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Meinen Eltern



Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer prospektiven klinischen Studie zu
untersuchen, ob die nicht-invasive Exfoliativzytologie (EZ) die Diagnostik von oralen
Prikanzerosen und Kanzerosen verbessern kann.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die DNA-Bildzytometrie und die AgNOR-
Analyse die Treffsicherheit der konventionellen Exfoliativzytologie verbessern konnen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Ergebnisse der DNA-
Bildzytometrie und der AgNOR-Analyse an korrespondierenden Biirstenabstrichen und
Zellvereinzelungen aus Gewebeproben zu vergleichen.

Material und Methode: Die histologischen und zytologischen Proben wurden im
Rahmen der routineméfBigen Krankenversorgung von 111 Patienten mit verddchtigen
Mundschleimhauterkrankungen entnommen und im Institut fiir Pathologie und in dem
Funktionsbereich Cytopathologie des Universitétsklinikums Diisseldorf untersucht.

Nach der Routinediagnostik wurden ergéinzende DNA-Bildzytometrien und AgNOR-
Analysen der zytologischen und histologischen Proben durchgefiihrt. An den
histologischen Proben erfolgten die DNA-Bildzytometrie und die AgNOR-Analyse
nach enzymatischer Zellvereinzelung. Die Daten wurden danach mit Hilfe des
statistischen Programmsystems SPSS ausgewertet.

Ergebnisse: Die konventionelle EZ konnte in 64,7% der Fille mit histologisch
nachgewiesenen Fillen von Dysplasien diese bestdtigen. Die zusétzliche DNA-
Bildzytometrie fiihrte zu einer Erhohung der Sensitivitdt auf 82,4%. Durch den Einsatz
der AgNOR-Analyse kam es nicht zu einer weiteren Verbesserung der Sensitivitit.

Zellvereinzelungen: Die DNA-Bildzytometrie an Zellvereinzelungen aus histologischen
Priparaten zeigte eine Sensitivitdit von 76,5% und eine Spezifitit von 90%. Die
Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie an korrespondierenden Biirstenbiopsien und
Gewebeproben zeigten eine Ubereinstimmung von 89,5% und eine Signifikanz von p <
0.001.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zur Sensitivitdt und
Spezifitit der EZ mit adjuvanter DNA-Zytometrie bestétigen aktuelle klinische Studien.
Die Ergebnisse zeigten, dass der adjuvante Einsatz der AgNOR-Analyse die Ergebnisse
nicht verbesserte.

Die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie an Zellvereinzelungen verbesserten die
Ergebnisse der konventionellen EZ mit DNA-Zytometrie nicht.
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologische und statistische Daten der Neuerkrankungen an Krebs

1.1.1 Weltweite epidemiologische und statistische Daten zu Tumorerkrankungen

Nach der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) erkrankten
im Jahr 2008 insgesamt 263.000 Menschen, davon 170.000 Ménner und 92.000 Frauen,
an Lippen- und Mundhéhlenkarzinomen. Im selben Jahr starben insgesamt 127.000
Menschen daran (83.000 Mianner und 44.000 Frauen). Bei den Ménnern steht diese
Tumorgruppe auf Platz 10 bei den Tumorhéufigkeiten [1].

1.1.2 [Epidemiologische und statistische Daten in Bezug auf Mundkrebs in
Deutschland

Gemill dem Krebsatlas des Robert-Koch-Instituts werden alle Neuerkrankungen an
Krebs in Deutschland fiir das Jahr 2010 mit ca. 477.300 Fillen, davon ca. 252.390
Minner und 224.910 Frauen, angegeben. Ca. 9.340 Ménner und ca. 3.490 Frauen
erkrankten an Mundhdhlen- und Pharynxkarzinomen, wobei bei Ménnern diese
Krebslokalisation an der neunten Stelle und bei Frauen an der siebzehnten Stelle der
Erkrankungshéufigkeit stand. Das Erkrankungsalter liegt im Durchschnitt fiir Ménner
bei 61 und fiir Frauen bei 65 Jahren [2].

1.2 Prikanzerose Lisionen

Die aktuelle Definition der WHO fiir priakanzerose Lasionen im Bereich der Mundhdhle
lautet ,, oral potentially malignant disorders* (OPMD), worunter alle Verdnderungen
subsummiert werden, die eventuell entarten konnen [3, 4]. Diese sollen im Folgenden
dargestellt werden.

1.2.1 Lichen planus

Der orale Lichen planus (OLP) zeigt folgende klinische Verlaufsformen:



-Lichen planus reticularis

-plaquartiger Lichen planus

-bulléser Lichen planus

-erythematoser (atrophischer) Lichen planus und

-erosiver (ulzerierender) Lichen planus

Die zwei letzten Formen sind mit dem hdchsten Entartungsrisiko gebunden, ohne

ausschlieBen zu konnen, dass die anderen Formen auch entarten konnen [4-7].

Beziiglich des Entartungsrisikos des oralen Lichen planus finden sich Angaben, die von

0% bis 17,7% reichen [8-13].
1.2.2 Leukoplakie
Im Jahr 2011 haben Amagasa et al. [14] eine Ubersichtsarbeit mit dem Titel ,,Oral

premalignant lesions. from a clinical perspektive “ publiziert und tabellarisch das Risiko

der malignen Transformation der oralen Leukoplakie dargestellt (Tabelle 1):

Maligne Trans-

Autor Land Jahr Fallzahl | Follow-Up (Jahre) | formation (%)
Silverman et al. Indien 1976 4.762 2 0,13
Gupta et al. Indien 1980 360 1-10 (7) 0,3
Mehta et al. Indien 1972 117 10 0,8
Gupta et al. Indien 1980 410 1-10 (8) 2,2
Roed-Peterson et al. Dénemark 1971 331 1£(4.3) 3,6
Einhorn et al. Schweden 1967 782 1-20 4,0
Pindborg et al. Déanemark 1968 248 1-9 4,4
Kramer et al. England 1969 187 1-16 4,8
Silverman et al. USA 1968 117 1-11 6,0
Banocy et al. Ungarn 1977 670 1-30 6,0
Amagasa et al. Japan 2006 444 1-29 7,9
Lind Norwegen 1987 157 6= 8,9
Gangadharan et al. Indien 1971 626 1-19 10,0
Schepman et al. Holland 1998 166 6 Monate-17 (2,7) 12,0
Silverman et al. USA 1984 257 6 Monate-39 (7,2) 17,5

Tabelle 1: Maligne Transformation der oralen Leukoplakie (nach Amagasa et al., 2011 [14])

Die Tabelle 1 zeigt, dass das Transformationsrisiko zwischen 0,13 und 17,5% variiert,

wobei die Haufigkeit in den meisten Studien zwischen 4% und 10% betrigt [14].
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1.2.3 Andere prikanzerose Lisionen

Die Erythroplakie, die palatinalen Lasionen bei sogenanntem ,,reverse smoking®, die
orale submukdse Fibrose und die aktinische Keratose der Lippen stellen weitere

prakanzerose Lésionen dar [4].

1.3 Risikofaktoren fiir Krebsentstehung

Bestimmte Faktoren, sowohl systemische als auch lokale, sind mit einem erhohten Risiko
fir Krebsentstehung verbunden. In diesem Kapitel, werden diese Faktoren

zusammengefasst dargestellt.

1.3.1 Systemische Risikofaktoren

Zu den systemischen Faktoren, also solchen, die den Gesamtorganismus betreffen,
gehoren verschiedene chemische Substanzen, Virusinfektionen, Syphilis, Vitaminmangel,

UV-Strahlung, HIV-Infektion und die GVHD (,,Graft versus Host Disease®) [5, 15, 16].

1.3.2 Lokale Risikofaktoren

Als lokale Risikofaktoren sind vor allem Wirkungen von Tabak, iiberwiegend in

Kombination mit Alkoholkonsum, zu nennen.

Tabakkonsum zdhlt zu den wichtigsten Risikofaktoren nicht nur fiir Lungenkarzinome,
Pankreaskarzinome und Urothelkarzinome, sondern auch fiir die Entstehung von oralen
und oropharyngealen Karzinomen. Alle Formen von Tabakkonsum, nidmlich das
Rauchen von Zigaretten, Zigarren oder Pfeife, aber auch Kautabak sind karzinogen,
auBBerdem auch Betelniisse [17, 18]. Starke Raucher zeigen ein Sfaches bis 25faches
hoheres Risiko flir die Entwicklung der oben genannten Formen von Krebs [19]. Aus
dem Kondensat des Tabaks entwickeln sich Karzinogene, wie zum Beispiel Tabak-
spezifische Nitrosaminase sowie freie Radikale, die antioxidative Enzyme hemmen

konnen und dadurch das Risiko der Entstehung von Krebs bei Rauchern erhdhen [17].



Friiher gab es in der wissenschaftlichen Welt eine Meinungsverschiedenheit hinsichtlich
der Frage, ob Alkohol an sich zum Krebs fiihren kann. Es wurde die Meinung vertreten,
dass eher die Kombination von Tabak- und Alkoholkonsum karzinogene Wirkungen hat
und zwar je langer der Verbrauch und je groBer die Menge um so groBBer das Risiko [5].
Im Oktober 2009 hat allerdings die Internationale Agentur fiir Krebsforschung
(,, International Agency for Research on Cancer“, IARC) den kausalen Zusammenhang
zwischen Alkoholkonsum und Malignitdt unter anderem auch in der Mundhdhle
bestéitigt [20]. Im Zusammenhang mit dem Alkoholkonsum gibt es verschiede
Mechanismen, die zum Krebs flihren konnen, allerdings ist der wichtigste die Oxidation

des Athanols zu Acetaldehyd [17].

Status quo ist letzten Endes die Tatsache, dass die Kombination von Tabak- und
Alkoholkonsum karzinogen wirken kann; je ldnger diese Gewohnheiten dauern und je

grof3er die Menge des Konsums ist, desto grof3er ist auch das Risiko.

14 Methoden zur morphologischen Gewebsdiagnostik

1.4.1 Invasive diagnostische Methoden / Histologie

Die Entnahme einer Gewebeprobe von einer verddchtigen Lision fiir die Histologie gilt
bis heute als ,,Goldstandard* der klinischen Diagnostik, sowohl bei der Abklarung von
prdmalignen, als auch von manifest malignen Léisionen der Mundschleimhaut. Bei
grofer flichigen oder multiplen Lésionen ist es allerdings nicht immer einfach, sich fiir
die richtige Stelle fiir die Biopsie zu entscheiden, so dass auch Entnahme-bedingte

Fehler nicht ausgeschlossen sind [21].

Holmstrup et al. haben im Jahr 2007 retrospektiv untersucht, ob Biopsien von
pramalignen Lésionen reprasentativ fiir die ganze Ldsion waren. Dabei hat die
Arbeitsgruppe die histologischen Ergebnisse zwischen Biopsien von einem Teil und
von der ganzen Lision verglichen, wenn diese Lésion zu einem spdteren Zeitpunkt in
toto entfernt wurde. Von den 101 untersuchten Lasionen zeigten 35% (darunter 7%
Karzinome) der in toto exzidierten Lésionen eine schwerere histopathologische
Diagnose als die entsprechenden Biopsien, die im Durchschnitt 10,4 Monate vorher

entnommen worden waren. Von groler Wichtigkeit ist die Tatsache, dass sieben
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Karzinome erst nach der in toto Entfernung der Lésion und nicht bei der Biopsie
festgestellt wurden. Interessanterweise waren drei von diesen als homogene und vier als
nicht homogene Leukoplakien charakterisiert worden. Auflerdem zeigten Fille, die in
den Biopsien keine, geringe oder mittlere Dysplasie enthalten hatten, im Resektat

Karzinome in 8% der Fille [22].

1.4.2 Nicht-invasive diagnostische Methoden / Zytologie

Die ersten Arbeitsgruppen, die den Nutzen der Zytologie in der Diagnostik an der
oralen Mukosa untersucht haben, waren Montgomery und von Haam in den frithen 50er
Jahren [23]. Heutzutage kann nicht nur die konventionelle Abstrichzytologie angewandt
werden, wobei der entnehmende Arzt das Material selber auf Objekttriger verteilt,
sondern es kommen auch modifizierte Methoden wie zum Beispiel die fliissig-basierte

computerassistierte Zytologie (oral CDx) zum klinischen Einsatz [24].

In den aktuellen Studien der weltweiten Literatur variiert die Sensitivitdt der oralen
konventionellen EZ von 55% bis 100% und die Spezifitit von 94,5% bis 100% [25-28].
In eine Studie von Navone et al. wurde auch ein Vergleich zwischen der Treffsicherheit
der konventionellen Zytologie und der Fliissigkeits-basierten (computerunterstiitzten)
Zytologie vorgenommen [24]. Hierbei zeigten sich weniger unzureichende Félle in der
fliissig-basierten als in der konventionellen Zytologie (8,8% vs. 12,4%). Die Werte fiir
Sensitivitét (95,1% vs. 85,7%), Spezifitit (99% vs. 95,9%), positiven pradiktiven Wert
(96,3% vs. 95,4%) und negativen priadiktiven Wert (98,7% vs. 87%) waren jeweils
hoher.

Die Untersuchung der Treffsicherheit der Computer-assistierten Zytologie (Oral CDx)
von Mehrotra et al. zeigte eine Sensitivitdt von 96,3% und eine Spezifitit von 100%
[29]. Andererseits haben Bhoopathi et al. einen pridiktiven positiven Wert von nur
7,9% der Computer-assistierten Zytologie feststellen konnen [30], so dass diese

Methode ebenfalls nicht allgemein in ihrer Leistungskraft anerkannt ist.



1.5 Spezielle diagnostische Methoden in der Zell- und Gewebsdiagnostik

Die im Folgenden dargestellten Methoden, die zur Verbesserung der diagnostischen
Aussagen dienen, sind prinzipiell an zytologischen und histologischen Préparaten

anwendbar; ihre Domine liegt allerdings in der zytologischen Diagnostik.

1.5.1 DNA-Bildzytometrie

In einer aktuellen Darstellung wurde die DNA-Bildzytometrie wie folgt definiert: ,,Das
Prinzip der DNA-Bildzytometrie basiert auf der mikrodensitometrischen Quanti-
fizierung des DNA-Gehaltes von ca. 250 - 300 morphologisch auffdlligen Zellen und
von ca. 30 normalen Eichzellen und kann an allen Préparatearten der Zytopathologie
ebenso wie an nach Zellvereinzelung hergestellten Ausstrichen von Zellen aus
Paraffinblocken nach Applikation der DNA-spezifischen und stdchiometrischen
Feulgen-Farbung angewandt werden; konventionelle Routinefirbungen hingegen sind

nicht geeignet“[31], [32].

Nach Beendigung der Messung werden aus der Verteilung der DNA-Einzelwerte
MefBparameter extrahiert, aus deren Werten man auf das etwaige Vorliegen von DNA-
Aneuploidie riickschlieen kann. Diese wiederum wird als Anhaltspunkt fiir manifeste

bzw. auch fiir prospektive Malignitét angesehen.

Mit dem Einsatz der DNA-Bildzytometrie an zytologischen Prdparaten, konnten
Remmerbach et al. die Sensitivitdt an der Diagnose von oralen Karzinomen von 91,3%
(nur orale Zytologie) auf 97,8% und die Spezifizitit von 95,1% auf 100% erhohen.
Ahnliche Ergebnisse zeigte die Studie von Maraki et al. mit einer Sensitivitit von 100%
und eine Spezifizitit von 97,4% bei der Untersuchung von oralen Leukoplakien und
Erythroplakien mit der Kombination der zwei oben genannten Methoden [26]. In einer
Studie von Kédmmerer et al., bei der dem Studiendesign nach nur genau ein Ausstrich
untersucht werden sollte, zeigte die DNA-Bildzytometrie eine Sensitivitdt von 70% und
eine Spezifitdt von 100%; die Kombination der zytologischen und DNA-zytometrischen

Ergebnisse erhohte die Sensitivitit auf 77% [27].



Handschel et al. haben die marginalen Resektionsrinder von oralen Karzinomen mittels
DNA-Bildzytometrie untersucht, um mogliche Rezidive der Tumore vorhersehen zu
konnen. Die Sensitivitdt betrug hier 70%, die Spezifitit 90% und der pradiktiver
positiver Wert 87,5% [33].

Bremmer et al. haben mittels DNA-Bildzytometrie den DNA-Ploidie-Status von oralen
Leukoplakien im Vergleich zum histologischen Grading untersucht. Die Autoren sind
zu der Schlussfolgerung gelangt, dass DNA-aneuploide Leukoplakien mit einem
signifikant erhdhten Risiko fiir Krebsentstehung verbunden sind, allerdings ohne
ausschlieBen zu konnen, dass diploide Lasionen auch entarten konnen. Weiterhin, haben
Bremmer et al. festgestellt, dass der DNA-Status als einziger Biomarker eine begrenzte

Aussagekraft fiir den individuellen Leukoplakie-Patienten hat [34].

Die DNA-Bildzytometrie kann insgesamt sowohl die Sensitivitét als auch die Spezifitit
der konventionellen morphologischen Diagnostik Zytologie erhéhen und ist prinzipiell

als erginzende Methode in der Abkldrung oraler Lasionen geeignet.

1.5.2 AgNOR-Analyse (Argyrophilic nucleolar organiser region)

,»Die AgNOR-Analyse, eine Silberfirbung von intranukledren Proteinstrukturen, geht
biologisch darauf zuriick, dass die NORs (,,Nukleolus-organisierende Regionen®), bei
denen es sich um grole rRNA-Loops auf den Satellitenregionen der p-Arme der
akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 mit Aufgaben in der Transkription
der rRNA handelt, strukturellen und numerischen Verdnderungen bei Zellproliferation
unterliegen. Die NORs kann man durch eine Silberimpréignation durch eine kolloidale
Silbernitrat-Losung (AgNO3) indirekt darstellen und die Produkte der Silber-
imprégnation, die AgNORs, mikroskopisch quantifizieren® [31].

Per Definition sind die NORs Schlingen von DNA, die die ribosomale DNA kopieren.
Jedes der oben genannten fiinf Chromosomen besitzt zwei NORs, weswegen die Zahl
von NORs in normalen diploiden Zellen 20 betrdagt. NORs sind verbunden mit sauren
argentaffinen, nicht-histonischen Proteinen, die die eigentlichen Zielstrukturen des

Silbernitrats sind. Angesichts der Tatsache, dass Zahl und Groéfe der AgNORs



Parameter fiir die Syntheseleistung der Zellen sind, werden sie heutzutage als
Proliferationsmarker angesehen [23, 35-37].

Die AgNOR-Analyse wird sowohl an zytologischem als auch an histologischem
Material als Proliferationsmarker verwendet, wie die unten genannten als auch andere

Studien zeigen.

Loépez-Blanc et al. haben in Jahr 2009 die Unterschiede der AgNORSs in oralen Biopsien
von Patienten, die Alkohol- und Tabakkonsumenten waren, im Vergleich zu gesunden
Probanden gefunden. Sie stellten fest, dass ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen beziiglich eines Formindex der AgNORs in der
superfiziellen und suprabasalen epithelialen Schichten vorlag. Weiterhin, war die Anzahl
der AgNORs in der Patientengruppe in der suprabasalen Schicht signifikant erhoht, und
auch das Volumen der einzelnen AgNORs und das Gesamtvolumen aller AgNORs per
Nukleus zeigte hohere Werte bei Alkoholikern und Rauchern, allerdings ohne einen
signifikanten Unterschied zu erreichen. Diese Studie belegt, dass die AgNORs bereits
Verdnderungen an der oralen Mukosa bei Alkoholikern und Rauchern zeigten, die noch

keinen Tumor entwickelt hatten [38].

Mehrere Arbeiten befassen sich mit der Frage, ob man aus AgNOR-Analysen Aussagen

iiber den biologischen Charakter von Mundhohlenldsionen gewinnen kann.

In der Studie von Elangovan et al. [36] an histologischen Préparaten ergab die
quantitative Analyse der AgNOR-Zahlen folgende Ergebnisse, dargestellt als
Mittelwerte (+/-Standardabweichung):

-Kontrollgruppe: 1,77 (+/- 0,02)
-pyogenes Granulom: 3,47 (+/- 0,93)
-submukdse Fibrose: 2,03 (+/- 0,62)
-Leukoplakie: 2,52 (+/- 0,50)
-gut differenziertes Plattenepithelkarzinom: 5,97 (+/- 1,20)
-mafig differenziertes Plattenepithelkarzinom: 8,47 (+/- 0,99)

In einer Arbeit von Remmerbach et al. [37], die an zytologischen Priparaten erfolgte,

wurden als AgNOR-Parameter Kluster und Satelliten (siche unten, Kapitel 3, Material
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und Methoden) erhoben und folgende Mittelwerte (+/- Standardabweichung)

festgestellt:
Klusters und Satelliten Satelliten
-normale Epithelzellen: 2,28 (+/-1,7)
-entziindliche Lisionen: 3,39 (+/- 0,41) 3,35 (+/- 0,35)
-Leukoplakie: 3,88 (+/- 0,59) 3,78 (+/- 0,64)
-Karzinome: 8,99 (+/- 2,64) 8,67 (+/- 2,55)

Beide Datenverteilungen lassen erkennen, dass sich insbesondere bei Karzinomen hohe
AgNOR-Werte finden lassen. In der Studie von Remmerbach et al. erwies sich
(bezogen auf die Gesamtzahl von AgNORs) der Wert von 4,8 als bester Wert fiir die
Unterscheidung zwischen benignen und malignen Zellen mit einer Sensitivitdt von
100% fiir die Diagnose von oralen Karzinomen und einer Spezifitdt von 100% fiir die

Diagnose von benignen Lésionen [37].

An histologischem Material von oralen Karzinomen haben Hanemann et al. die
AgNORs analysiert, um zu untersuchen, inwieweit sich die Zahl der AgNORs in
Abhingigkeit vom Differenzierungsgrad der Tumoren  verdndert. Wéhrend gut
differenzierte Karzinome mittlere AgNOR-Zahlen von 3,20 (+/-0,61) aufwiesen,
betrugen sie fir méBig differenzierte Karzinome 5,33 (+/-1,42), fiir gering differenzierte
Karzinome 8,27 (+/-0,39) und fiir undifferenzierte Karzinome 10,08 (+/-0,27). Diese
Ergebnisse waren im jeweiligen Vergleich zweier Gruppen allesamt statistisch
signifikant, so dass hier die AgNORs als Indikator auch fiir eine unterschiedliche

Tumordifferenzierung angesehen wurden [39].



2. Ziele dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden prospektiven klinischen Kohortenstudie war die diagnostische
Validierung der ,,Multimodalen Zellanalyse* zur nicht-invasiven Friihdiagnose oraler
Prikanzerosen und Plattenepithelkarzinome an Biirstenbiopsien und histologischen
Priparaten makroskopisch verdédchtiger Lasionen der Mundschleimhaut. Dabei sollten
an adjuvanten diagnostischen Verfahren die DNA-Bildzytometrie und die quantitative
AgNOR-Analyse zusammengebracht werden, um im Kontext mit den Ergebnissen der

konventionellen Zytologie und der Histologie folgende Fragen zu beantworten:

1. Welche der Zusatzmethoden zur EZ (DNA-Bildzytometrie oder AgNOR-
Analyse) zeigt eine hohere diagnostische Sensitivitdt und Spezifitidt und welcher
Gewinn an Treffsicherheit ist durch die DNA-Bildzytometrie und die AgNOR-
Analyse gegeniiber der zytologischen Diagnostik am identischen Zellmaterial zu

erreichen?
2. Ist das Ergebnis einer DNA-Bildzytometrie und einer AgNOR-Analyse an

histologischen ~ Gewebeproben und korrespondierenden  Biirstenbiopsien

vergleichbar?
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3. Material und Methoden

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der

Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf unter der Studiennummer 3409 genehmigt.

3.1 Patientenkollektiv

Einschlusskriterium in dieser Studie war das Vorhanden von klinisch auffalligen

Mundschleimhautveranderungen. Insgesamt 111 Patienten wurden rekrutiert.

Die Tabellen 2 und 3 zeigen die Geschlechtsverteilung und Alter der Patienten.

Geschlecht Patienten (n=111)
maénnlich 51 (45,9%)
weiblich 60 (54,1%)

Tabelle 2: Geschlechtsverteilung der Patienten

Alter Patienten (n=111)
Median 60
Range 34 -91
MW +/- SD Minner 58,2 +/- 14,0
MW +/- SD Frauen 62,1 +/-11,1

Tabelle 3: Alter der Patienten. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Bei diesen 111 Patienten erfolgte zunichst eine exfoliativzytologische Untersuchung
und im direkten Anschluss daran eine Gewebeprobe im gleichen Areal. Bei 49 der 111
Patienten erfolgten zusétzlich eine DNA-Bildzytometrie und die AgNOR-Analyse. Bei
24 Patienten war aufgrund des zytologischen Befundes mit verddchtigen Zellen eine
erginzende DNA-Bildzytometrie notwendig. Weitere 25 Patienten ohne Hinweis auf

Dysplasien wurden als Kontrollgruppe durch das Zufallsprinzip einbezogen.

Zehn gesunde Probanden, allesamt Nichtraucher mit nur gelegentlichem Alkoholkonsum,
die keine oralen Lisionen erkennen lieBen, wurden fiir die Bestimmung der AgNOR-
Werte zusétzlich eingeschlossen. Die individuelle Bestimmung der AgNOR-Werte fiir die

gesunde Mundschleimhaut war notwendig, weil es keine standardisierten Angaben zur
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normalen Werteverteilung von AgNOR-Parametern in der Mundschleimhaut Gesunder
gibt. Auf eine DNA-bildzytometrische Messung wurde hier verzichtet, da man nach
allgemeiner Erfahrung hier von einer diploiden DNA-Verteilung a priori ausgehen

konnte.

3.2 Orale Diagnostik

Bei jedem der 111 Teilnehmer wurde eine ausfiihrliche medizinische Anamnese, sowie
die Medikamenteneinnahme, Allergien, Tabak- und Alkoholkonsum erhoben und
dokumentiert. Danach erfolgte die Erhebung des Zahnstatus und die Mundschleimhaut
wurde griindlich untersucht. Jede auffillige Mundschleimhautverdnderung wurde
schriftlich dokumentiert, mit einer parodontalen Sonde als Referenzkorper ausgemessen
und fotografiert. Als néchstes erfolgte die Biirstenbiopsie der Lision und im Anschluss
daran erfolgte eine Gewebeprobe der untersuchenden Lision. Die Gewebeprobe erfolgte

am selben Tag bis maximal zehn Tage nach der Entnahme der Biirstenbiopsie.

3.2.1 Biirstenbiopsie

Mit einer Zytobiirste (Cytobrush GT, Med-Scand Medical, Malmo, Schweden) wurde
die verdiachtige Lision mehrmals unter leichtem Druck gebiirstet. Danach wurden die
Zellen von der Biirste auf einen Objekttrager aufgetragen, indem die Biirste vier bis fiinf
Mal rund um ihre eigene Achse unter leichtem Druck gedreht wurde (Abb. 1 - 2).
Anschlieend erfolgte die unmittelbare Fixation der Zellen durch Alkoholspray
(Merckofix-Spray, Merck, Darmstadt, Deutschland) [40-42].

Abb. 1:Entnahme einer Biirstenbiopsie Abb. 2:Abrollen der Zellen von der Biirste
auf einen Objekttriger
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3.2.2 Durchfiihrung der histologischen Biopsie

Unter lokaler Betdubung wurde die verddchtige Lision teilweise oder in toto
spindelformig in der Oberfldchenausdehnung und keilférmig zur Tiefe entnommen und

unmittelbar in 10%-igem gepuffertem Formalin fixiert (Abb. 3 - 4).

Abb. 3:Entnahme einer Biopsie vom linken Abb. 4: Biopsat mit Fadenmarkierung
Zungenrand

3.2.3 Morphologische Diagnostik und weiteres Procedere

Die Gewebeproben wurden im Institut fiir Pathologie (Direktor: Prof. Dr. H. E.
Gabbert) und die zytologischen Proben im Funktionsbereich Cytopathologie (Leiter:
Prof. Dr. S. Biesterfeld) des UKD untersucht. Nachdem die zytologischen und
histologischen Gutachten vorlagen, wurden die Patienten iiber die Befunde aufgeklért.
Im Anschluss daran erfolgte die weitere Diagnostik im Rahmen dieser Studie. Patienten,
bei denen maligne Verdnderungen festgestellt wurden, wurden in die entsprechenden

Fachabteilungen des Klinikums zur operativen Therapie iiberwiesen.

33 Aufarbeitung und Befundung der Proben

3.3.1 Zytologische Routinediagnostik nach Papanicolaou-Fiarbung

a) Farbung der zytologischen Praparate nach Papanicolaou:

Die Objekttrager wurden nach Papanicolaou in einem Férbeautomaten (Tissue-Tek®,

Prisma®, Sakura Finetek, Germany GmbH) geméaB der Standard Operation Procedure
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(SOP) des Funktionsbereichs Cytopathologie gefdrbt (Tabelle 4); nach der Farbung
erfolgte eine Eindeckelung der Prdparate mit einem iiblichen Deckglas unter

Verwendung des Eindeckmediums Tissue Mount.

Papanicolaou Farbung

1 96% Ethanol 2 Minuten
2 80% Ethanol 1 Minute
3 70 % Ethanol 1 Minute
4 50% Ethanol 1 Minute
5 Aqua dest. 1 Minute
6 gebrauchsfertiges Himatoxylin 2 Minuten
7 Leitungswasser 3 Minuten
8 Leitungswasser 3 Minuten
9 NH,OH 1 Minute
10 70% Ethanol 1 Minute
11 70% Ethanol 1 Minute
12 80% Ethanol 1 Minute
13 96% Ethanol 1 Minute
14 gebrauchsfertiges Orange II 2b 2 Minuten
15 96% Ethanol 1 Minute
16 96% Ethanol 1 Minute
17 Polychrom 3b 2 Minuten
18 96% Ethanol 1 Minute
19 96% Ethanol 1 Minute
20 99,5% Ethanol 2 Minuten
21 Xylol 1 Minute
22 Xylol 1 Minute
23 Voclear 1 Minute
24 Voclear 1 Minute

Tabelle 4: Firbung nach Papanicolaou-Methode (vgl. Quelle [40])

b) Begutachtung der zytologischen Priparate:

Die Begutachtung der zytologischen Préparate erfolgte nach den {iblichen Kriterien der
diagnostischen Zytopathologie. Fiir die Klassifikation der Befunde wurde die von
Bocking und Freudenberg vorgeschlagene Nomenklatur aus dem Jahr 1998 verwendet

[41, 43]:

- unzureichend: Abstriche, die keine Zellen oder nur autolytische Zellen enthalten,

- negativ / bosartige Zellen nicht nachweisbar: Abstriche, die ausschlieBlich unauf-
fallige, reaktive oder entziindliche Zellen enthalten,

- zweifelhaft / bosartige Zellen nicht sicher auszuschlieBen: Abstriche mit abnormen

Zellverdnderungen (z.B. mit leichten oder médBigen Dysplasien),
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- dringender Verdacht / bosartige Zellen wahrscheinlich: Abstriche mit nur wenigen
atypischen Zellen oder bei noch nicht sicher erfiillten Malignitétskriterien auffalliger
Zellen (insbesondere schwere Dysplasien)

- positiv / bosartige Zellen nachweisbar: Abstriche mit eindeutig malignen Zellen®.

3.3.2 Bearbeitung der histologischen Priparate

Die Gewebeproben lagen in 10%iger gepufferter Formalinlosung fixiert vor und wurden

im Institut fiir Pathologie aufgearbeitet.

3.3.3 DNA-Bildzytometrie nach Feulgen-Fiarbung

DNA-bildzytometrische Messungen nach vorheriger Feulgen-Férbung [44] sind nur an
ganzen Zellen mdglich, so dass zytologische Ausstriche hierfiir verwendet werden
konnen, histologische Routineschnitte von eingebettetem Gewebe hingegen nicht. Bei
letzterer Anwendung muss vor der eigentlichen Férbung ein praparatorischer
Zwischenschritt erfolgen, némlich eine enzymatische Zellvereinzelung. Die
anschlieende Fiarbung wiederum ist vom Prinzip her derjenigen an zytologischen

Préparaten gleich.

a) Vorbereitung zytologischer Praparate fiir die Feulgen-Farbung

Um die zytologischen Pridparate nach Feulgen umfiarben zu konnen, mussten sie
zunéchst entdeckelt werden. Hierzu wurden die Objekttrager in eine Kiivette mit Xylol
gestellt, welches nach und nach das Eindeckmedium in Losung bringt, so dass sich das
Deckglas von selber vom Praparat 16st. Hierfiir sind, je nach Alter der Prédparate, ein bis
sieben Tage zu veranschlagen. Der gesamte Vorgang muss dabei passiv erfolgen, da bei
aktivem ,,Nachhelfen®, beispielsweise durch Ziehen an einem noch teilweise haftenden
Deckglas, ein unkalkulierbarer Verlust an Zellen zu befiirchten ist.

Will man bestimmte Stellen des zytologischen Préparates gezielt messen, so kann man
vor der Entdeckelung des Prédparates dessen Konturen mit einem Kopierer auf ein
Papier bringen, um so Markierungen auf dem Préparat (iiblicherweise Filzstiftkreise
etc.) rekonstruieren zu konnen. Diese Vorbereitungsschritte fiir die Feulgen-Farbung

erfolgten nach internen Regelungen des Schwerpunktes fiir Cytopathologie.
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b) Gewinnung zytologischer Ausstriche aus Paraffinblécken durch enzymatische
Zellvereinzelung

Auf histologischen Schnitten ist zwar die Zell- und Gewebemorphologie beurteilbar,
jedoch steht der Quantifizierung der Kerneigenschaften die Tatsache entgegen, dass die
Zellkerne  geschnitten sind. Deswegen kann eine DNA-Bildzytometrie an
histologischem Material nur erfolgen, wenn zuvor an dicken Schnitten ein

enzymatisches Zellvereinzelungsverfahren angewendet wird.

Auf den histologischen Schnitten wurde die zur Untersuchung mittels DNA-
Bildzytometrie geeignete Stelle markiert. Die markierten Stellen wurden dann auf den
Paraffinblock iibertragen. Aus dem markierten Bereich wurden nun ca. 5-6 Schnitte
vom Paraffinblock abgenommen, deren Dicke ca. 50-100 um betrug, und in einen
Nylongazebeutel gegeben. Der Beutel wurde verschweilt und in verchromte

Biopsiekassetten abgelegt (Abb. 5) [45].

Entparaffinierung

Xylol 30 Minuten

Xylol 30 Minuten

Rehydrierung

100% Ethanol 30 Minuten

96% Ethanol 30 Minuten

70% Ethanol 30 Minuten

Aqua dest. 30 Minuten

Aqua dest. 30 Minuten
Tabelle 5: Entparaffinierung Abb. 5: Verchromte Biopsiekassette mit Nylongazebeutel,
und Rehydrierung der verwendet fiir die Zellvereinzelung
Zellvereinzelungen

Hieran schloss sich (sieche Tabelle 5) die Entparaffinierung in Xylol und die
Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe an, jeweils durchgefiihrt auf einem
Schiittler. Danach erfolgte die enzymatische Pepsinverdauung; hierzu wurde der
Nylongazebeutel mit dem Material in eine auf 37 °C vorgewiarmte Pepsinlésung (25mg
Pepsin Porcine ad 5ml 0,07M HCI) tiberfiihrt und fiir 30 Minuten inkubiert. Danach
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 ml kaltem PBS-Puffer gestoppt. Diese
Inkubationen erfolgten in einem Reagenzglas; die nunmehr ausgeldsten Zellkerne, die

die Maschen der Gaze nunmehr passierten konnten, befanden sich sedimentiert in der
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vorgelegten Fliissigkeit. Nach Entfernung des Uberstandes wurde die Restfliissigkeit in
mit einer Zytozentrifuge nach Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 400g auf zwei
Objekttrager aufgebracht. Nach Lufttrocknung schloss sich dann die Feulgen-Féarbung
an [45].

Der Ablauf der Feulgen-Féarbung, die in einem modifizierten Firbeautomaten Varistain

24-4 erfolgte, ist in Tabelle 6 beschrieben.

Feulgen-Firbung

1 Xylol 15 Minuten
2 99,5% Ethanol 5 Minuten
3 96% Ethanol 5 Minuten
4 10% gepuffertes Formalin 50 Minuten
5 Aqua dest. 10 Minuten
6 Aqua dest. 5 Minuten
7 5 N HCI 27 °C in Heizkiivette 60 Minuten
8 Aqua dest. 2 Minuten
9 Aqua dest. 2 Minuten
10 Aqua dest. 2 Minuten
11 Schiff's Reagenz 60 Minuten
12 SO,-Wasser 5 Minuten
13 SO,-Wasser 5 Minuten
14 SO,-Wasser 5 Minuten
15 Aqua dest. 1 Minute

16 Aqua dest. 1 Minute

17 70% Ethanol 3 Minuten
18 96% Ethanol 3 Minuten
19 99,5% Ethanol 3 Minuten
20 Xylol 15 Minuten

Tabelle 6: Feulgen-Firbung nach Quelle: [40]', 2

Nach der Farbung erfolgte die Eindeckelung der Objekttriger mit dem Eindeckmedium

Entellan und einem {iblichen Deckglas.

c¢) Die DNA-Bildzytometrie:

Die DNA-bildzytometrischen Messungen wurden unter Beachtung der international

konsentierten = messmethodischen  Anforderungen mit einem  PC-gestiitzten

Bildanalysesystem MotiCyte-DNA (Xianmin / Wetzlar) vorgenommen [46]. Hierbei

! Die Firbung fiir die Zellvereinzelung beginnt ab dem Schritt 2, also mit 99,5%-igem Ethanol.
2 Die nach Felgen geférbten Priparate sind lichtempfindlich, deswegen miissen diese im Dunkeln
aufbewahrt werden.
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wird ein konventionelles Lichtmikroskop, das mit einer Farb-Videokamera ausgestattet
ist, mit einem Computer mit entsprechender Software verbunden. Diese erlaubt nach
einer technischen Kalibrierung beim eigentlichen Messvorgang die manuelle Auswahl
und Klassifikation der individuellen Zellen als Eichzellen bzw. Messzellen. Ferner sind
verschiedene Bildkorrekturen bei unvollstindiger oder nicht optimaler Kerndetektion
moglich. AuBlerdem erfolgt Software-unterstiitzt auch die Auswertung des Messfiles an
einem Histogramm und unter Bereitstellung verschiedener grundlegender Daten der

DNA-Verteilung (Abb. 6) [23].
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Abb. 6: Interaktiver Monitor bei der DNA-Bildzytometrie [47]

Vor Beginn der Messung musste das System kalibriert werden. Das heilit, auf dem PC-
Bildschirm wurde eine Zellgruppe lokalisiert und scharf gestellt. Danach wurde an einer
Préparatstelle, die keine Zellen enthielt, ein sogenannter Weilabgleich durchgefiihrt.
Nach dieser Kalibrierung konnte die eigentliche Messung von Eichzellen und

Messzellen beginnen [23, 45, 48], die mit der 40 fachen ObjektivvergroBerung erfolgt.

Da das Farberesultat der Feulgen-Farbung als stochiometrisch und somit proportional
zum DNA-Gehalt erfasst wird, wurde bei der eigentlichen Messung die integrierte
optische Dichte (IOD) aller ausgewéhlten Feulgen-gefarbten Zellkerne erfasst [23, 40,
49]. Hierzu wurde automatisiert nach Anwahl der Zelle liber einen Mausklick eine
schmale Maske um den Zellkern gelegt und die Farbintensitéit, ermittelt an den

einzelnen Bildpunkten, aufaddiert.
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Voraussetzung fiir die Auswertung der Messung war die Bestimmung des DNA-
Gehaltes von mindestens 30 Referenzzellen als normaler diploider 2c-Wert [50, 51]. Bei
den Mundschleimhautabstrichen werden {iiblicherweise normale Plattenepithelien als
Referenzzellen verwendet. Fiir den Fall, dass nicht genligend normale Plattenepithelien
vorhanden sind, kann man sich mit Fibroblasten oder Lymphozyten behelfen.
Granulozyten sind héufig weniger geeignet, weil ihre Segmente zu klein und zu dunkel
bzw. pyknotisch sind. Der Variationskoeffizient (CV) der Messwerte flr die
Eichzellpopulation, d.h. die Standardabweichung in Prozent vom Mittelwert, sollte <
5% sein [51].

Idealerweise sollen mindestens 300 Analysezellen vorhanden sein. Als Analysezellen
wurden hier diejenigen Plattenepithelien definiert, die vom Normalen nach den iiblichen
Kriterien der Zytologie signifikant abwichen und somit die Grundlagen fiir die
Zuordnung der Lédsion in die zytologischen Kategorien ,,zweifelhaft”, ,dringender

Verdacht* bzw. ,,positiv* darstellten.

DNA-zytometrische MeBparameter

Die Auswertung der Messfiles richtete sich nach den seitens der ESACP (,, European
Society for Analytical and Cellular Pathology *“) akzeptierten Auswertealgorithmen zur
Detektion von numerischer DNA-Aneuploidie, welche auf der Darstellung einer
aneuploiden DNA-Stammlinie als Nachweis einer chromosomalen abnormen klonalen

Zellpopulation oder von Einzelzellaneuploidie beruhen [50].

Eine DNA-Stammlinie ist dabei als die Go/Gi-Fraktion einer proliferierenden

Zellpopulation in einem DNA-Histogramm definiert und wird als aneuploid
interpretiert, wenn sie auflerhalb des Bereiches von 2¢ +/- 0,2¢ bzw. auerhalb von 4c
+/- 0,4c liegt. Alle anderen DNA-Stammlinienlagen zeigen keine Aneuploidie und
konnen als diploid, tetraploid bzw. ggfls. auch als polyploid benannt werden. Bei der
Einzelzellaneuploidie wird das Auftreten seltener Events beriicksichtigt, wobei
diejenigen Zellen erfasst werden, die oberhalb der hdchsten, bei gutartigen
Zellpopulationen vorkommenden Polyploidisierungsstufe liegen. Im Falle der
Plattenepithelien der Mundhohle geht man von einer moglichen Polyploidisierung bis
8c aus, so dass unter Beriicksichtigung eines Sicherheitsabstandes Zellen oberhalb von

9¢ (9¢EE, ,, 9c Exceeding Event ) als aneuploid akzeptiert werden [49-51].
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Interpretation des DNA-Histogrammes:

Als DNA-aneuploid wurden diejenigen Priparate eingestuft, die mindestens eine

aneuploide DNA-Stammlinie aufwiesen oder mindestens eine Zelle oberhalb von 9c

(9cEE > 1) aufwiesen.

Als verddchtig auf DNA-Aneuploidie wurden Priparate interpretiert, die nicht

beweisbar DNA-aneuploid waren, deren DNA-Verteilung sich aber deutlich vom
Normalen unterschied; feste internationale Kriterien hierfiir gibt es nicht. Entsprechend
bewertet wurden Préparate mit breiter Verdopplungszone einer diploiden Stammlinie im
4c-Bereich oder mit einer origindr tetraploiden, also bei 4c gelegenen hdochsten

Stammlinie.

Alle iibrigen Praparate wurden als nicht DNA-aneuploid angesehen.

Als Sonderfall nicht DNA-aneuploider Ergebnisse ist noch die DNA-Polyploidie

abzugrenzen. Sie wird angenommen, wenn sich bei einer diploiden DNA-Stammlinie
nicht nur eine Verdoppelung bei ca. 4c darstellt, sondern auch Zellen bis zum 8c-

Bereich nachweisbar sind.

3.3.4 Silbernitrat-Firbung und AgNOR-Analyse

a)  Silbenitrat-Fiarbung der zytologischen Préparate und der Zellsuspensionen nach
Zellvereinzelung der histologischen Préparate

Fiir die AgNOR-Analyse wurden die nach Feulgen gefarbten Prdparate nach DNA-
Bildzytometrie umgeféarbt. Die 20 Prédparate der 10 gesunden Probanden, bei denen ja
keine DNA-Bildzytometrie vorgenommen wurde, wurden aus der Papanicolaou-

Féarbung in die AgNOR-Analyse iiberfiihrt.

Nach Entdeckelung der zytologischen Priaparate durch Einstellen in Xylol erfolgte die

Silbenitrat-Farbung, wie sie in der Tabelle 7 beschrieben ist.
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1 Xylol 5 Minuten
2 99,5% Ethanol 5 Minuten
3 96% Ethanol 5 Minuten
4 70% Ethanol 5 Minuten
5 50% Ethanol 5 Minuten
6 Aqua bidest. 5 Minuten
7 1 ml Silbernitratldsung 20 bis 25 Minuten
8  Silbenitrat ablaufen lassen

9 Aqua bidest. 3x spiilen
10 10% Natriumthiosulfat 10 Minuten
11 Spiilen mit flieBendem Leitungswasser 5 Minuten
12 50% Ethanol 5 Minuten
13 70% Ethanol 5 Minuten
14 96% Ethanol 5 Minuten
15 99,5% Ethanol 5 Minuten
16 Xylol 5 Minuten

Tabelle 7: Silbernitrat-basierte AgNOR-Darstellung, nach Quelle: [40]3, ¢

Fiir die Silbernitrat-Farbung wurde eine 50%-ige wissrige Losung verwendet; hierzu
wurden 10 g kristallines Silbernitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 20 ml Aqua
bidest. gelost. Fiir die Silbernitrat-Gebrauchslosung wurde ein Teil Gelatine-

Ameisensdure-Losung mit zwei Teilen 50% Silbernitrat Losung gemischt [40].

b) Die AgNOR-Analyse:

Die AgNOR-Analyse erfolgte manuell auf einen konventionellen Mikroskop (Zeiss-
Mikroskop) mit 100x VergroBerung und mit Anwendung von Ol, wobei pro Priparat
mindestens 100 auffillige plattenepitheliale Zellkerne (wenn so viele vorhanden)

begutachtet wurden.

Als Auswertevariablen wurden nach der Arbeitsgruppe von Crocker Kluster und
Satelliten erfasst. ,,Als Kluster werden diejenigen Silbernitrat-gefarbten Strukturen

angesehen, die in Gruppen in dem Nukleus liegen.” ,,Die Satelliten sind die

3 Die Schritte 7 bis 10 erfolgen in einer Dunkelkammer.

4 Die Zeit der Fiarbung mit Silbernitrat wurde im Vergleich zu dem Standardprotokoll modifiziert und
nach zahlreichen Versuchen an den Bedarf der vorliegenden Priparate angepasst. Die nach Feulgen
gefarbten zytologischen Abstriche wurden 20 Minuten und die nach Feulgen gefarbten Zell-
vereinzelungen 25 Minuten geférbt. Bei Bedarf wurden die Priparate nachgefarbt, wenn die NORs nicht
ausreichend auswertbar waren.
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individuellen Punkte, die auBBerhalb der Kluster liegen [52, 53]. Dokumentiert wurden
jeweils pro Zelle die Anzahl von Klustern, Satelliten und ihre Summe, benannt als
Kluster+Satelliten. Die jeweilige Anzahl wurde mit der Anzahl der Kerne multipliziert,

summiert und der Mittelwert errechnet [23, 52].

3.4. Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics 19. In der SPSS-
Datenbank wurden die verschiedenen Variablenarten der Erhebung (nominale,
qualitative und quantitative Variablen) sowie die ,, Missing-Werte bestimmt. Dariiber
hinaus wurde in manchen Fillen eine Recodierung der Daten vorgenommen, so dass

dadurch neue Variablen entstanden sind.

Auf der Ebene der deskriptiven Statistik und sofern es sich um qualitative Variablen
handelte, wurden Tabellen mit monovariablen Haufigkeitsverteilungen sowie mit
Korrelationen angefertigt. Im Falle der quantitativen Variablen wurden dariiber hinaus
der Mittelwert und die Standardabweichung angegeben. In manchen Fillen wurden
ergidnzend die Variationsbreite der Werte (kleinster und groBter Messwert) und der

Median dokumentiert.

Folgende Testverfahren kamen zur Anwendung:

a) Um die Korrelation zwischen zwei qualitativen Variablen zu priifen, wurde der
Pearson Chi*-Test angewandt. Falls die Daten die statistischen Grund-
voraussetzungen nicht erfiillten, wurden die Werte der einen oder beider

Variablen recodiert und /oder alternativ der Fisher ‘s Exact Test durchgefiihrt.

b) Fiir die Priifung des Zusammenhangs zwischen einer qualitativen Variablen mit
zwei Kategorien und einer quantitativen Variable wurde der ¢-Test fiir
unabhingige Stichproben verwendet. Im Falle von heterogenen Streuungen der
quantitativen Variablen wurde auf einen angepassten ¢-Test-Wert flir ungleiche

Streuungen zuriickgegriffen.
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¢) AuBerdem wurde zur Priifung des Zusammenhangs zwischen zwei quantitativen
Variablen (bivariate linear correlation) der Pearson’s r Korrelationskoeffizient

errechnet.

In allen Féllen, in denen die statistische Korrelation zwischen zwei Variablen gepriift

wurde, wurde statistische Signifikanz ab p < 0.05 angenommen.

Die statistischen Auswertungen wurden, da manche Patienten mehr als eine Lasion der
Mundschleimhaut gezeigt haben, fiir die gesamte Anzahl der Lésionen durchgefiihrt.
Fir die 111 Patienten mit insgesamt 135 Lédsionen, standen 134 Prédparate zur
Auswertung zur Verfliigung. Ein zytologisches Priparat, das sich als unzureichend

erwies, wurde nicht einbezogen.

Fiir die 49 Patienten standen fiir die DNA-Bildzytometrie 60 zytologische und 60
histologische Priparate zur Verfligung, nachdem die Ausschlusskriterien (Anzahl der
Zellen, Qualitit des Pridparats usw.) iiberpriift worden sind. Fiir die AgNOR-Analyse
und nach Uberpriifung der Ausschlusskriterien, standen 60 zytologische und 61

histologische Priparate zur Verfligung.
Beim statistischen Vergleich mehrerer Methoden konnten die unvollstindigen Félle

nicht berticksichtigt werden. Fiir solche Vergleiche standen daher 57 Prédparate zur

Verfiigung.
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4. Ergebnisse

4.1 Risikofaktoren und Malignitit

Beim Vergleich zwischen Krebs-/Dysplasie Patienten auf der einen Seite und Patienten
ohne Malignitdt auf der anderen Seite zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied bzgl. der Menge des tiglichem Tabakkonsums; die Patienten mit Malignitét
hatten statistisch signifikant (p=0.019) mehr geraucht als die Patienten ohne Malignitit.
Die Krebs-/Dysplasie Patienten rauchten durchschnittlich 43,4 Jahre und die Patienten
ohne Malignitdt 31,56 Jahre, wobei allerdings diese Zeitdifferenz statistisch nicht
signifikant war (p=0.068).

Zwischen Alkoholkonsum und Krebs beziehungsweise Dysplasie wurde kein statistisch

signifikanter Zusammenhang gefunden.

4.2 Klinische Diagnostik

4.2.1 Lokalisation der Lisionen

Insgesamt wurde 135 Lésionen untersucht, deren Lokalisation in der Tabelle 8 und der

Abbildung 7 dargestellt sind. Die meisten Lésionen fanden sich an der Wangen-

schleimhaut (61 oder 45,2%) oder der Gingiva (35 oder 25,9%).

Lisionen
Lokalisation Anzahl Y

Planum buccale rechts 32 23,70%
Planum buccale links 29 21,50%
Oberkiefer Gingiva 13 9,70%
Unterkiefer Gingiva 22 16,30%
Gaumen 7 5,20%
Zungenrand rechts 8 5,90%
Zungenrand links 8 5,90%
Mundboden 10 7,40%
Pharynx 2 1,50%
Zungenriicken 2 1,50%
Oberlippe 1 0,70%
Unterlippe 1 0,70%
Gesamt 135 100%

Tabelle 8: Lokalisation der Lisionen
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Anzahl der Lasionen

Gesamt
Unterlippe
Oberlippe
Zungenricken
Pharynx
Mundboden
Zungenrand links
Zungenrand rechts H Anzahl der Ldsionen

Gaumen

Unterkiefer Gingiva

Oberkiefer Gingiva
Planum buccale links |

Planum buccale rechts ===

0 50 100 150

Abb. 7: Lokalisation der Lisionen

4.2.2 Klinische Diagnosen

Von den 135 Léasionen wurden klinisch die meisten als Leukoplakie (64 Lésionen bzw.
47,4%) (Abb. 8) und als Lichen planus (51 Lésionen bzw. 37,7%) (Abb. 9) - in allen
seinen Formen und deren Kombinationen - diagnostiziert. Weiterhin wurden ein

Carcinoma in situ (0,7%) und 12 Karzinome (8,8%) (Abb. 10 u. 11) festgestellt.

Abb. 8: Leukoplakie der Zunge Abb. 9: Lichen planus reticularis des linken
Planum buccale
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Abb. 10: Plattenepithelkarzinom auf dem
Boden eines erosiven Lichens

Abb. 11: Plattenepithelkarzinom am rechten
Kieferkamm und Mundboden

Die Tabelle 9 und die Abbildung 12 zeigen die Verteilung der klinischen Diagnosen.

Klinische Diagnose Anzahl der Lisionen %
Lichen 51 37,8%
Leukoplakie 65 48,1%
Cond. acum. 2 1,5%
GvHD 3 2,2%
Ca 14 10,4%
Gesamt 135 100%

Tabelle 9: Verteilung der klinischen Diagnosen (n=135)

Ca

GvHD

Cond. acum.

Lichen

Anzahl der Lasionen

Y
f

70

M Anzahl der Lasionen

Abb. 12: Verteilung der klinischen Diagnosen, zusammengefasst nach der Diagnose
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4.3  Histologische und zytologische Diagnostik

Insgesamt wurden an den 135 Lisionen der Patienten folgende histologischen

Diagnosen erhalten: (zu Details der Diagnosen siehe Tabelle 10)

32 Fille mit Lichen planus

65 Félle mit Leukoplakie

11 Félle mit Karzinomen (Abb. 13)
9 Félle mit Dysplasie (Abb. 14)

18 Fille mit einer anderen histologischen Diagnose, z.B: Hyperkeratose,

chronische Entziindung usw.

Abb. 13: Plattenepithelkarzinom auf dem Abb. 14: Hochgradige Dysplasie (20x
Boden eines erosiven Lichens-Histologie Vergrofierung)
(10x Vergroflerung)
Histologische Diagnose Lisionen
Anzahl %
Lichen 32 23,7
Leukoplakie 65 48,1
Condyloma acuminatum mit geringer, mittlerer oder schwerer Dysplasie 2 1,5
Dysplasie 7 5,2
Ca 11 8,2
andere histologische Diagnose 18 13,3
Gesamt 135 100

Tabelle 10: Histologische Diagnosen (n=135)
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Die Biirstenbiopsien zeigten zusammengefasst folgende Ergebnisse, deren Details in der

Tabelle 11 wiedergegeben sind:

1 unzureichend

114 negativ (Abb. 15)

12 zweifelhaft (Abb. 16)

3 dringend verddchtig (Abb. 17)
5 positiv (Abb. 18)

Von links nach rechts:

Abb. 15: Nach Papanicolaou gefirbtes negatives zytologisches Priparat (20x Vergroflerung)

Abb. 16: Nach Papanicolaou gefirbtes zweifelhaftes zytologisches Priiparat (40x Vergroflerung)

Abb. 17: Nach Papanicolaou gefirbtes dringend verdichtiges zytologisches Priparat (40x
Vergroflerung)

Abb. 18: Nach Papanicolaou geféirbtes positives zytologisches Priparat (20x Vergrofierung)

Zytologie -Ergebnisse Lisionen
Anzahl %

insuffizientes Material 1 0,8%
negativ 114 84,4%
zweifelhaft 12 8,9%
dringender Verdacht 3 2,2%
positiv 5 3,7%
Gesamt 135 100%

Tabelle 11: Zytologische Diagnosen (n=135)

Im Folgenden soll schlieBlich die Beziehung zwischen den histologischen Diagnosen

und den zytologischen Diagnosen dargestellt werden (Tabelle 12).
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Histologische Diagnose Zytologische Diagnose

unzureichend| negativ | zweifelhaft dringender ositive Total

£ Verdacht p
Lichen 0 30 2 0 0 32
Leukoplakie 0 61 4 0 0 65
Karzinom 0 3 3 1 4 11
Condyloma acuminatum 0 1 1 0 0 2
mit Dysplasie
Dysplasie 1 2 1 2 1 7
andere 0 17 1 0 0 18
Total 1 114 12 3 5 135
. . . dringender ..

unzureichend| negativ | zweifelhaft Verdacht positive Total
gutartig 0 108 7 0 0 115
Dysplasie 1 3 2 2 1 9
Karzinom 0 3 3 1 4 11
Total 1 114 12 3 5 135
Tabelle 12: Vergleich der Ubereinstimmung zwischen den histologischen und den zytolo-

gischen Diagnosen aller Fille; oben im Detail, unten nach biologischer Wertigkeit der Histologie
geordnet (n=135)

Die Tabelle 12 ldsst, unter Weglassung des zytologisch nicht auswertbaren Falles,
erkennen, dass von den 19 histologisch gesicherten Dysplasien und Karzinomen in acht
Féllen zytologisch mindestens ein dringender Verdacht auf Tumorzellen erhoben wurde
und in weiteren fiinf Fillen ein zweifelhafter Befund vorlag, wohingegen sechs
Ausstriche negativ waren. Dies entspricht abhingig davon, ob man die zweifelhaften
Einstufungen als noch ,,negativ* oder als bereits ,,positiv* wertet, einer Sensitivitdt von

42,1% (8/19) bzw. 68,4% (13/19).

Von den 115 histologisch negativen Fillen wurden 108 auch zytologisch als
unverdichtig, also gutartig, beurteilt; sieben wurden als zweifelhaft eingestuft, keiner
als dringend verdédchtig oder positiv. In Abhéngigkeit von der Frage, ob man die
zweifelhaften Diagnosen bereits als ,,positiv*® oder noch als ,,negativ* definiert, ergibt

sich eine Spezifitdt der zytologischen Untersuchung von 100% bzw. 93,9% (108/115).
Da sich die spiteren Untersuchungen mit DNA-Bildzytometrie und AgNOR-Analyse

auf ein kleineres Kollektiv beschrinkten, sollen nun deren Daten gleichartig dargestellt

werden. Tabelle 13 gibt eine Ubersicht iiber die Datenverteilung.
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Histologische Diagnose Zytologische Diagnose

unzureichend| negativ | zweifelhaft dringender ositive Total

g Verdacht P
Lichen 0 9 2 0 0 11
Leukoplakie 0 19 4 0 0 23
Karzinom 0 3 3 1 4 11
Condyloma acuminatum 0 1 1 0 0 2
mit Dysplasie
Dysplasie 0 2 1 0 1 4
andere 0 5 1 0 0 6
Total 0 39 12 1 5 57
. . . dringender ..

unzureichend| negativ | zweifelhaft Verdacht positive Total
gutartig 0 33 7 0 0 40
Dysplasie 0 3 2 0 1 6
Karzinom 0 3 3 1 4 11
Total 0 39 12 1 5 57
Tabelle 13: Vergleich der Ubereinstimmung zwischen den histologischen und den

zytologischen Diagnosen; oben im Detail, unten nach biologischer Wertigkeit der Histologie
geordnet (n=57)

Die Tabelle 13 ldsst ebenfalls erkennen, dass von den 17 histologisch gesicherten
Dysplasien und Karzinomen in sechs Féllen mindestens ein dringender Verdacht auf
Tumorzellen erhoben wurde und in weiteren fiinf Féllen ein zweifelhafter Befund
vorlag, wohingegen sechs Ausstriche negativ waren. Dies entspricht abhingig davon, ob
man die zweifelhaften Einstufungen als noch ,,negativ oder als bereits ,,positiv wertet,
einer Sensitivitat von 35,3% (6/17) bzw. 64,7% (11/17).

Von den 40 histologisch negativen Fallen wurden 33 auch zytologisch als unverdichtig,
also gutartig, beurteilt; siecben wurden als zweifelhaft eingestuft, keiner als dringend
verdidchtig oder positiv. In Abhéngigkeit von der Frage, ob man die zweifelhaften

3

Diagnosen bereits als ,,positiv oder noch als ,negativ* definiert, ergibt sich eine

Spezifitdt der zytologischen Untersuchung von 100% bzw. 82,5% (33/40).
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4.4. Adjuvante Diagnostik
4.4.1 DNA-Bildzytometrie

Allgemeine Ergebnisiibersicht

Von den 60 zytologischen Abstrichen, die mittels DNA-Bildzytometrie ausgewertet
wurden, waren 44 (73,3%) non-aneuploid (Abb. 19 u. 21), 4 (6,7%) verdichtig auf
Aneuploidie und 12 (20%) aneuploid (Abb. 20 u. 22).

i DNA-Histogram [C]

T T
I abnormals(a)
ol epithelial(RY]

T T T T T T
o 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10c

DNA-Histogramm [C]
— T T

25 T T T T
Ml brormals(A)
5 ormal epithelial(R)]

T f
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Abb. 19: non-aneuploides DNA-Histogramm Abb. 20: aneuploides DNA-Histogramm eines

eines zytologischen Priparates

zytologischen Priiparates

-\

._i‘/‘.

Abb. 21: Nach Feulgen gefirbtes
zytologisches Priparat (40x Vergrofierung)

Die Auswertung der

negatives

DNA-Bildzytometrie

Abb. 22: Nach Feulgen gefirbtes positives
zytologisches Priiparat (40x
Vergrofierung)

nach Zellvereinzelung von den

histologischen Priparaten ergab in 41 (68,3%) als Ergebnis non-aneuploid, in drei

Fillen (5%) den Verdacht auf Aneuploidie und in 16 Fillen (26,7%) Aneuploidie (Abb.

23).
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Statistik | Stammlinie |[Stammlinie iStammImle..I
Modalweert 3,94 7E4 705
DFa, Index 1,97 3,84 3,53
Correlation 0,05 004 0,00
Referenzzellen Basale Indizes

rorrnal epithelial
Anzahl 0
Karrelationekasffizient 0,00

e8] 3,66

2c Referenz IOD 0,0
2c Deviation Indax 34,
Diploid Dew, Quatient 2,5
Z Wiark 13,
Plaidie Werteilung 0,1

Analysezellen

Arizahl arg
Min[e] 2,68
Max.[c] 24,64

Absolute Indizes

2.5 Ex Ewents are
3c Ex, Ewents 376
4z Ex, Events 209
Sc Ex, Ewents 227
7o Ex, Ewents 173
9 Ex, Ewents 7l

Areuploid BGd) 0,00
Aneuploid R 0,00
Maodallc1 3,89
Relative Indizes

2.5¢c Exceeding ... 100,00
3c Exceeding Rate 99,47
4z Exceeding Rate 81,75
Cc Exceeding Rate  BOLOS
7o Exceeding Rate 48,77
9c Exceeding Fate 18,78

Die Ergebnisse sind noch einmal in der Tabelle 14 zusammengefasst.

60 Lisionen
DNA-
Bildzytometrie Ergebnisse Anzahl Y%

non-Aneuploid 44 73,3%

Zytologie d.V.auf Aneuploidie 4 6,7%
Aneuploid 12 20,0%

non-Aneuploid 41 68,3%

Histologie d.V.auf Aneuploidie 3 5,0%
Aneuploid 16 26,7%

Tabelle 14: Verteilung der Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie der Zytologie und der Histologie

(n=60)

Von den insgesamt 12 aneuploiden Befunden der DNA-Bildzytometrie der Zytologie

waren zwei (16,7%) aneuploid wegen Zellen > 9¢ und drei (25%) wegen aneuploiden

Stammlinien. Sieben Fille zeigten beiden Verdnderungen.
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Von den insgesamt 16 aneuploiden Befunden der DNA-Bildzytometrie der Histologie
wiesen acht (50%) ausschlieBlich eine aneuploide auf, weitere acht zeigten eine

aneuploide Stammlinien und Zellen > 9c.

Diagnostische Auswertung der DNA-Bildzytometrie

Nachfolgend werden die Ergebnisse der DNA-bildzytometrischen Messungen
vorgestellt. Die Resultate der histologischen Biopsien werden als Standard

herangezogen.

In der Tabelle 15 ist die Verteilung der Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie als
Korrelationsmatrix zwischen Histologie und Zytologie wiedergegeben. Die Analyse

bezieht sich auf die 57 Priparate, die fiir den Vergleich der Methoden zur Verfligung

standen.

DNA-Bildzytometrie Histologie DNA-Bildzytometrie Zytologie

57 Lisionen nicht aneuploid |V.a. Aneuploidie| Aneuploidie Total

nicht aneuploid 38 2 0 40

V.a. Aneuploidie 2 0 1 3

Aneuploidie 2 2 10 14

Total 42 4 11 57
Tabelle 15: Verteilung der Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie als Korrelationsmatrix

zwischen Histologie und Zytologie (n=57)

Bezogen auf alle 57 untersuchten Fille ergab sich eine Ubereinstimmung der DNA-
bildzytometrischen Analyse mit der Histologie in 48 Fillen (= 84,2 %). Vergleicht man
die Einordnung als ,,nicht aneuploid® mit den anderen beiden Gruppen gemeinsam, so
erhoht sich die Zahl gleichartig eingestufter Messpaare auf 51 (= 89,5%). Vier
Inkongruenzen gehen auf Fille zuriick, bei denen das zytologische Messergebnis nicht
aneuploid war, das histologische aber mindestens einen Verdacht auf Aneuploidie

zeigte; in zwei Féllen war es umgekehrt.

Die Tabellen 16 und 17 stellen die Verteilung der Ergebnisse der konventionellen
histologischen Beurteilung mit der DNA-Bildzytometrie der Histologien und der
Zytologien dar.
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Histologische Beurteilung DNA-Bildzytometrie aus histologischen Priparaten
nicht aneuploid | V.a. Aneuploidie | Aneuploidie Total

regelrechte Schleimhaut 0 0 0 0
Lichen 11 0 0 11
Leukoplakie 20 2 2 24
Karzinom 3 0 8 11
Condyloma acuminatum mit Dysplasie 0 1 1 2

Dysplasie 1 0 5 6
andere 6 0 0 6
gutartig 37 2 2 41
Dysplasie 1 1 6 8

Karzinom 3 0 8 11
Total 41 3 16 60

Tabelle 16: Verteilung der Ergebnisse der histologischen Beurteilung mit der DNA-

Bildzytometrie nach Zellvereinzelung von histologischem Gewebe (n=60)

Insgesamt zeigte sich, dass unter den auf Aneuploidie verddchtigen oder manifest
aneuploiden Lésionen 15 der 19 Dysplasien bzw. Karzinome befindlich waren (Sensitivitét:
78,9%), wohingegen vier keine erkennbare Aneuploidie aufwiesen. Von den 41 als gutartig
eingestuften histologischen Verdnderungen wiesen vier Hinweise auf Aneuploidie oder
manifeste Aneuploidie auf (Spezifitét: 90,2%). Fiir die 57 Fille, die fiir den Vergleich der
Methoden verwendet wurden, betrug die Sensitivitéit 76,5% und die Spezifitit 90%.

Histologische Beurteilung DNA-Bildzytometrie Zytologie
nicht aneuploid |V.a. Aneuploidie | Aneuploidie Total
regelrechte Schleimhaut 0 0 0 0
Lichen 11 0 0 11
Leukoplakie 23 0 1 24
Karzinom 2 3 6 11
Condyloma acuminatum mit Dysplasie 0 0 2 2
Dysplasie 2 1 3 6
andere 6 0 0 6
gutartig 40 0 1 41
Dysplasie 2 1 5 8
Karzinom 2 3 6 11
Total 44 4 12 60
Tabelle 17: Verteilung der Ergebnisse der histologischen Beurteilung mit der DNA-

Bildzytometrie von zytologischen Ausstrichen (n=60)

Unter den zumindest auf Aneuploidie verdidchtigen oder manifest aneuploiden Lésionen
waren auch hier 15 der 19 spiter histologisch gesicherten Dysplasien bzw. Karzinome
(Sensitivitdt: 78,9%), vier Proben wurden als nicht aneuploid eingestuft. Von den 41

spater gutartigen histologischen Lasionen war eine zytologisch aneuploid (Spezifitit:
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97,6%). Fiir die 57 Fille, die fiir den Vergleich der Methoden verwendet wurden, betrug
die Sensitivitit 82,4% und die Spezifitit 97,5%.

4.4.2 AgNOR-Analyse

Allgemeine Ergebnisiibersicht

In diesem Kapitel erfolgt die Darstellung der Ergebnisse der AgNOR-Analyse (Abb.
24). Zunichst wurden, da es keine Literaturangaben iiber eine normale AgNOR-
Ausstattung unauffilliger Plattenepithelien gibt, die Daten von 20 Kontrollabstriche

vom Planum buccale links bzw. vom linken Zungenrand, entnommen jeweils bei zehn

gesunden Probanden, ausgewertet (Tabelle 18).

Abb. 24: Mit kolloidaler Silbernitrat- 16sung gefirbtes zweifelhaftes zytologisches Priaparat (40x

Vergrofierung)
Zytologische AgNOR Kluster | AgNOR Satelliten AgNOR .
Diagnose Zytologie Zytologie Kluster+Sate;1hten
Zytologie
Normale Anzahl 20 20 20
Mundschleimhaut Mittelwert 2,081 1,61 2,383
Median 1,935 1,6 2,125
Std. Abweichung 0,41 0,328 0,652
Minimum 1,67 1,09 1,82
Maximum 3,29 2,35 4,07

Tabelle 18: AgNOR-Datenverteilung an zytologischen Priparaten der 10 gesunden Probanden

In der Tabelle 19 sind die Ergebnisse der AgNOR-Analyse fiir die zytologischen

Priparate anhand der histologischen Diagnose fiir die 60 Proben zusammen dargestellt.
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Histologische AgNOR Kluster | AgNOR Satelliten AgNOR .
Diagnose Zytologie Zytologie Kluster+Sat<?111ten
Zytologie
Lichen Anzahl 11 11 11
Mittelwert 2,659 1,947 2,975
Median 2,562 2 3,089
Std. Abweichung 0,451 0,311 0,3713
Minimum 2,065 1,4 2,157
Maximum 3,386 2,333 3,46
Leukoplakie Anzahl 23 23 23
Mittelwert 2,892 1,753 3,153
Median 2,933 1,823 3,13
Std. Abweichung 0,717 0,655 0,792
Minimum 1,7 0 1,769
Maximum 4,3 3 4,69
Ca Anzahl 11 11 11
Mittelwert 2,937 2,251 3,431
Median 2,67 2,125 3,16
Std. Abweichung 0,764 0,814 0,993
Minimum 2,16 1 2,2
Maximum 4,63 4,347 5,63
Cond.acum. Anzahl 2 2 2
mit Dysplasie
Mittelwert 3,636 2,193 4,197
Median 3,636 2,193 4,197
Std. Abweichung 0,348 0,368 0,0459
Minimum 3,39 1,933 4,165
Maximum 3,883 2,454 4,23
Dysplasie Anzahl 7 7 7
Mittelwert 3,190 2,047 3,689
Median 3,57 2 3,737
Std. Abweichung 0,689 0,420 0,897
Minimum 2,23 1,3 2,36
Maximum 3,872 2,483 5,19
andere Anzahl 6 6 6
Mittelwert 3,179 2,241 3,486
Median 3,127 2,171 3,510
Std. Abweichung 0,520 0,744 0,487
Minimum 2,492 1,375 2,753
Maximum 3,91 3,4 4,025
Gesamt Anzahl 60 60 60
Mittelwert 2,946 1,978 3,302
Median 2,934 2 3,173
Std. Abweichung 0,666 0,631 0,779
Minimum 1,7 0 1,769
Maximum 4,63 4,347 5,63

Tabelle 19: AgNOR-Datenverteilung der zytologischen Priparate, bezogen auf die histologische
Enddiagnose (n=60)

Fasst man die 40 Fille ,,negativer* Diagnosen (Lichen, Leukoplakie, andere) erginzend

tabellarisch zusammen, so ergibt sich folgende Datenverteilung (Tabelle 20).
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AgNOR

Hi}s)tplogische AgNOR1 Kl}lster AgNZOR 1Satclalliten Kluster+Satelliten
iagnose Zytologie ytologie Zytologic
negativ Anzahl 40 40 40
Mittelwert 2,871 1,88 3,154
Median 2,931 1,888 3,13
Std. Abweichung 0,636 0,607 0,668
Minimum 1,7 0,0 1,769
Maximum 43 3,4 4,69

Tabelle 20: AgNOR-Datenverteilung der negativen zytologischen Priparate, bezogen auf die
histologische Enddiagnose (n=40)

Analoge Tabellen fiir die AgNOR-Verteilung in den histologischen Préparaten sind in

den Tabellen 21 und 22 wiedergegeben.

Histologische AgNOR Kluster | AgNOR Satelliten Ki AgNOR .
Diagnose Histologie Histologie uﬁgﬁSatqlhten
istologie
Lichen Anzahl 11 11 11
Mittelwert 1,567 1,185 1,708
Median 1,457 1,25 1,48
Std. Abweichung 0,279 0,51 0,419
Minimum 1,208 0 1,252
Maximum 1,936 1,971 2,55
Leukoplakie Anzahl 24 24 24
Mittelwert 1,916 1,47 2,086
Median 1,789 1,55 1,9215
Std. Abweichung 0,619 0,617 0,719
Minimum 1,228 0 1,228
Maximum 4,014 2,857 4,492
Ca Anzahl 11 11 11
Mittelwert 2,55 2,32 3,056
Median 2,646 2,285 2,8
Std. Abweichung 0,479 0,622 0,759
Minimum 1,916 1,5 2,176
Maximum 3,359 3,5 4.4
Cond.acum.. mit Anzahl 2 2 2
Dysplasie
Mittelwert 2,847 2,059 3,241
Median 2,847 2,059 3,241
Std. Abweichung 0,05 0,387 0,012
Minimum 2,812 1,785 3,233
Maximum 2,883 2,333 3,25
Dysplasie Anzahl 7 7 7
Mittelwert 2,425 1,901 3,068
Median 2,51 2,21 3,23
Std. Abweichung 0,687 0,899 0,817
Minimum 1,428 0 1,703
Maximum 3,48 2,838 428
andere Anzahl 6 6 6
Mittelwert 2,03 1,491 2,177
Median 1,967 1,702 2,175
Std. Abweichung 0,363 0,757 0,313
Minimum 1,557 0 1,757
Maximum 2,5 2 2,622
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Gesamt Anzahl 61 61 61
Mittelwert 2,068 1,642 2,352
Median 1,936 1,714 2,21
Std. Abweichung 0,624 0,731 0,826
Minimum 1,208 0 1,228
Maximum 4,014 3,5 4,492

Tabelle 21: AgNOR-Datenverteilung der histologischen Priparate, bezogen auf die histologische
Enddiagnose (n=61)

Histologische AgNOR Kluster | AgNOR Satelliten AgNOR .
. . . . . Kluster+Satelliten
Diagnose Histologie Histologie : .
Histologie
negativ Anzahl 41 41 41

Mittelwert 1,839 1,396 1,997

Median 1,789 1,5 1,93

Std. Abweichung 0,534 0,61 0,621

Minimum 1,208 0,0 1,228

Maximum 4,014 2,857 4,492

Tabelle 22: AgNOR-Datenverteilung der negativen histologischen Priiparate, bezogen auf die
histologische Enddiagnose (n=41)

Zur Darstellung der statistischen Beziechungen zwischen den einzelnen
Krankheitsgruppen sind die Ergebnisse des ,,/ndependent Samples T-Test* in Tabelle
der 23 wiedergegeben.

Sie enthalten auch die Untersuchungen zur Korrelation von fiir die jeweils gleichen
Krankheitsgruppen erhobenen AgNOR-Daten fiir Histologie und Zytologie. Hierbei
zeigten sich circa in der Haélfte der paarweisen Vergleiche statistisch signifikante
Unterschiede, so dass sich nur eine bedingte Vergleichbarkeit der ermittelten AgNOR-
Werte ergab. Dieses gilt insbesondere beim Lichen und bei den Leukoplakien, im
wesentlichen auch bei der Gruppe der ,,anderen Diagnosen®, wihrend sich bei den
Karzinomen, der Dysplasie und der histologischen Diagnose des Condyloma

acuminatum keine signifikanten Unterschiede nachweisen lieen.
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AgNOR-Kluster
Zytologie Histologie
° .
gvi g
E 5 2 | : g 2
- -
Normal - - - - - - -
Lichen 0.001 <0.001 n.s. <0.001 n.s. 0.002 n.s.
Leukoplakie <0.001 n.s. <0.001 0.005 n.s n.s. n.s.
Ca. <0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
Cond. acum. <0.001 n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s.
Dysplasie 0.004 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
andere <0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. 0.001
AgNOR-Satelliten
Zytologie Histologie
° .
v} g [}
—_ = .2
E 5 el : E
3 .2 2 @] o a 2
“ - 3 g A ®
— Q
Normal -—-- — — - - - —
Lichen 0.01 0.002 n.s. <0.001 n.s. 0.045 n.s
Leukoplakie n.s. n.s. <0.001 0.001 n.S. n.s. n.s
Ca. 0.004 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s
Cond. acum. 0.027 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s
Dysplasie 0.009 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s
andere n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s <0.001
AgNOR-
Kluster+Satelliten
Zytologie Histologie
z 0
= = S T B )
5) . et s =
Z S E O = > I
3 @)
Normal - - - - - - -
Lichen 0.01 <0.001 n.s. <0.001 n.s. <0.001 n.s.
Leukoplakie 0.001 n.s. n.s 0.001 n.s. 0.004 n.s.
Ca. 0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
Cond. acum. 0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
Dysplasie <0.001 0.031 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
andere 0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 23: Darstellung der Ergebnisse des ,,/ndependent Samples T-Test“ im Vergleich mehrerer
Krankheitsgruppen fiir die AGNOR-Analyse an Zytologie (normal), Histologie (kursiv) sowie fiir
den Vergleich zwischen Histologie und Zytologie an identischen Krankheitsgruppen (fett). n.s. =

nicht signifikant (p > 0.05)
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Insgesamt ldsst sich feststellen, dass sich die AgNOR-Datenverteilung zwischen
normaler Schleimhaut und den jeweiligen Lédsionen am zytologischen Praparat in aller
Regel als signifikant unterschiedlich erwies. Innerhalb der Krankheitsgruppen ergaben
sich fiir die zytologischen Prdparate hingegen keine Signifikanzen, von einem einzigen
(Dysplasie vs. Lichen bei Bestimmung von AgNOR Klustern + Satelliten: p = 0.031)
bei insgesamt 45 Vergleichen abgesehen. Bei der Analyse der histologischen Préparate
fanden sich ebenfalls relativ wenige signifikante Unterschiede, die sich vor allem auf
die Krankheitspaare Lichen - Karzinom, Leukoplakie - Karzinom und Lichen -

Dysplasie fokussierten.

Diagnostische Interpretation

In der Tabelle 24 sind die AgNOR-Daten der Lisionen, als ,,positiv¢ bzw. ,,negativ*
eingeteilt.
Histo- ANOR | AgNOR | 2ENOR 1 agNor | AgNOR | SENOR
logische Kluster Satelliten uster Kluster Satelliten Klustc?r -
Diagnose Zytologie | Zytologie Satelhte.n Histologie | Histologie Sgtelhtep
Zytologie Histologie
positiv Mittelwert 3,095 2,174 3,598 2,536 2,147 3,079
Median 3,105 2,081 3,695 2,651 2,23 3,075
SD 0,716 0,649 0911 0,534 0,712 0,719
Minimum 2,16 1 2,2 1,428 0 1,703
Maximum 4,63 4,347 5,63 3,48 3,5 4.4
Anzahl 20 20 20 20 20 20
negativ Mittelwert 2,871 1,88 3,154 1,839 1,396 1,997
Median 2,931 1,888 3,13 1,789 1,5 1,93
SD 0,636 0,607 0,668 0,534 0,61 0,621
Minimum 1,7 0 1,769 1,208 0 1,228
Maximum 43 34 4,69 4,014 2,857 4,492
Anzahl 40 40 40 41 41 41
Gesamt | Mittelwert 2,946 1,978 3,302 2,068 1,642 2,352
Median 2,934 2 3,173 1,936 1,714 221
SD 0,666 0,631 0,779 0,624 0,731 0,826
Minimum 1,7 0 1,769 1,208 0 1,228
Maximum 4,63 4,347 5,63 4,014 3,5 4,492
Anzahl 60 60 60 61 61 61
Tabelle 24: AgNOR-Dateniibersicht fiir alle 60 bzw. 61 zytologischen und histologischen

Priparate
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Mit dem ,,/ndependent Samples T-Test* wurden die Mittelwerte der AgNORs zwischen
positiven und negativen histologischen Befunden verglichen. Statistische Signifikanz
zeigte sich dabei bei den zytologischen Prédparaten nur fir Kluster + Satelliten (p =
0.037), bei den histologischen hingegen sowohl fiir Kluster (p < 0.001), als auch fiir
Satelliten (p = 0.001) und Kluster + Satelliten (p < 0.001).

Um zu Aussagen iiber Sensitivitdt und Spezifitit zu gelangen, sind bei primér nicht
gestuften Parametern Grenzwertsetzungen notwendig. In dieser Arbeit wurde zur
besseren Ubersichtlichkeit ein Modell herangezogen, das einen Grenzwert pro
Parameter jeweils bei einer Spezifitdt von 95% festsetzt - damit setzt man die Rate der
zu akzeptierenden falsch-positiven Diagnosen im Vorfeld der statistischen
Untersuchungen als feste Grof3e voraus. Die Tabelle 25 zeigt die entsprechenden Werte.
Fir die AgNOR-Kluster in der Zytologie lagen zwei Werte genau auf die Grenze,

weswegen der eine Fall als positiv und der andere als negativ gewertet wurde.

AgNOR-Grenz.werte bei 95% negativ positiv
Spezifitiit
AgNOR Kluster <4,068 > 4,068
Zytologie AgNOR Satelliten <3,399 > 3,399
AgNOR Kluster+Satelliten <4458 > 4,458
AgNOR Kluster <3,018 >3,018
Histologie AgNOR Satelliten <2,199 >2,199
AgNOR Kluster+Satelliten <3,058 > 3,058

Tabelle 25: Bestimmung der Grenzwerte der diagnostischen AgNOR-Auswertung bei
vorausgesetzter Spezifitit von 95%

In der Tabelle 26 ist die darauf basierende Sensitivitit der Methode wiedergegeben.

AgNOR-Parameter Sensitivitit
AgNOR Kluster 5,90%
Zytologie AgNOR Satelliten 5,90%
AgNOR Kluster+Satelliten 11,80%
AgNOR Kluster 17,60%
Histologie AgNOR Satelliten 52,90%
AgNOR Klusters+Satelliten 47,10%

Tabelle 26: Sensitivitit AGNOR-Analyse bei vorausgesetzter Spezifitit von 95% (n=57)
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Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass bei einer konstanten Spezifitit von 95% die
Sensitivitit der Methode insbesondere fiir die Zytologie sehr niedrig ist und auch fiir die
Histologie nur Werte von hochstens 52,9% erreicht, so dass selbst bei hdchster

Sensitivitdt im Grunde nur jeder zweite positive Fall erkannt wurde.

4.5  Diagnostischer Vergleich der adjuvanten Methoden

Unter der Annahme, sowohl fiir die Zytologie als auch fiir die DNA-Bildzytometrie,
dass ,,negativ*“ nur die negativen Abstriche waren und alle anderen ,,positiv, war die
Sensitivitidt der Zytologie 64,70% und der DNA-Bildzytometrie 82,40%. Die DNA-
Bildzytometrie hat also die Sensitivitdt der konventionellen Zytologie um 17,70%
erhoht. Die Spezifitit war entsprechend 82,50% und 97,50%, d.h. die Spezifitit der
Zytologie ist um 15% gestiegen.

Unter der Annahme, dass die zweifelhafte Diagnosen der Zytologie ,,negativ* sind, war
die Sensitivitit der Zytologie 35,30% und der DNA-Bildzytometrie 82,40%; es handelt
sich also um eine Steigerung der Sensitivitit von 46,90 Prozentpunkte. Umgekehrt, die
Spezifitit der Zytologie (100%) ist durch die erginzende DNA-Bildzytometrie
(97,50%) um 2,50 Prozentpunkte gesunken.

Beziiglich der AgNOR-Analyse fiir die histologischen Priparate zeigte sich, keine
Steigerung der Sensitivitdt im Vergleich zu der DNA-Bildzytometrie. Im Gegenteil, die
Methode zeigte eine geringere Sensitivitit verglichen mit der konventionellen Zytologie
und die DNA-Bildzytometrie und konnte die Treffsicherheit der oralen Zytologie nicht

erhohen.

Das Flussdiagramm (Abb. 25) verschafft einen Uberblick hinsichtlich der Ergebnisse

der einzelnen Methoden zur konventionellen Zytologie.
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Abb. 25: Flussdiagramm mit den Ergebnissen der einzelnen Methoden im Vergleich zur
konventionellen Zytologie
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5. Diskussion

5.1 Krebsentstehung und Risikofaktoren

Gemidl3 der Literatur zdhlt das Rauchen zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir die
Entstehung von oralen und oropharyngealen Karzinomen [17, 54] und erhoht generell
das Risiko fiir Krebsentwicklung [19]. Eine statistische Signifikanz (p = 0.019)
hinsichtlich der Menge des Tabakkonsums zwischen Patienten mit Malignitdt und ohne
Malignitit hat sich in dieser Studie nachweisen lassen. Die Dauer des Rauchens hat sich
hingegen nicht als signifikant unterschiedlich erwiesen (p=.068), obwohl die Patienten
mit Malignitdt durchschnittlich circa zwdlf Jahre ldnger als die Patienten ohne

Malignitit geraucht haben.

5.2 Prognostische und diagnostische Relevanz der oralen Zytologie

Die konventionelle Zytologie mittels Biirstenbiospie ist eine gut etablierte und weltweit
anerkannte =~ Methode, die dem  Zahnarzt fiir das ,Screening“ von
Mundschleimhautverdnderungen zur Verfiigung steht und eine gute Ergéinzung zu der
Gewebeprobe anbietet. Die Vorteile der konventionellen Zytologie bestehen in der
einfachen Durchfiihrbarkeit, der Wiederholbarkeit, der fehlenden Invasivitit und
fehlenden Schmerzen fiir den Patienten sowie in der Tatsache, dass die Methode wenig
Zeit in Anspruch nimmt [23, 55]. Wenn die visuelle Begutachtung einer Léision nicht
ausreichend ist, kann der Zahnarzt die Zytologie als diagnostische Methode
hinzuziehen. Auch bei histologisch gesicherten Lésionen bietet die Methode eine gute

Moglichkeit fiir Nachkontrollen [49].

Es liegen heute zahlreiche Publikationen zur Sensitivitit und Spezifitit der
konventionellen Zytologie vor. Bocking berichtete iiber eine Sensitivitdt von 97,5%
[26], Remmerbach fand in seiner Arbeit eine Sensitivitit der Methode von 91,3% und
eine Spezifitit von 95,5% [56]. Koch et al. haben eine Sensitivitit von 88,5% bis 95,2%
und eine Spezifitit von 94,5% bis 95%, abhingig von der Auswertungsmethode,
festgestellt [28]. Kdmmerer et al. fanden eine Sensitivitit von 55% und eine Spezifitét
von 100% [27]. Babshet et al. haben eine Sensitivitit von 77% und eine Spezifitit von

100% gefunden [25]. In unserer Studie betrug die Sensitivitét fiir die 134 analysierten
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Proben 68,4% und die Spezifitit 93,9%. Fiir die 57 Proben, die zusétzlich mittels DNA-
Bildzytometrie und AgNOR analysiert wurden, lagen die Sensitivitét bei 64,7% und die
Spezifitdt bei 82,5%.

Der Vergleich der Werte hinsichtlich der Sensitivitdit und Spezifitit soll in
unmittelbarem Zusammenhang mit dem methodologischen Vorgehen betrachtet
werden.

Remmerbach et al. haben bei der Berechnung der Sensitivitdt (91,3%) und Spezifitét
(95,5%) die zytologisch negativen und zweifelhaften Ergebnisse als ,,negativ und die
dringend verdichtigen und positive als ,,positiv betrachtet. Weiterhin haben sie nur
histologisch gesicherte Karzinome als positiv eingestuft. AuBlerdem haben sie auch
Liasionen in die Studie einbezogen, die laut WHO nicht zu dem OPMD gehdrten (wie
z.B. Ulzera (n=32), Aphthen (n=27), Glossitis rhombica mediana (n=5), Fibrome (n=2),
Granulationsgewebe (n=4) usw.). In unserer Studie dagegen wurden nur Karzinome,
Dysplasien und OPMD eingeschlossen [56]. Dariiber hinaus wurden auch die
Dysplasien als histologisch ,,positiv" und nur die ,,negativen® Abstriche als solche
kategorisiert. Diese Vorgehensweise fiihrte zu geringeren Werten fiir die Sensitivitdt der
Methode und zu édhnlichen fiir die Spezifitit. Ware das methodische Vorgehen unserer
Studie identisch mit dem von Remmerbach et al.,, so wire in unserer Studie eine
Sensitivitdt von 45,5% und eine Spezifitit von 97,8% erreicht worden, d.h. die

Sensitivitit wiirde sinken und die Spezifitit steigen.

Koch et al. haben 182 Lésionen histologisch und zytologisch untersucht, von diesen
zeigten 115 eine Dysplasie oder ein Karzinom. Die Abstriche, pro Fall jeweils einer,
wurden nach Hédmatoxylin und Eosin gefarbt und bei der Begutachtung wurde auch die
Ljubljana- und die Bethesda-Klassifikation angewendet. Je nach histologischer und
zytologischer Kategorisierung der Befunde, variierte die Sensitivitit der
konventionellen Zytologie von 86,4% bis 95,2% und die Spezifitit von 83,3% bis
98,5% [28]. In unserer Studie wurden die Préparate nach Papanicolaou gefarbt und die
Bocking-Klassifikation benutzt [57]. Weiterhin wurden alle nicht negativen Abstriche
als positiv eingestuft. Dies fiithrte zu einer geringeren Sensitivitidt und einer d@hnlichen

Spezifitit der Methode.
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Kammerer et al. haben insgesamt 88 Lésionen in ihre Studie eingeschlossen, nachdem
sie die klinisch eindeutigen Karzinome ausgeschlossen hatten. Es wurden somit nur
klinisch unklare, aber suspekte Lasionen untersucht. Von diesen waren 51 benigne und
37 maligne. Die Farbung der zytologischen Abstriche erfolgte mit Hamatoxylin und
Eosin. Kédmmerer et al. fanden eine Sensitivitit von 55% und eine Spezifitit von 100%
unter der Annahme, dass negative und zweifelhafte Abstriche ,,negativ® sind und
dringend verdichtige und positive Abstriche ,positiv. Histologisch hat die
Arbeitsgruppe die benignen Lasionen und die geringe Dysplasie als ,,negativ und die
mittlere und schwere Dysplasien und die Karzinome als ,,positiv* bewertet [27]. Wére
unsere Studie mit der Einstufung von Kdmmerer et al. sowohl fiir die Zytologie als auch
fiir die Histologie durchgefiihrt, so wire die Sensitivitit 42,9% und die Spezifitit 100%.
Auch bei einer leichten Modifikation der Einstufungen in unserer Studie sind die hier

vorgestellten Ergebnisse den Daten von Kédmmerer et al. vergleichbar.

Unter der Annahme, dass nur die negativen Abstriche ,,negativ waren und alle andere
,»positiv, betrug in unserer Studie die Sensitivitdt fiir die 134 Proben 68,4% und die
Spezifitit 93,9%. Unter der Annahme, dass negative und zweifelhafte Befunde
»hegativ® waren und alle andere ,,positiv*, ergaben sich eine Sensitivitit von 42,1% und
eine Spezifitdt von 100%. Fiir die 57 Proben, die weiter mittels DNA-Bildzytometrie
und AgNOR analysiert wurden, lagen flir die beiden Annahmen die Sensitivitit der
Methode bei 64,7% bzw. 35,3% und die Spezifitit bei 82,5% bzw. 100%. Je strenger
die zytologischen Ergebnisse betrachtet werden, d.h. alle Ergebnisse, die nicht negativ
sind als positiv und damit als abklarungsbediirftig mittels Histologie eingestuft werden,
desto hoher ist die Sensitivitdt der Methode. Die zweite Annahme (ndmlich, dass alle
nicht negative Befunde als ,,positiv* betrachtet werden) wurde bevorzugt, weil auch die
zweifelhaften Abstriche nicht nur abnorme Regeneratepithelien, sondern auch gering
oder miBig dysplastische Zellen enthalten konnen. Durch diese Annahme wird das

Risiko, eine Dysplasie zu {ibersehen, minimiert.

Beziiglich der Einstufung der histologischen Ergebnisse hat sich unsere Studie an der
Ubersichtsarbeit von Fleskens und Slootweg vom Jahr 2009 orientiert, gemif3 derer
auch eine geringe Dysplasie sich weiter entwickeln und zu einem Karzinom fiihren
kann, auch wenn das Risiko hierfiir gering ist. Die Autoren stiitzen sich auf Arbeiten

anderer Gruppen, die sich mit dem Entartungsrisiko speziell von oralen Dysplasien
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befasst haben [58]. Die flir unsere Arbeit relevanten Daten werden hier zum Teil
rezitiert. Silvermann et al. berichten {iber eine in 36% auftretende maligne
Transformation der oralen Dysplasien, ohne allerdings den Grad der Dysplasie zu
erwidhnen [59]. Schepman et al. fanden in 12% der Félle von Leukoplakien eine maligne
Transformation, im Median 32 Monate nach Erstdiagnose der leukoplakischen
Verianderung [60].

Lumerman et al. haben bei 44 Patienten mit Dysplasie unterschiedlichen Grades den
Verlauf mit einem durchschnittlichen Follow-Up von 18,4 Monaten untersucht. Sieben
Patienten (16%) hatten ein Plattenepithelkarzinom entwickelt. Von diesen sieben
Patienten litten bei der Erstdiagnose einer (14,28%) an geringer Dysplasie, zwei
(28,57%) an méaBiger Dysplasie, einer (14,28%) an hochgradiger Dysplasie und zwei
(28,57%) an verrukoser Hyperplasie mit geringer Dysplasie [61]. Diese Haufigkeit der
malignen Transformation der oralen Dysplasien unterstiitzt die Uberlegung, in der

Kategorisierung eher ,,streng® vorzugehen.

Aus den oben genannten Studien ergibt sich eine sehr breite Variation sowohl
hinsichtlich der Sensitivitdt als auch der Spezifitit der oralen Zytologie. Dies kann
daran liegen, dass jede Arbeitsgruppe methodisch anders vorgegangen ist und zum Teil
auch verschiedene klinische Ansédtze betrachtet wurden. Dies bedeutet nicht unbedingt,

dass die eine oder andere Methode besser ist.

53 Prognostische und diagnostische Relevanz der DNA-Bildzytometrie

Das Ergebnis der konventionellen Zytologie von einer verdidchtigen Lésion, das dem
Behandler bereits eine richtungweisende Diagnose gibt, kann bei ,,zweifelhaften®,
»dringend verddchtigen und in einigen Fillen auch bei ,,positiven” Ergebnissen
sinnvoll um eine DNA-bildzytometrische Untersuchung an demselben Material erginzt
werden. Der Vorteil sowohl flir den Patient als auch fiir den Zahnarzt liegt darin, dass
eine erneute invasive Untersuchung nicht mehr notwendig ist. Somit stellt die DNA-
Bildzytometrie eine hilfreiche adjuvante Methode dar, die am selben Material
durchgefiihrt werden kann und die sowohl in der genitalen, als auch in der

extragenitalen zytologischen Diagnostik angewendet werden kann.
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Wie in den Ergebnissen unserer Studie dargestellt wurde, betrug die Sensitivitit der
DNA-Bildzytometrie an den zytologischen Préparaten 82,4% und die Spezifitit 97,5%,
basierend auf der Einstufung aller histologisch gesicherten Dysplasien und Karzinome
als ,,positiv bezliglich der Morphologie sowie der als ,,verddchtig auf Aneuploidie®
oder ,,aneuploid eingestuften DNA-bildzytometrischen Messungen als ,,positiv. Als
»hegativ® andererseits wurden alle negativen Morphologien und alle als ,nicht

aneuploid* eingestuften DNA-bildzytometrischen Messungen angesehen.

Im Vergleich mit anderen Studien, die im Folgenden diskutiert werden sollen, muss
bedacht werden, dass unsere Grenzziehung, ab wann ein Fall als ,,positiv* fiir Zytologie
oder DNA-Bildzytometrie angenommen werden soll, nicht verpflichtend ist, so dass bei
der Besprechung der Arbeiten der anderen Gruppen stets deren Kriterien mitgenannt
werden miissen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden eigenen Daten jeweils

entsprechend modifiziert berechnet.

Remmerbach et al. geben eine Sensitivitit von 95,5% und eine Spezifitit von 100% an.
Die Befundung der DNA-Histogramme erfolgte in derselben Art und Weise wie in
unserer Studie, allerdings haben sie nur histologisch gesicherte Karzinome als positiv
eingestuft und prikanzerdse Verdnderungen entsprechend nicht [56].Wéren in unserer
Studie die histologischen Diagnosen wie Remmerbach et al. im Sinne von ,,positiv* und
»hegativ klassifiziert, so wéren entsprechende Werte von 81,8% und 87% errechnet.
Insgesamt reichen somit unsere prospektiv ermittelten Zahlen nicht an diejenigen von
Remmerbach heran, obgleich sowohl die Zytologie, als auch die DNA-Bildzytometrie

in der gleichen Einrichtung durchgefiihrt worden sind.

Maraki et al. fanden bei der DNA-Bildzytometrie eine Sensitivitit von 100% und eine
Spezifitit von 97,4%. Obwohl die Befundung der Histogramme genau wie in unserer
Studie erfolgte, wurden in das untersuchte Kollektiv auch Lésionen einbezogen, die
keine orale pramaligne Erkrankung (OPMD) darstellten, z.B. Pemphigoid / Gingivitis
desquamativa (n=17), Lineare IgA Erkrankung (n=1) oder Asthma-Spray-Stomatitis
(n=2). AuBerdem wurden die geringen und mittleren Dysplasien als ,,negativ‘ betrachtet
[41]. Bei Anwendung der Interpretationsmodi von Maraki et al. hétte unsere Studie eine

Sensitivitdt von 86,7% und eine Spezifitit von 95,2% erreicht.
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In der Studie von Kdmmerer et al. wiederum zeigte die DNA-Bildzytometrie eine
Sensitivitit von 70% und eine Spezifitit von 100% [27]. Ahnlich wie fiir die Zytologie,
wurden in unserer Studie diese Werte fiir die DNA-Bildzytometrie gemil3 den
Vorgaben von Kdmmerer et al. berechnet, indem zytologisch negative und zweifelhafte
Abstriche als ,,negativ* und dringend verdichtige und positive Abstriche als ,,positiv*
gewertet werden. Bezogen auf die Histologie wurden dort benigne Lésionen und die
geringen Dysplasien als ,,negativ* und die mittleren und schweren Dysplasien sowie die
Karzinome als ,,positiv gewertet. Auf diese Weise wire in unserer Studie die
Sensitivitdt 85,7% und die Spezifitit 93%. Sieht man die DNA-Bildzytometrie als
Suchtest, wie unser Ansatz war, so wire eine hohere Sensitivitit in unserer Studie

herauszustellen.

Ma et al. haben die Sensitivitit und Spezifitit der DNA-Bildzytometrie von
zytologischen Priparaten fiir OPMD untersucht und kamen zu den Werten von 86,4%
bzw. 90%. Diese Werte sind hoher als unsere, allerdings auf der Basis eines anderen
methodologischen Vorgehens. Beziiglich der Malignititseinstufung wurden dort nur die
schweren Dysplasien und manifest malignen Verdnderungen als ,,positiv* betrachtet.
Weiterhin, haben sie in die Analysen Abstriche von gesunder Mundschleimhaut und
Liasionen, die laut WHO nicht zu den OPMD gehorten, einbezogen [4]. Der grof3te
Unterschied liegt allerdings an der Tatsache, dass die Arbeitsgruppe als DNA-aneuploid
die Histogramme beurteilt hat, die eine Stammlinie aulerhalb 2c und 4c und/oder 5c
Exceeding Events > 0 zeigten [62]. Es handelt sich um einen gravierenden Unterschied
zu unserem Vorgehen. Wiren in unserer Studie die DNA-Histogramme mit nur einer
singuldren Zelle> 5c bereits als aneuploid eingestuft, so wire eine Sensitivitit von
100% erreicht, aber eine Spezifitdt von nur 11,9%. Wéren in unserer Studie drei Zellen
> 5c als Grenze fiir Aneuploidie genommen worden, so wéren entsprechende Werte von
100% und 19% erreicht. Dies bedeutet, dass auf diese Weise viele falsch positive
Befunde generiert worden wéren. Die Entscheidung, Histogramme mit Zellen > 5c als
aneuploid zu befunden, muss am Plattenepithel der Mundhohle sehr kritisch betrachtet
werden. Laut der internationalen Leitlinien der ESACP hingt die Entscheidung, ob 5S¢
oder 9c als ,,Threshold* fiir Einzelzellaneuploidie iiberhaupt genommen werden kann,
vom Auftreten von euploiden Polyploidisierungen in dem untersuchten Gewebe ab [50].
Es ist bereits bekannt, dass der Lichen planus, der in der Arbeit von Ma et al.

einbezogen wurde, hiufig eine euploide Polyploidisierung bis in den 8c-Bereich in der
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DNA-Bildzytometrie erkennen ldsst [63]; deswegen sollte man den ,,Threshold“ eher

auf 9¢ und nicht auf 5c¢ setzen.

Pektas et al. haben sich ebenfalls mit der Ploidie von prdmalignen und malignen
Liasionen der Mundhohle befasst. Nach der Untersuchung mittels DNA-Bildzytometrie
von insgesamt 22 prdmalignen und maligen Léisionen (12 Karzinome, 10 prikanzerose
Lisionen) fanden sie, dass 90,9% diploid und 9,1% aneuploid waren. Von den 12 in der
Studie eingeschlossenen Karzinomen waren 11 diploid (83,3%) und nur eines aneuploid
(16,7%) [64]. Die Arbeit von Pektas et al. ist kritisch zu betrachten und deren
Ergebnisse mit unseren nicht zu vergleichen, weil die Methodologie und die Ergebnisse
sich zu sehr widersprechen. Im Kapitel iiber Material und Methoden der Arbeit von
Pektas et al. werden ndmlich die Definitionen fiir die Zuordnung von DNA-
Histogrammen als ,,diploid®, ,.tetraploid®, ,,polyploid*“ und ,,aneuploid* gegeben, die
nicht uneingeschridnkt den internationalen Kriterien der ESACP [50] entsprechen.
Folgerichtig werden im Ergebnissteil der Arbeit eigentlich aneuploide Befunde als
diploid interpretiert. Aus diesem Grund sind die Ergebnisse der Arbeit von Pektas et al.

mit jenen unserer Arbeit nicht vergleichbar.

Unsere Ergebnisse beziiglich der Sensitivitdt und Spezifitit der DNA-Bildzytometrie fiir
zytologische Priparate liegen nahe denen von Remmerbach et al. (2004), Maraki et al.
(2004) und Kédmmerer et al. (2013). Ein Vergleich mit den Arbeiten von Ma et al. und

Pektas et al. ist aufgrund der methodischen Unterschiede nicht moglich.

Im Rahmen unserer Arbeit wurde auch das Ergebnis der DNA-Bildzytometrie nach
Zellvereinzelung des histologischen Materials untersucht. Die Sensitivitét betrug 76,5%
und die Spezifitdt 90% fiir die 57 Proben, die in allen Analysen einbezogen wurden.
Alle histologisch gesicherten Dysplasien und Karzinome wurden als ,,positiv beziiglich
der Morphologie eingestuft, ebenso die als ,verdichtig auf Aneuploidie” oder
saneuploid“ eingestuften DNA-bildzytometrischen Messungen. Als ,negativ
andererseits wurden alle negativen Morphologien und alle als ,nicht aneuploid*

eingestuften DNA-bildzytometrischen Messungen angesehen.

Torres-Rendon et al. haben 86 dysplastische Lédsionen DNA-bildzytometrisch

untersucht, von denen sich in einem Zeitraum von 6 - 200 Monaten 42 zu Karzinomen
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entwickelt haben und 44 nicht. Nach Zellvereinzelung und Feulgen-Firbung erfolgte die
DNA-Bildzytometrie. Auch hier galten Histogramme mit 1% der Gesamtzellen >5c
bereits als aneuploid. 74% der aneuploiden Félle und 42% der diploiden erwiesen sich
am Ende des Beobachtungszeitraumes als maligne transformiert. Aus dieser Arbeit ist
zu ersehen, dass die Sensitivitit der DNA-Bildzytometrie in der Erkennung von
epithelialen Dysplasien, die maligne transformieren, 33% ist und die Spezifitit 88%
[65]. Es handelt sich somit um vielversprechende Ergebnisse fiir die Frithdiagnose von

oralen Karzinomen.

SchlieBlich sind noch vier Arbeiten zu nennen, die sich nicht mit der diagnostischen
Perspektive der DNA-Zytometrie im Allgemeinen, sondern mit speziellen Aspekten

befasst haben.

Santos-Silva et al. haben festgestellt, dass Patienten mit Zungenkarzinomen, die jiinger
als 40 Jahre waren, signifikant hdufiger eine DNA-Aneuploidie der Histologie zeigten
als Patienten, die dlter als 50 Jahre waren (86,5% vs. 64,3%) [66]. Da das DNA-
Histogramm chromosomalen Aberrationen darstellt, konnten diese Ergebnisse bedeuten,
dass bei jlingeren Patienten das Auftreten von Zungenkarzinomen eher mit genetischen

Ursachen verbunden ist. Gesichert ist diese Hypothese aber nicht.

In einer Arbeit an verrukdsen Lésionen wurde DNA-Bildzytometrie an histologischen
Schnitten durchgefiihrt, was iiblicherweise aufgrund schwerwiegender methodischer
Probleme nicht empfohlen wird [67]. Die Arbeit von Gouvéa et al. ergab eine DNA-
Aneuploidie in 85,7% der Félle mit leichter Dysplasie und 100% der Fille mit mittlerer
und schwerer Dysplasie oder Karzinom. Andererseits wurde auch in Féllen, die nur
Hyperkeratose und Akanthose, hingegen keine Dysplasien aufwiesen, in 66,7% eine

DNA-Aneuploidie beschrieben [68].

Eine mit Durchflusszytometrie durchgefiihrte DNA-Analyse an mittels Kiirettage
gewonnenem Material von OPMD, die von Pentenero et al. (2009) durchgefiihrt wurde,
zeigte eine Sensitivitdit von 13,3% und eine Spezifitit von 60%. Von den 60
untersuchten Lisionen zeigten 18 eine Dysplasie. Von den nicht dysplastischen OPMDs

waren 86% DNA-diploid und von den dysplastischen OPMDs 44% aneuploid.
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Insgesamt 14 dysplastische und non-dysplastische Lisionen zeigten DNA-Aneuploidie
[69].

Handschel et al. schlielich haben in 40 Féllen von oralen Karzinomen die seitlichen
Resektionsridnder der exzidierten Tumoren mittels DNA-Bildzytometrie untersucht, um
mogliche Rezidive der Tumoren vorhersehen zu kénnen. Von diesen 40 Fillen zeigten
20 in dem dreijdhrigen Follow-Up ein Rezidiv, und von diesen 20 Fillen wiederum
zeigten 14 eine DNA-Aneuploidie. Zwei weitere Fille, die kein Rezidiv hatten, wiesen
allerdings ebenfalls Aneuploidie auf. Die Sensitivitét fiir die Vorhersage eines Rezidivs
war somit 70% und die Spezifitit 90%, wobei die Grundlage fiir die
Aneuploidiediagnose das Vorhandensein einer aneuploiden Stammlinie oder von Zellen
> 5c¢ war [33]. Wiren die 11 Karzinome unserer Studie ebenfalls beim reinen
Vorhandensein von Zellen > 5c bereits auf Aneuploidie erkannt, so wire die Sensitivitét
90,9%, also in 10 von 11 Féllen, erzielt. Die Spezifitit der Methode wiirde aber nur

41,3% erreichen.

Bezogen auf die Frage, inwieweit die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie an
histologischen Gewebeproben und korrespondierenden Biirstenbiopsien vergleichbar
sind, ergab sich in unserer Arbeit eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von 89,5%. In
der Literatur lieBen sich zu diesem Aspekt der Diagnostik von oralen primalignen und
malignen Lasionen keine entsprechenden Publikationen finden.

Die einerseits hohe Sensitivitét (76,5%) und Spezifitit (90%) der DNA-Bildzytometrie
der Histologie und anderseits die hohe Ubereistimmung der Ergebnissen der DNA-
Bildzytometrie an den korrespondierenden histologischen und zytologischen Proben

unserer Studie erdffnen neue Forschungswege.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten, dass die DNA-Bildzytometrie fiir die Diagnostik
oraler prdmaligen und malignen Léasionen auch an dem histologischen Material
angewendet werden kann. Das heifit, in Féllen wo klinisch der Verdacht auf eine
Malignitdt vorliegt, aber histologisch keine Auffilligkeit erkennbar ist, kdnnte der
Behandler eine DNA-Bildzytometrie der Histologie anfordern. Angenommen, die

Lésion wiirde auch zytologisch und/oder DNA-zytometrisch eine Auffalligkeit zeigen,
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dann wire die Anforderung einer DNA-Bildzytometrie der Histologie noch sinnvoller,

um frithzeitig eine eventuelle Aneuploidie diagnostizieren zu kdnnen.

5.4  Prognostische und diagnostische Relevanz der AgNOR-Analyse

Die AgNOR-Analyse gehort im Gegensatz zu der konventionellen Zytologie und der
erginzenden DNA-Bildzytometrie nicht zu den standardisierten und weltweit
anerkannten diagnostischen Methoden fiir orale Lésionen, insbesondere weil es auch
keine standarisierte Nomenklatur fiir ihre Auswertung bei oralen Lésionen gibt. In der
Literatur findet man nur relativ wenige Arbeiten, die sich mit der Auswertung der
AgNORs an zytologischen Prédparaten befasst haben, und noch weniger Arbeiten, die
die Sensitivitdit und Sperzifitit der Methode berechnet haben. Die meisten
Arbeitsgruppen haben sich vornehmlich mit den Mittelwerten und Streuungen der
AgNORs zwischen verschiedenen Untersuchungsgruppen befasst. Das heif3t, sie haben
die Grenzwerte der AgNORs bestimmt, um zwischen benignen und malignen
Verdnderungen zu unterscheiden. Im Folgenden soll die Sensitivitit und Spezifitit der
Methode, die in unseren Analysen gefunden wurde, mit der vorhandenen Literatur

verglichen werden.

In der Studie von Remmerbach, in der Treffsicherheiten berechnet worden sind, zeigte
die AgNOR-Analyse der oralen Zytologie eine Sensitivitit von 100% fiir die Diagnose
von oralem Krebs und ebenfalls eine Spezifitit von 100% fiir die Diagnose von
benignen Lisionen [37]. Remmerbach et al. betrachteten dabei nur die Karzinome als
,positiv. Wire der beste ,,cut-off'* von 4,8 in unseren Analysen benutzt, so wére fiir die
Kluster+Satelliten der Zytologie eine Sensitivitit von gerade 9,1% und eine Spezifitit
von 100% erreicht worden; also niedriger als die Sensitivitdt, die bei einer konstanten
Spezifitdit von 95% in unserer Studie gefunden wurde. Entsprechend konnten die

Ergebnisse unserer Arbeit hier nicht bestétigt werden.

Auch Rajput et al. haben ihre AgNOR-Analyse an zytologischen Abstriche auf die
Treffsicherheit hin untersucht. Sie fanden bei einem optimierten ,,cut-off fiir
Kluster+Satelliten von 4 eine Sensitivitit und eine Spezifitit von jeweils 100%. In der

Arbeit wurden 20 Abstriche von 10 gesunden Probanden und 68 Abstriche von 34
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Probanden mit histologisch gesicherten Karzinome einbezogen [53]. Wére der beste
»cut-off von 4 in unseren Analysen benutzt, so wire fiir die Kluster+Satelliten der
Zytologie eine Sensitivitdt von nur 27,3% und eine Spezifitit von 82,2% erreicht
worden. Auch die Ergebnisse der Arbeit von Rajput et al. erwiesen sich somit in dem

Ansatz unserer Studie als nicht reproduzierbar.

Ergénzend zu den beiden Arbeiten {liber die Sensitivitdt und Spezifitit der AgNOR-
Analyse an zytologischen Prdparaten stellt Tabelle 27 einige Mittelwerte der AgNORs
fiir die Zytologie dar. Diese Werte beziehen sich entweder an oralen Lisionen oder an
Gewohnheiten beziiglich des Tabaks- und Alkoholkonsums. Von der Tabelle ist die
Vielfalt der Werte zu erkennen; weiterhin erkennt man, dass die Werte unserer Studie
fiir die normale Mukosa diese von Fontes et al.[70] und Rajput et al. [53] nahe liegen.

Diese Feststellung ist wichtig, weil sich dadurch eine Tendenz fiir die Standarisierung

der Werte fiir die gesunde Mukosa ableiten l4sst.

AgNOR MW Kluster + Satelliten
normale Tabak- Alkohol- verrukoses
Autor Land/Jahr Mukosa konsum / konsum / Karzinom PE-Ca
(Nicht- Tabak- Crack/
raucher) kauen Kokain
Fontes Brasilien 2,732 3,372 - - -
et al. 2008 (+/-0,236) | (+/-0,375)
Rajput Indien 2,568 - - 4,223 5,384
et al. 2010 (+/- 0,318) (+/- 0,19 (+/- 0,344)
Jindal Indien - 4,162 3,98 - -
et al. 2013 (+/- 0,53) (+/- 0,758)
Mohan Indien 1,95 3,09 - - -
et al. 2013 (+/-0,4) (+/-0,75)
Thiele Brasilien 3,38 - 5,18 - -
et al. 2013 (+/- 1,02) (+/- 1,83)
Damanaki | Deutschland 2,125 - - - 3,431
2014 (+/- 0,652) (+/- 0,993)

Tabelle 27: Vergleich zwischen den Mittelwerten der AgNORs fiir zytologische Untersuchungen
oraler Lisionen in der Literatur und unserer Studie [53, 70-73]

Bei unserer Literaturrecherche wurden keine Arbeiten fiir die AgNORs in der
Histologie in der Mundschleimhaut gefunden, die sich mit der Sensitivitdit und
Spezifitit der Methode befasst hitten. Deswegen beschriankte sich unsere Studie auf den
Vergleich der Mittelwerte der AgNORs. Um den Mittelwert der AgNORs

(Kluster+Satelliten) der Histologie unserer Arbeit mit den in der Literatur vorhandenen
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Werten vergleichen zu konnen, wurden die Werte von diversen Studien tabellarisch

zusammengestellt (Tabelle 28).

AgNOR MW Kluster+Satelliten

Autor Land / Jahr normale pr'ailfapzerése Lichen Leukopla}(ie Lt(:ilg(l?;iilt(ele
Mukosa Lésionen planus allgemein .
Dysplasie
Pillai Indien 1,53 - - 2,25 -
et al. 2005 (+/-0,39) (+/-0,47)
Elangovan Indien 1,77 - - 2,52 -
et al. 2008 (+/-0,02) (+/-0,50)
Sousa Brasilien - - 1,74 - -
et al. 2012 (+/-0,32)
Khiavi Iran 1,581 2,17 - - -
et al. 2012 (+/-0,762) (+/-1,051)
Chowdhry Indien 1,95 - - - -
et al. 2013
Garg Indien 0,927 - - - 1,28
et al. 2013 (+/-0,87) (+/-0,133)
Damanaki | Deutschland - - 1,708 2,086 -
2014 (+/-0,419) (+/-0,719)
AgNOR MW Kluster+Satelliten
Leukopl'akie . miiBig
ab méﬁlger ' gqt differen- differen-
Autor Land / Jahr Dysplasie / Dysplasie PE-Ca ziertes PE- .
Ca. in situ Ca. ziertes PE-
Ca.
Pillai Indien - - 4,65 - -
et al. 2005 (+/-0,98)
Elangovan Indien - - - 5,97 8,47
et al. 2008 (+/-1,20) (+/-0,99)
Sousa Brasilien - 2,42 2,41 - -
et al. 2012 (+/-0,62) (+/-0,61)
Khiavi Iran - - 2,433 - -
et al. 2012 (+/-1,338)
Chowdhry Indien - 3,76 5,19 - -
et al. 2013
Garg Indien 1,605 - - - -
et al. 2013 (+/-0,321)
Damanaki | Deutschland - 3,068 3,056 - -
2014 (+/-0,817) (+/-0,759)

Tabelle 28: Vergleich zwischen dev Mittelwerte der AgNORs fiir Histologie oraler Lisionen in der
Literatur und unserer Studie [36, 74-78]

Aus der Tabelle 28 ist die Vielfalt und die Schwankungsbreiten der AgNOR-

Mittelwerte zu ersehen, so dass eine Vergleichbarkeit der Rohdaten sicher nicht besteht.

Bemerkenswert ist die Variation der histologischen Kategorien, fiir die die Werte

berechnet wurden. Obwohl die Analysen der anderen Autoren auf histologischen
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Schnitten und nicht auf Zellvereinzelung erfolgte, siecht man dhnlich Werte zwischen
unserer Arbeit und Sousa et al.[75] fiir den Lichen planus und zwischen unserer Arbeit
und Pillai et al. [74] und Elangovan et al. [36] flir die Leukoplakie. Die Werte unserer
Studie fiir die Dysplasien sind dhnlich wie die von Chowdhry et al. [77]. Die Werte flir
die Karzinome dagegen variieren sehr stark. Innerhalb einer Publikation ldsst sich aber

jeweils eine Zunahme der Mittelwerte mit steigender biologischer Relevanz feststellen.

Die hohe Variabilitdit der AgNOR-Werte fiir die durch Zellvereinzelung aus
histologischen Préparaten gewonnenen Befunde unterstreicht die Notwendigkeit fiir
eine weitere Standardisierung, bevor die Methode routinemédfig angewendet werden
kann.

Der Vergleich unserer Ergebnisse der AgNOR-Analyse an korrespondierenden
zytologischen und histologischen Priparaten fiir die jeweilige histologische Diagnose,
zeigte einen signifikanten Unterschied fiir den Lichen planus insgesamt (Kluster,
Satelliten, Kluster+Satelliten), fiir die Kluster und die Satelliten der Leukoplakie und
der anderen histologischen Diagnosen.

Die Karzinome und die Dysplasien hingegen wiesen vergleichbare Werte fiir die
AgNORs auf, sowohl an den zytologischen als auch an den histologischen Proben. Das
heiflt, dass diese Werte an korrespondierenden zytologischen und histologischen

Préaparaten bei der AgNOR-Analyse vergleichbar waren.

Die Anwendung der AgNOR-Analyse konnte in unserer Studie nicht zu einer
Verbesserung der Treffsicherheit der konventionellen oralen Zytologie bei der
Frihdiagnose einer Malignitdt fiihren. Der Finsatz dieser Methode an
Zellvereinzelungen von histologischen Pridparaten konnte ebenfalls keine hohere
Sensitivitidt der Methode zeigen, auch wenn sich im Literaturvergleich gruppenbezogen

Ubereinstimmungen fiir gewisse Mundschleimhauterkrankungen ergaben.
5.5 Der Vergleich der adjuvanten diagnostischen Methoden
Die Ergebnisse unserer Studie haben bestdtigt, dass die konventionelle Zytologie

kombiniert mit der ergdnzenden DNA-Bildzytometrie hilfreiche ,,diagnostische

Instrumente* fiir den Kliniker im Alltag darstellen.
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Aufgrund der Analysen fiir die zwei adjuvanten Methoden, nidmlich die DNA-
Bildzytometrie und die AgNOR-Analysen, konnte gezeigt werden, dass der Einsatz der
DNA-Bildzytometrie zusitzlich zur konventionellen Zytologie zu einer Erhéhung der
Treffsicherheit der Methode fiihrte. Dasselbe konnten aber fiir die AgNOR-Analyse

nicht gezeigt werden.

Remmerbach et al. sind nach besten Wissen aus der Literatur die einzigen, die eine
dhnliche ,,Multimodale Zellanalyse* durchgefiihrt haben. Sie haben die zytologischen
Priaparate von 47 Patienten mit prakanzerosen und kanzerdsen Lisionen analysiert.
Dabei wurden die identischen Abstriche nacheinander Papanicolaou- und Feulgen-
gefiarbt bzw. einer Silbernitrat-Inkubation zur AgNOR-Darstellung unterzogen. Die
Sensitivitit der Zytologie betrug 100% und die Spezifitit 93%. Die DNA-
Bildzytometrie zeigte eine Sensitivitdt von 90% und eine Spezifitit von 100%. Durch
die AgNOR-Analyse hat die Sensitivitit wieder 100% erreicht und die Spezifitét ist
konstant 100% geblieben [79]. Fiir die drei Untersuchungen wurde ein Mikroskop mit
einer besonderen Software verwendet, bei der die Koordinaten der der Diagnose
zugrunde gelegten Zellen abgespeichert wurden, so dass die identischen Zellen fiir alle
drei Untersuchungsverfahren zur Verfiigung standen. Im Gegensatz zu der Arbeit von
Remmerbach et al. wurden die Analysen in unserer Studie ohne eine solche
Koordinatenspeicherung durchgefiihrt. Das heillt, dass zwar im Prinzip dieselbe
Zellpopulation an denselben zytologischen Abstrichen ausgewertet wurde, allerdings
nicht die dieselben Zellen. Die Unterschiede in den Ergebnissen konnten daher
mindestens zu einem auf die verschiedene Vorgehensweise zuriickgefiihrt werden.
Dabei hat unsere Arbeit durchaus eine Erh6hung der Sensitivitidt der konventionellen
oralen Zytologie durch die DNA-Bildzytometrie gezeigt. Bei einer konstant als
mindestens 95% vorausgesetzten Spezifitit zeigte die AgNOR-Analyse allerdings eine

Senkung der Sensitivitét.

Unsere Schlussfolgerung ist somit, dass die DNA-Bildzytometrie als Zusatzmethode
eine hohere diagnostische Sensitivitit und Spezifitdt als die konventionelle Zytologie
alleine ermoglicht. Die AgNOR-Analyse dagegen konnte die Treffsicherheit der

anderen beiden Methoden nicht weiter verbessern.
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6. Schlussfolgerungen

Auf der Basis der Ergebnisse unserer Studie konnen zusammenfassend folgende

Schlussfolgerungen gezogen werden:

Die orale Zytologie stellt eine zuverldssige nicht-invasive Methode fiir die Diagnostik
der oralen Lasionen dar. Die ergéinzende DNA-Bildzytometrie der oralen Zytologie
fiihrt zu einer Erh6hung der Sensitivitit der Methode um 17,7 Prozentpunkte und der
Spezifitit um 15 Prozentpunkte.

In unserer Studie konnte die AgNOR-Analyse zu keiner Verbesserung der

Treffsicherheit in der Diagnostik der Mundschleimhautldsionen beitragen.

Die nach enzymatischer Zellvereinzelung durchgefiihrte DNA-Bildzytometrie an
histologischen Préparaten konnte in 76,5% der prospektiv malignen Félle eine
Aneuploidie erkennen und in 90% der Félle mit gutartigen Lisionen eine Aneuploidie
ausschlieen. Daraus ist zu schlieBen, dass diese Methode auch an histologischen

Priparaten verwendet werden kann.

An denselben histologischen Préparaten und bei einer konstanten Spezifitdt von 95%

zeigte die AgNOR-Analyse keine hohe Sensitivitat.

Der Einsatz der DNA-Bildzytometrie und der AgNOR-Analyse an korrespondierenden
zytologischen und histologischen Priparaten zeigte eine hohe Ubereinstimmung der

Ergebnisse.
Der Vergleich der drei Methoden an zytologischen Préparaten fiihrte zu der

Schlussfolgerung, dass die ergdnzende DNA-Bildzytometrie die Treffsicherheit der
konventionellen Zytologie deutlich verbessert, die AgNOR-Analyse aber nicht.
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