzinomen und 240 benignen Mundschleimhaut-
lasionen zytologisch begutachtet und anschlieBend mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie
gepruft. Die zytologische Begutachtung der Préparate erzielte eine Sensivitat von
91,3 % und eine Spezifitat von 95,1 %. Die nachfolgende DNA-Messung aller Prapa-
rate flhrte zu einer Sensivitat von 95,5 % und einer Spezifitat von 100 %. Somit
konnte durch die kombinierte Auswertung der Zytologie und DNA-Bildytometrie eine
Steigerung der diagnostischen Treffsicherheit erreicht werden: die Sensivitat lag bei
97,8 % und die Spezifitat bei 100 Prozent.

Zu einem ahnlichen Ergebnis gelangten Maraki et al. in ihrer 2004 publizierten Stu-
die. Sie ermittelten in ihrer prospektiv angelegten Studie an 98 Mundschleimhautab-
strichen durch Biirstenbiopsie einschlieBlich DNA-Zytometrie eine Sensivitat von 100
% und eine Spezifitat von 97,4 %. Mit Hilfe der adjuvanten zytometrischen Untersu-



chung konnten sie maligne Transformationen bis zu ein Jahr vor der histologischen

Diagnose vorhersagen.

Remmerbach et al. (2003) konnten sogar mit Hilfe der Blrstenbiopsie und adjuvanter
zytomertischer Untersuchung an vier Fallen mit oralen Prékanzerosen bereits bis zu
15 Monaten vorher nachweisen, dass diese in Plattenepithelkarzinome Gbergingen.
Waéhrend die zytologische Untersuchung Tumorzellen in drei von vier Féllen sicherte,
wurde DNA-Aneuploidie als Marker fur Neoplasie in allen vier Fallen gemessen. In
allen vier Fallen ergab die endgultige histologische Diagnose im Follow- up ein Plat-
tenepithelkarzinom.

Auch in der gynékologischen Diagnostik hat sich die DNA-Aneuploidie als sicherer
Marker fir Neoplasie und zur Dignitatsabklarung bewéahrt (Wright et al., 1994).

Mit Hilfe der diagnostischen DNA-Bildzytometrie kann an konventionellen zytologi-
schen Abstrichen das Progressionsrisiko von mittleren und geringeren Dysplasien
der Plattenepithelien zu einem Zervixkarzinom sicher beurteilt werden (Bécking und
Motherby 1999).

Bereits 1982 konnten Fu et al. (1982) nachweisen, dass alle untersuchten zervikalen
Dysplasien, welche sich im Follow-up in ein invasives Plattenepithelkarzinom weite-
rentwickelten, DNA-Aneuploid waren.

Bdcking et al. (1986) stellten fest, dass von 37 DNA-Aneuploiden Gebarmutterhals-
abstrichen der zytologischen Gruppe Il D im histologischen Follow-up 30 ein Carci-
noma in situ aufweisen. Dies entspricht einem positiven Pradiktionswert der DNA-
Zytometrie von 81 Prozent fUr die richtige Vorhersage eines Plattenepithelkarzinoms.
Der negative Pradiktionswert fiir die Vorhersage reaktiver Veranderungen lag bei 86
Prozent.

Durch eine Untersuchung an 90 dysplastischen Gebarmutterhalsabstrichen von 18
Patienten konnte Chatelain et al. (1989) nachweisen, dass alle Félle mit nachgewie-
senem Epithelaneuploidie 26 Monate spater im Follow-up ein Plattenepithelkarzinom
aufweisen. Somit ergab die Untersuchung einen positiven Pradiktionswert von 100
Prozent und einen negativen Pradiktionswert von 83 Prozent.

Kashyap et al. (1990) berechneten an 42 Patienten mit geringer und mittlerer Dysp-
lasie der Cervix uteri einen positiven Pradiktionswert der DNA-Aneuploidie an Ab-
strichpraparaten fir die Vorhersage eines Plattenepithelkarzinoms im Follow-up von



93 Prozent, der negative Pradiktionswert von DNA-Euploidie flir morphologisch
nachgewiesene Regression betrug 67 Prozent.

Bollman und Bécking (1996) konnten bei 497 Patientinnen mit Gebarmutterhalsab-
strichen der zytologischen Gruppe Pap Ill D einen positiven Pradiktionswert der
DNA-Aneuploidie von 95 Prozent und einen negativen Pradiktionswert der DNA-
Euploidie von 98 Prozent ermitteln.

Nennig et al. (1997) erhielten bei 193 Patientinnen mit Gebarmutterhalsabstrichen
der Gruppe lll D einen positiven Pradiktionswert von 87 Prozent und der negative

Pradiktionswert betrug 89 Prozent.

Auch fir andere Organe wurde der Nutzen der DNA-Aneuploidie als Marker fir Ma-
lignitat mit Hilfe der statischen Bildzytometrie Uberprift (Bécking et al., 1984 und
1985; Cohen, 1996; Nordemar et al., 2004; Osterheld et al., 2005). Die Arbeitsgruppe
um Bahram et al. (1999) untersuchten Abstriche der Konjunktiva und Kornea mit kli-
nischem Verdacht auf Carcinoma in situ, malignes Melanom oder Rezidivtumor. Sie
erhielten folgende Vorhersagewerte: der positive Pradiktionswert fir den Nachweis
von Tumorzellen bei Verwendung der DNA-Bildzytometrie war 100 Prozent, der ne-
gative Vorhersagewert fUr reaktive (nonaneuploide) Veranderungen betrug 70,9 Pro-
zent.

Weitere Einsatzbereiche fir die DNA-Bildzytometrie entstanden bei der Untersu-
chung von Larynx-, Bronchial-und Prostatakarzinomen. Bocking et al. (1985) konnten
bei einer zytometrischen Untersuchung von 15 Kehlkopfschleimhautdysplasien an
vier Dysplasien eine DNA-Aneuploidie messen. Bei diesen vier aneuploiden Lasio-
nen wurde in Follow-up innerhalb von zwei Jahren ein Larynxkarzinom diagnostiziert.
Somit erhielten diese Autoren. einen positiven Pradiktionswert von 100 Prozent fir
die Vorhersage eines Karzinoms.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Munck-Wikland et al. (1990) und Bjelenkrantz et al.
(1983). Sie. folgerten, dass abnorme Plattenepithelien, deren Dignitat nicht sicher
beurteilt werden kann, sich zur DNA-zytometrischen Abklarung eignen.

Eine Studie von Auffermann und Bdcking (1995)untersucht dysplastische Bronchial-
schleimhaut mittels DNA-Zytometrie. Die Autoren berichten Uber einen positiven
Pradiktionswert von DNA-Aneuploidie in dysplastischen Epithelien aus Sputen fir die
Vorhersage eines Bronchialkarzinoms von 89,5 Prozent. Die Sensivitat lag bei 91,7
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Prozent fir den Nachweis von Bronchialkarzinomen und die Spezifitat flr die negati-
ven Félle bei 100 Prozent.

Tribukait (1993) konnte in seiner Studie eine hohe prognostische Validitat (Vorhersa-
gekraft) des DNA-Malignitatsgradings fir das Prostatakarzinom nachweisen. Er stell-
te flir 287 unbehandelte Prostatakarzinome statistisch hochsignifikante Unterschiede
hinsichtlich der Uberlebenszeit von Patienten mit diploider und aneuploider DNA-
Verteilung ihres Tumors fest. Die Zehnjahres-Uberlebensrate betrug fiir 150 Patien-
ten mit diploiden Tumoren Uber 80 Prozent, d.h. Patienten mit diploiden Prostatakar-
zinom lebten genauso lange wie Manner ohne dieses Karzinom. Patienten mit tetrap-
loiden Tumoren hatten eine geringere Zehnjahres-Uberlebensrate von 70 Prozent.
Eine hochsignifikante Korrelation der DNA-Verteilung im Tumor mit der Uberlebens-
wahrscheinlichkeit der Patienten fanden auch andere Autoren (al-Abadi und Nagel,
1994; Ahlgren et al., 1997).

In unserer Studie erhielten wir durch zytometrische DNA-Messungen von Gewebe
aus Resektionsgrenzen bei intraoralen Plattenepithelkarzinomen eine Sensivitat von
70 % und eine Spezifitat von 90 % flr die diagnostische DNA-Zytometrie. Der nega-
tive Pradiktionswert, mit der die DNA-Zytometrie das Fehlen von Tumorzellen in den
Absetzungsrandern von rezidivfreien Patienten richtig nachwies, lag bei 75 %. Ledig-
lich in zwei Fallen erhielten wir ein falsch-positives Ergebnis. Der von uns ermittelte
positive Pradiktionswert lag bei 87,5 %. Die differierenden Angaben in der Literatur
hinsichtlich der diagnostischen Treffsicherheit sind wahrscheinlich zurickzufiihren
auf die unterschiedlich hohe Fallzahl und die verschieden angewandten Parameter
fir DNA-Aneuploidie. Die meisten Untersucher nutzen sowohl die Stammlinie als
auch 9c exceeding events zur diagnostischen Interpretation als Kriterium fir DNA-
Aneuploidie. Da in reaktiv proliferierenden benignen Plattenepithelien keine Zellkerne
jenseits von 5¢ vorkommen und fast alle Plattenepithelkarzinome Zellen mit einem
DNA-Gehalt Uber 5 ¢ aufweisen (Bdcking et al., 1989), verwenden wir neben den
beiden genannten Markern auch das Auftreten von 5 ¢ exceeding events in den
Randschnitten als weiteren Parameter zur Identifikation von DNA-Aneuploidie. Unse-
rer Meinung nach ist das ein akzeptables Kriterium fir DNA-Aneuploidie, da orale
Plattenepithelien keine euploiden Polyploidiesierungen durchlaufen. Der direkte Ver-
gleich mit dem klinischen Verlauf verdeutlicht unter zusatzlicher Berlicksichtigung der
Zellen mit einem DNA-Gehalt tGber 5 ¢, dass die Erkennungsrate von Rezidiven deut-



lich steigt. Da 5¢cEE in 40 % der Falle mit dem Auftreten von Rezidiven korreliert,
nehmen wir an, dass 5cEE ein sensitiver und spezifischer Marker fir Malignitat dar-
stellt. Ein direkter Vergleich der Sensivitat, Spezifitdt und Pradiktionswerten unserer
Untersuchung mit den Angaben aus den erwéhnten Studien ist jedoch nicht zulassig,
da es sich einerseits um unterschiedliche Fragestellungen handelt und andererseits
ist die Auswahl der Ausgangspraparate nicht identisch. Wahrend die meisten ange-
fihrten Studien DNA-bildzytometrische Untersuchungen an Abstrichen der Mund-
schleimhaut oder der Zervix uteri durchfihren, bedienen wir uns an Paraffinbl6cken
der Resektionsgrenzen. Es fallt jedoch auf, dass in allen bildzytometrischen Untersu-
chungen die Autoren zu dem gleichen Schluss kommen, dass die DNA-Zytometrie
als adjuvantes zytologisches Verfahren zu einer erh6hten Sensivitat und Spezifitat
fihrt. Auch die Ergebnisse unserer Arbeit bestétigen dies. Mit Hilfe der DNA-
Zytometrie konnten wir 14 von 20 Patienten, bei denen im Beobachtungszeitraum
histologisch ein Lokalrezidiv des Plattenepithelkarzinoms nachgewiesen wurde, iden-
tifizieren. Dies wirde bedeuten, dass diese Patienten mit Hilfe der DNA-Zytometrie
als R1 eingestuft worden waren. Diese R1-Patienten waren dann einer entsprechen-
den Therapie z. B. Nachresektion oder Radiatio zugefihrt worden. Dies hat letztend-
lich auch eine bessere Prognose flr diese Patienten zur Folge. Noch ist jedoch un-
klar, ob diese aneuploiden Zellen Lokalrezidive verursachen. Eine nachfolgende kli-
nische Untersuchung mit gréBeren Fallzahlen kénnte dariiber Ausschluss geben, ob
die zusatzliche oder geanderte Therapie von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
zu einer verlangerten rezidivireien Zeit gefihrt hatte. Anbetracht unserer Daten kén-
nen wir zusammenfassend schlussfolgern, dass in Kombination mit der konventio-
nellen Histologie die DNA-Zytometrie das postoperative Staging und somit die Prog-
nose dieser Patienten verbessern kann. Allerdings schlie3t DNA-Euploidie die Exis-
tenz von Malignitat in Randschnitten nicht vollstéandig aus.



6. Zusammenfassung

Bei der Behandlung von oralen Plattenepithelkarzinomen steht nach wie vor die si-
chere Resektion des Tumors ,im Gesunden®im Vordergrund. Leider kommt es in
vielen Fallen trotz sogenannter RO-Resektion haufig zu Lokalrezidiven, so dass die
Finfjahres-Uberlebensrate von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen nur bei ca. 50
Prozent liegt und somit unbefriedigend ist.

Ziel unserer Studie war es zu Uberprifen, ob die zusatzliche Verwendung der DNA-
Bildzytometrie bei der Beurteilung der Resektionsgrenzen einen héheren pradiktiven
Wert hinsichtlich des Auftretens von Lokalrezidiven hat als die Histologie alleine.

Bei 40 Patienten mit histologisch verifizierten R0-Resektionen, die jeweils Uber drei
Jahre nachbeobachtet worden waren, wurde der DNA-Gehalt von Zellkernen nach
Feulgen-Farbung mittels DNA-Zytometrie untersucht. DNA-Aneuploidie wurde ange-
nommen, wenn atypische DNA-Stammlinien mit einem DNA-Gehalt kleiner 1,80 ¢
gréBer 2,20 ¢ bzw. kleiner 3,60 ¢ oder gréBer 4,40 c identifiziert wurden und / oder
Zellen mit einem DNA-Gehalt gréBer 5¢ (Einzellzellaneuploidie) gemessen wurden.
Die Zytometrie erfolgte ,verblindet “: Die histologischen und zytometrischen Ergeb-
nisse wurden mit der klinischen Entwicklung (Lokalrezidiv) verglichen. Von den 40 in
sano operierten Patienten hatten 20 Patienten trotz RO-Resektion innerhalb von drei
bis funf Jahren ein Lokalrezidiv. Bei 14 Rezidivpatienten wurde in den Randschnitten
eine DNA-Aneuploidie (8 Einzellzellaneuploidie, 6 Stammlinienaneuploidie) gemes-
sen. Auch bei 2 rezidivfreien Patienten ergab die zytometrische Messung eine Ein-
zellzellaneuploidie (5cEE).

Der positive Pradiktionswert als MaB fir die Wahrscheinlichkeit , mit der die DNA-
Zytometrie das Vorliegen von Tumorzellen in den Randschnitten korrekt nachwies,
lag bei 87,5 Prozent und der negative Pradiktionswert betrug 75 Prozent. Wir ermit-
telten eine Spezifitat von 90 Prozent und eine Senivitat von 70 Prozent.

Somit stellt die DNA-Bildzytometrie eine sensitive und hoch spezifische zusatzliche
Methode zur Identifikation von Tumorzellen in den Resektionsradern dar. Durch den
Einsatz der adjuvanten DNA-Bildzytometrie kann die Beurteilung der Tumorresekti-
onsgrenzen und so auch das postoperative Staging verbessert werden.
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Abstract

Evaluation des Stellenwertes der DNA-Zytometrie in der Begutachtung von
Schnittrandern nach Resektion oraler Plattenepithelkarzinome

von Done Oz

Bei der Behandlung von oralen Plattenepithelkarzinomen steht nach wie vor die sichere
Resektion des Tumors ,im Gesunden®im Vordergrund. Leider kommt es in vielen Fallen
trotz sogenannter RO-Resektion haufig zu Lokalrezidiven, so dass die Flinfjahres-
Uberlebensrate von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen nur bei ca. 50 Prozent liegt
und somit unbefriedigend ist.

Ziel unserer Arbeit war es zu Uberprifen, ob die zusatzliche Verwendung der DNA-
Bildzytometrie bei der Beurteilung der Resektionsgrenzen einen héheren pradiktiven
Wert hinsichtlich des Auftretens von Lokalrezidiven hat als die Histologie alleine.

Hierzu wurden die Resektatrandschnitte von 40 histologisch RO resezierten Patienten,

die jeweils mindestens Uber drei Jahre nach der chirurgischen Operation nachbeobach-
tet wurden, mittels DNA-Zytometrie nachuntersucht. Mit dem DNA-Bildzytometer wurde
der DNA-Gehalt der nach Feulgen gefarbten Zellkerne gemessen.

DNA-Aneuploidie wurde angenommen, wenn atypische DNA-Stammlinien mit einem
DNA-Gehalt kleiner 1,80 ¢ gréBer 2,20 ¢ bzw. kleiner 3,60 ¢ oder gréBer 4,40 c identifi-
ziert wurden und / oder Zellen mit einem DNA-Gehalt gréBer 5¢ (Einzellzellaneuploidie)
gemessen wurden.

In unserer Studie erhielten wir durch zytometrische DNA-Messungen von Gewebe
aus Resektionsgrenzen bei intraoralen Plattenepithelkarzinomen eine Sensivitat von
70 % und eine Spezifitédt von 90 % flr die diagnostische DNA-Zytometrie. Der nega-
tive Pradiktionswert, mit der die DNA-Zytometrie das Fehlen von Tumorzellen in den
Absetzungsrandern von rezidivfreien Patienten richtig nachwies, lag bei 75 %. Der
von uns ermittelte positive Pradiktionswert lag bei 87,5 %.

Die statische DNA-Bildzytometrie erweist sich daher als ein sensitives und hochspe-
zifisches zusatzliches Diagnostikverfahren zum Nachweis von Tumorzellen in den
Resektionsrandern. Durch den Einsatz der adjuvanten DNA-Bildzytometrie kann die
Beurteilung der Tumorresektionsgrenzen und so auch das postoperative Staging
verbessert werden.



