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1. Einleitung

1.1. Grundlagen der konventionellen oralen Zytologie

Zytologische Untersuchungen der Mundhohlenschleimhaut spielten bis vor
wenigen Jahren keine wesentliche Rolle, obwohl die Mundhohle ein prinzipiell
fur Abstriche leicht zugangliches Organ ist und auch an den Bedarf in der
Mundhohle angepasste Bursten fur die Abstrichentnahme zur VerflUgung
stehen. In den letzten Jahren hingegen hat die Methode eine breitere
Anerkennung und Akzeptanz gefunden, was dazu flhrte, dass am Schwerpunkt
Cytopathologie der Heinrich Heine-Universitat zuletzt deutlich Gber 1000
oralzytologische Falle pro Jahr beurteilt wurden. Diese stammten aus drei
Zahnkliniken universitarer Einrichtungen (Heinrich Heine-Universitat Dusseldorf,
Universitat Leipzig, Universitat Rostock) und aus ca. je 30 zahnarztlichen
Praxen des GrofRraums Dusseldorf sowie ganz Deutschlands. Klassische

Indikationen zur zytologischen Untersuchung sind in Tabelle 1 dargestellt.

Indikationen zur oralzytologischen Untersuchung

Rot-Weile Lasionen (nicht abwischbar)

Rote Lasionen bzw. nicht heilende Ulzera

Erosionen ohne vorhandenen Grund

Makroskopisch deutlich erhabene Veranderungen

Anamnestisches Tumorrisiko (bekannte Tumorerkrankung, Rauchen,
Alkoholkonsum)

Tab. 1: Indikationen fur oralzytologische Untersuchungen (van der Waal 2009)

Prinzipiell ist anerkannt, dass sich mit der oralen Zytologie viele gutartige
Veranderungen, aber auch fakultative und obligate Prakanzerosen sowie
manifeste Malignome diagnostizieren lassen:
- Die gutartigen Veranderungen, die man zytologisch diagnostizieren
kann, umfassen dabei in erster Linie entzindliche Erosionen und Ulzera
verschiedener Stadien, ferner die hyper- und parakeratotisch

verhornenden reaktiven Veranderungen, mukosale Manifestationen von
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Dermatosen (z. B. Lupus erythematodes oder Pemphigus vulgaris) sowie
zytologische Korrelate spezieller mikrobieller Infektionen. Diese zeigen
sich entweder im direkten Keimnachweis (z. B. Aspergillen oder
Candidapilze) oder durch typische zytologische Veranderungen am
Plattenepithel (z. B. Herpes simplex oder humane Papillomviren (HPV)).

- Bei den Prakanzerosen stammen die allermeisten Falle vom Platten-
epithel ab, wo sich leichte, mittlere und schwere Dysplasien sowie Zellen
eines Carcinoma in situ abgrenzen lassen (Barnes et al. 2005). Denkbar
sind aber theoretisch auch prakanzerose Veranderungen am Drusen-
epithel von Mundungen des Speichelgangsystems oder solche von
melanozytaren Zellen.

- Bdsartige Veranderungen entsprechen ebenfalls in der groen Mehrzahl
der Falle Plattenepithelkarzinomen; sehr wenige Falle sind Adeno-
karzinome oder maligne Melanome. Auch Lymphominfiltrate kénnen in

der Mundhohle vorkommen.

Die Treffsicherheit der konventionellen oralen Zytologie ist allgemein bereits als
gut bis sehr gut anzusehen (Tabelle 2). Die entsprechenden Werte fur die
Sensitivitat betragen 76,8%-100%, flr die Spezifitat 68,4%-100%.

Quelle Fallzahl Sens. Spez. PPV NPV
Remmerbach 2004 332 97,8% 100% 100% 98,1%
Remmerbach 2001 251 94,6% 99,5% 98,1% 98,5%
Driemel 2007 93 79% 100% 100% 92%
Maraki 2004 98 100% 97,4%
Mehrotra 2008 94 76,8% 93,3%
Koch 2011 186 952% | 82.3%-

94,9%
Gupta 2014 117 81,8% 68,4%
Ma 2014 52 86,4% 90,0% 86,4% 90,0%

Tab. 2: Treffsicherheit der konventionellen oralen Zytodiagnostik in der
Erkennung von Plattenepithelkarzinomen. Sens. = Sensitivitat, Spez. =
Spezifitdt, PPV und NPV = Positiver bzw. negativer Pradiktionswert
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Bei solchen Prozentangaben muss allerdings darauf geachtet werden, dass sie
auch von der Kategorisierung der Patientengruppen abhangen. Die oben
genannten Diagnosen werden namlich zunachst vier Diagnosegruppen zu-
1998), die

Untersuchungen zur Treffsicherheit ist nun mit entscheidend, wie die ca. 5% -

geordnet (Bocking in Tabelle 3 wiedergegeben sind. Fur
15% (Remmerbach et al. 2001, Remmerbach et al. 2004) ausmachenden Falle
mit den Diagnosen ,zweifelhaft und ,dringender Verdacht® gewertet werden.

Darauf soll in der Diskussion weiter eingegangen werden.

Atiologisch zugrunde
liegende Veranderung

Auswertung des Zell-
bildes

Diagnostische
Interpretation

- Einfache Hyperkeratose

epithelkarzinoms

Tumorzellen

- Infektidse Ursachen Keine Tumorzellen negativ
- Erosionen / Ulzera
- Leichte und mittlere Tumorzellen nicht
Dysplasie des Platten- , . zweifelhaft
. sicher auszuschlie3en
epithels
- Schwere Dysplasie und Tumorzellen
- Carcinoma in situ g dringender Verdacht
. wahrscheinlich
des Plattenepithels
- Zellen eines Platten- Sicherer Nachweis von .
positiv

Tab. 3: Zusammenhang zwischen Lasionen, Tumor-bezogener Auswertung zu-
gehoriger Zellbilder und diagnostischer Interpretation. Nicht bericksich-
tigt wurden hier ,unzureichende® Abstriche, also Praparate, die aus
technischen Grunden oder wegen fehlender Zellen nicht ausgewertet
werden kdnnen (Quote bei Mundhoéhlenabstrichen: < 1%).

Die Notwendigkeit wiederum, diese beiden Gruppen unklarer Einschatzungen
der Veranderungen neben den der klaren negativen bzw. positiven Diagnosen
vorhalten zu mussen, ergibt sich daraus, dass die morphologischen Spektren
von Kern- und Zellveranderungen, anhand derer man die Diagnostik durchfihrt,

in gewissem MaRe Uberschneidungen aufweisen (Abb. 1).
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Gutz
Veranderungen rungen

Unklare
eranderungey

Abb. 1: Sich Uberschneidende Eigenschaften gutartiger (grin) und bdsartiger
Zellen (rot) flUhren dazu, dass diagnostisch nicht eindeutig zu
interpretierende Zellbilder (gelb) entstehen (Biesterfeld 2013)

1.2. Adjuvante Methoden in der oralen Zytologie

Die Anwendung adjuvanter Methoden spielt am Schwerpunkt Cytopathologie
der Heinrich Heine-Universitat in Dusseldorf eine bedeutende Rolle. Prinzipiell
sind dort folgende Methoden etabliert:

- Konventionelle Sonderfarbungen (PAS-Reaktion, Eisenfarbung etc.)

- DNA-Bildzytometrie

- Immunzytochemie

- AgNOR-Histochemie

- Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FisH)

- PCR-basierte Verfahren zur Analyse von Hypermethylierungen von

Tumorsuppressorgenen

Von diesen spielen konventionelle Sonderfarbungen keine grof3e und die PCR-
basierten Verfahren in der oralen Zytologie tberhaupt keine Rolle, wohingegen
die anderen bereits erprobt worden sind oder in Erprobung stehen. Die
wesentlichste Anwendung stellt dabei aber die DNA-Bildzytometrie dar,

wahrend Immunzytochemie, FisH-Verfahren und AgNOR-Histochemie noch
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keine groRere Bedeutung erlangt haben. Im Folgenden sollen die vier
Methoden, insbesondere bezogen auf ihre Aussagekraft in der oralen Zytologie,

kurz vorgestellt werden.

DNA-Bildzytometrie

Die DNA-Bildzytometrie dient der Darstellung von numerischer Aneuploidie in

Einzelzellen bzw. Zellpopulationen. Sie basiert auf der mikrodensitometrischen
Quantifizierung des DNA-Gehaltes von ca. 250 - 300 morphologisch auffalligen
Zellen und von ca. 25 - 30 normalen Eichzellen und kann an allen Praparate-
arten der Zytologie ebenso wie an nach Zellvereinzelung hergestellten
Ausstrichen von Zellen aus Paraffinblocken nach Applikation einer DNA-
stdchiometrischen Feulgen-Farbung angewandt werden. Die Methode ist heute
im Rahmen eines internationalen Konsensus weitgehend standardisiert, vor
allem auch die Auswertealgorithmen zur Detektion von DNA-Aneuploidie,
welche auf der Darstellung einer aneuploiden DNA-Stammlinie als Nachweis
einer chromosomalen abnormen klonalen Zellpopulation oder von
Einzelzellaneuploidie beruhen (Haroske et al. 1998).

DNA-bildzytometrische Messungen werden vorwiegend in der Diagnostik
pramaligner Veranderungen angewandt. Insgesamt ist, teilweise aus unserer
Einrichtung heraus, teilweise von anderen Gruppen, ihre Eignung flr den
Einsatz in der Diagnostik wissenschaftlich abgesichert flir prakanzerdse
Lasionen der Bronchialschleimhaut (Auffermann und Bocking 1985), der Vulva
(Evans et al. 1987), der Schleimhaut der Ektozervix (Nasiell et al. 1979,
Chatelain et al. 1989) und bei der Epidermis (Biesterfeld et al. 1995). Bei
drisigen Veranderungen st ihr diagnostischer Stellenwert belegt an
Schleimhaut der Endozervix (Biesterfeld et al. 2001a), des Endometriums
(Biesterfeld et al. 2001b) oder der Gallenwege (Krishnamurthy et al. 2001,
Osterheld et al. 2005, Biesterfeld und Deacu 2009). Alle diese Untersuchungen
halten den heutigen Anforderungen an die Methodik und die MelRprazision (Art
und Qualitat des Bildanalysesystems / Vorbereitung der Proben aus
zytologischen Ausstrichen oder nach Zellvereinzelung aus Paraffinblocken)

stand.
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Bezogen auf die Mundhohle liegen ebenfalls bereits Erfahrungen vor, die
belegen, dass die DNA-Bildzytometrie prinzipiell geeignet ist, die Diagnostik
oraler Vorlauferlasionen von Mundhohlenkarzinomen zu verbessern. So gelang
es in einer hier in Dusseldorf durchgeflihrten Studie, die Sensitivitat der
Diagnostik von 91,3% nach konventioneller Zytologie auf 97,8% zu erhdhen
und ebenfalls die Spezifitat von 95,1% auf 100% zu steigern (Remmerbach et
al. 2004). Etwa 30% der hinzugewonnenen geklarten Falle reprasentierten
dabei Tumoren in den Stadien pT1 und pTis (Carcinoma in situ), also Falle mit
deutlich herausgehobener Uberlebensprognose der Patienten. Andere Studien
bestatigten den Grundtenor der Aussage der genannten Studie (Maraki et al.
2004, Remmerbach et al. 2001) Ferner kamen Falle vor, in denen sich im
Gefolge einer aneuploiden DNA-Diagnose erst bis zu 2 %2 Jahre spater
morphologisch manifeste Veranderungen zeigten, so dass DNA-Aneuploidie
auch eine Bedeutung als Indikator fir prospektive Malignitat hat (Remmerbach
et al. 2001, Remmerbach et al. 2003) Ahnliches ist Ubrigens auch am
Gebarmutterhals, einem strukturell sehr ahnlichen Epithel, bereits Ende der
80er Jahre belegt worden (Chatelain et al. 1989). Auch zur Abklarung von
Metastasen der Halsregion ist die Methodik geeignet (Nordemar 2001).

In der hiesigen Zytopathologie werden DNA-bildzytometrische Messungen pro
Jahr an ca. 700 Fallen angewandt, wobei sich klinisch relevante Ergebnisse in
gut 650 Fallen zeigen lassen; nur ca. 50 Falle kommen auch mit dieser

Methode nicht zu einer weiterfuhrenden diagnostischen Klarung.

Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FisH)

Die Darstellung von chromosomaler Aneuploidie erfolgt mit der FisH dadurch,
dass durch ein Hybridisierungsverfahren eine oder mehrere, mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte DNA-Sonden an die zuvor durch
Hitzedenaturierung einzelstrangig gemachte DNA der Zellen gebunden werden.
Bei dem sich anschlieRenden Mikroskopiervorgang werden mit einem
Fluoreszenzmikroskop nach einer Gegenfarbung des Zellkerns mit dem DNA-
Fluoreszenzfarbstoff DAPI die gefundenen Signale auf die Zahl von Kopien der

von den DNA-Sonden reprasentierten Genomabschnitte bezogen und auf diese
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Weise entschieden, ob man einer Einzelzelle einen aneuploiden Charakter
zuweisen kann oder nicht. Diejenigen Sonden oder Sondenmixe, die heute
industriell erhaltlich sind, wie z.B. UroVysion oder LaVysion, sind an Studien
erprobt, und man kann eine Interpretation der FisH anhand von
Literaturerfahrungen vornehmen. Der Vorteil der FisH ist, dass die Inter-
pretationsalgorithmen oft nur eine geringe Zahl von positiven Einzelzellen
voraussetzen, so dass eine Aussage auch bei Vorliegen nur weniger auffalliger
Zellen moglich ist.

Erfahrungen am Plattenepithel, insbesondere dem der Mundhohle, sind bisher
nur recht gering, und es ist derzeit noch nicht ersichtlich, dass sich eine
bestimmte Sondenkonstellation als allgemein diagnostisch hilfreich heraus-
stellte, anders beispielsweise als am Urothel, bei dem der inzwischen bereits
einige Jahre eingefuhrte UroVysion-Test (drei Centromersonden an den
Chromosomen 3, 13 und 17 sowie eine Sonde zur Testung der chromosomalen
Region 9p21) gewerblich standardisiert erhaltlich ist und breite Zustimmung
erfahrt (Schlomer et al 2010).

Die einzige Arbeit, die am oralen Plattenepithel eine diagnostische FisH-
Anwendung versucht hat (Poh et al. 2012), verglich eine DNA-Sonde aus der
Region des EGFR-Gens auf Chromosom 7 mit einer CEP 7-Sonde bzw. eine
DNA-Sonde aus der Region des Cyclin D1-Gens auf Chromosom 11 mit einer
CEP 11-Sonde an 22 histologisch dargestellten Fallen von spater progredient
verlaufenden Prakanzerosen mit 13 Fallen von nicht-progredient verlaufenden
Prakanzerosen und kam zu befriedigenden, aber noch nicht diagnostisch
nutzbaren Werten flr Sensitivitdt und Spezifitdt zwischen 68,2% und 95,5%
bzw. 69,2% und 84,6%.

Ansatze aus den 90er Jahren, die postulierten, dass am oralen Plattenepithel
gdfls. an den Regionen 3p, 9p und 11q13 chromosomale Aberrationen zu
erwarten waren (Califano et al. 1996), sind bislang nicht diagnostisch weiter
verfolgt worden. Gleiches gilt fir das Plattenepithel des Gebarmutterhalses, wo
aus ersten Anwendungen der FisH-Methodik am Chromosom 3q (Heselmeyer

et al 1996) keine diagnostisch einsetzbare Testentwicklung folgte.
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Progressor Non-progressor  Normal
Progressor vs. Non-
Case number 22 13 20 All groups progressor
EGFR
No gain (%) 4 (18%) 11 (84%) Sensitivitat: 18/22 81.9%
Low gain (%] 13 (59%] 1 (8%) Spezifitat: 1113  84.6%
High gain (%) 5 (23%) 1 (8%)
CCND1
No gain (%) 1 {4%) 9(70%  Sensitivitat: 21/22  95.5%
Low gain (%) 7 (32%) 2 (15%) Spezifitat: 9/13 69.2%
High gain (%) 14 (64%) 2 (15%)
CEP7
Disomy (%] 7 (32%) 11(84%]  Sensitivitat: 156/22  68.2%
Trisomy (%) 12 (54%) (8% gpezifitat: 11/13  84.6%
Polysomy (%) 3 (14%) 1 (8%)
CEPI1
Disomy (%) 5(23%)  10077%]  gensitivitat: 17/22  77.3%
Trisomy (%) 9 (41%) 1 (8%) N
Polysomy (%) 8 (36%) 2(15%  Spezfitat 10113 76.9%

Abb. 2: Ergebnisse einer FisH-basierten diagnostischen Studie an oralen Pra-
kanzerosen, modifiziert nach Poh et al. 2012 (Biesterfeld 2013)

Insgesamt werden am Schwerpunkt Cytopathologie in Disseldorf derzeit ca.
120 FisH-Untersuchungen im Jahr durchgeflhrt, wobei sich diese auf die
Abklarung urothelialer Lasionen bei Verdacht auf ein Tumorrezidiv eines
Urothelkarzinoms bzw. auf die Diagnostik von Gallenwegs- und Pankreas-
karzinomen, jeweils mit dem oben genannten UroVysion-Kit, sowie ferner auf
den Nachweis einer 9p21-Deletion bei der Frage nach einem malignen
Mesotheliom konzentrieren. Seltener wird eine Vierfach-Sonden-Kombination

bei unklaren pulmonalen Veranderungen eingesetzt, das LaVysion-Kit.

Immunzytochemie

Immunologische Verfahren (Immunhistochemie, Immunzytochemie) sind aus
der Pathologie nicht mehr wegzudenken. Vom Prinzip her funktionieren sie so,
dass eine mehrschrittige Antikorperreaktion gegen ein zelleigenes Antigen, die
ublicherweise im Farblosen ablauft, nach Applikation von Spulprozessen farbig
umgesetzt wird und somit die gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe auf dem
morphologischen Praparat visualisiert werden. Hierzu dient in der Regel eine
enzymatische Farbreaktion mit Peroxidase oder alkalischer Phosphatase; die

dbrigen Darstellungsmethoden  (Immunfluoreszenz, Entwicklung durch
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kolloidale Goldpartikel mit Silberprazipitation, radioaktive Markierung) spielen
keine wesentliche diagnostische Rolle.

Wichtige Anwendungen dienen dabei insbesondere der Charakterisierung und
Typisierung manifester maligner Tumoren. So kann z. B. durch PSA-Positivitat
eine Knochenmetastase sicher einem metastasierten Prostatakarzinom
zugeordnet werden oder durch Thyreoglobulin- und TTF-1-Positivitat einem
metastasierten Schilddrisenkarzinom. Auch fiur Mammakarzinome (Mammo-
globin, Lactalbumin, GATA-3) oder kolorektale Karzinome (cdx-2, CK20) gibt es
recht charakteristische Marker. Auch in der Tumoridentifikation in Abgrenzung
gegenuber Prakanzerosen konnen immunhistochemische und immunzyto-
chemische Untersuchungen sinnvoll sein. Sicherlich sind heute mehr als 1000
verschiedene Antikdrper kommerziell erhaltlich und auch auf zytologische
Praparate anwendbar.

Gerade innerhalb der Gruppe der plattenepithelialen Lasionen aber ist ihr
Einsatz bislang kaum moglich, da sich zwischen gutartig-reaktiven,
prakanzerdésen und manifest malignen plattenepithelialen Zellpopulationen
keine diagnostisch nutzbaren, ausreichend eindeutigen Unterschiede
nachweisen lassen. Dies gilt sowohl fur verschiedene Arten der 20 Typen
umfassenden Zytokeratine als auch flir Proliferationsmarker (MIB-1) oder
Differenzierungsmarker wie p63. Ferner gibt es auch keine Marker, die bei
einem manifesten Plattenepithelkarzinom Rulckschlusse auf zahlenmalig
wesentliche Primarorgane (Lunge, Cervix uteri, orale Regionen bzw. HNO-
Regionen) erlauben.

Entsprechend gibt es auch in der Mundhoéhle kein klares Einsatzgebiet fur die
Immunhistochemie. Dieses gilt auch fur die in der gynakologischen Zytologie
kirzlich entwickelte und auch hier in Dusseldorf praktizierte CINtec-plus-
Immunzytochemie (Loghavi et al. 2013, Yoshida et al. 2011, Kalof und Cooper

2007), bei der eine zytoplasmatische Farbung mit p16™4¢

(braun dargestellt)
mit einer kernbindenden Farbung mit MIB-1 (rot dargestellt) als Doppelfarbung
kombiniert wird. Auffallige Plattenepithelien mit eindeutiger Doppelmarkierung
werden, auch wenn sie moglicherweise nur in sehr geringer Zahl vorkommen,
als Beleg fur hohergradige Dysplasien gesehen, wodurch die in Diskussion

stehende Lasion dort als zur Progression neigende Veranderungen gesehen
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wird. Zu Ubersetzen ware dieses in die Gruppe ,dringender Verdacht® auf
Tumorzellen oder zumindest als Nachweis einer auf zellularer Ebene erfolgten
malignen Transformation. Eine Ubertragung der CINtec-plus-Férbung auf orale
Abstriche flhrte aber erwartungsgemal, da sie im Grunde Veranderungen am
Plattenepithel nach HPV-Infektionen morphologisch visualisiert, bei uns und
auch bei anderen Gruppen zu keinem klinisch umsetzbaren Ergebnis.

Von den derzeit bei uns ca. 700 immunzytochemisch weiter untersuchten Fallen
haben entsprechend nur sehr wenige etwas mit einer plattenepithelialen

Fragestellung zu tun.

AgNOR-Histochemie

Die dieser Anwendung biologische zugrunde liegenden Nukleolus-

organisierenden Regionen (,nucleolar organizer regions®, NOR) sind grol3e
rDNA-Loops, die auf den Satellitenregionen der p-Arme der akrozentrischen
Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 gelegen sind (Crocker et al 1989).
Topographisch liegen sie unter Normalbedingungen der Zelle eng benachbart
und bilden im Interphasekern den morphologisch erkennbaren Nukleolus. Seine
Erkennbarkeit hat dabei mit dem unterschiedlichen Farbeverhalten der
ribosomalen RNA (rRNA) gegeniber den Kernfarbstoffen, insbesondere
Hamatoxylin zu tun. Von der Funktion her sind die NORs flr die Transskription
der rRNA verantwortlich und greifen somit in die Dynamik der
Proteinbiosynthese entscheidend mit ein. Mit geeigneten, technisch nicht ganz
einfachen, aber inzwischen standardisierten Versilberungstechniken (Ag =
Abklrzung fur Argentum, Silber) lassen sich NOR-assoziierte Proteine
mikroskopisch als schwarze Dot-artige Komplexe (AgNOR) darstellen, deren
Zahl, Einzelflache und Gesamtflache auf biologische Fragestellungen bezogen
wird (Aubele et al 1994).

lhre Zahl und GrofRe wurde als direktes Maly fir die Zellzyklusdauer
interpretiert. Zusammen mit der Rate proliferierender Zellen (dargestellt z.B. mit
dem Marker MIB-1) liefern die AgNORs gemafR der sogenannten Brugal-
Hypothese ein gutes Mall fur die Wachstumsgeschwindigkeit einer
Zellpopulation, die sich bei Mammakarzinomen prognostisch nutzen liel3

(Biesterfeld et al. 2001c). In der oralen Zytologie wurde zwar gezeigt, dass sich
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Mundhohlenkarzinome auf diese Weise mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
diagnostizieren lassen (Remmerbach et al. 2003, Remmerbach et al. 2004),
dennoch hat sich diese Methode bisher nicht etablieren lassen - moglicherweise
wegen ihres technischen Aufwandes und der schwierigen Auswertung, die viel
morphologische Erfahrung des Untersuchers und auRerdem eine mikro-
skopische Bearbeitung weit auseinander liegender auffalliger Einzelzellen in
100x-facher ObjektivvergroBerung unter Olimmersion verlangt und somit auch
zeitlich nicht effektiv sein kann. Eine Kombination mit MIB-1 wurde unserem
Wissen nach dort noch nicht versucht.

Das derzeit einzige Einsatzgebiet der AgNOR-Histochemie in der
Zytodiagnostik liegt in ihrer Fahigkeit, mit groRer Trennscharfe zwischen reaktiv
verandertem und neoplastischem Mesothel zu unterscheiden (Onofre et al.
2008), so dass sie nicht nur zur Primardiagnostik von Mesotheliomen, sondern
bei dieser Fragestellung auch in BG-beauftragten Berentungsbegutachtungen
im Falle einer beruflichen Asbestbelastung eingesetzt wird (Biesterfeld et al.
2014).

Molekulare Zytologie

Die Ubertragung molekularer Verfahren auf die Zytologie befindet sich derzeit
noch in den Anfangen, da in vielen Pathologien die molekulare Bearbeitung an
histologischen Praparaten bevorzugt wird. Prinzipiell sind aber PCR-basierte
Verfahren, beispielsweise zur Erregeridentifikation, zur Mutationsanalyse oder
zur Erfassung einer Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen, moglich
und werden in unserer Einrichtung in Kooperation mit den Instituten fur
Pathologie der Universitaten Koln, Dusseldorf und Mainz angewandt, wobei
auch Verfahren der zytologischen Mikrodissektion zum Einsatz kommen.
Anwendungen beziehen sich beispielsweise auf molekulare HPV-Analysen an
gynakologischen Abstrichen, auf die Erfassung einer Mutation im EGFR-Gen
oder bei k-ras bei Lungenkarzinomen und Peritonealkarzinosen von
Kolonkarzinomen oder auf die Identifizierung einer monoklonalen lymphoiden
Population bei klinischem Lymphomverdacht. Wissenschaftliche Unter-
suchungen bei uns betreffen derzeit Uberwiegend Hypermethylierungsanalysen

in Fortsetzung der Arbeiten der Arbeitsgruppe Grote (Grote 2006). Fir die hier
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vorliegende Thematik aus der oralen Zytologie spielen molekulare
Anwendungen aber bislang keine diagnostische Rolle, weswegen auf sie nur

kursorisch eingegangen werden sollte.

1.3. Das ,,abnorme Regeneratepithel“ als besonderes Problem der
oralen Zytodiagnostik

Regeneration ist ein im Korper ublicher Mechanismus, der an dem Ziel teilhat,
Lasionen jeglicher Art mdglichst im Sinne einer Restitutio ad integrum zur
Heilung zu bringen. Das Korrelat hiervon in epithelialen Strukturen ist das
Regeneratepithel, das sowohl bei Plattenepithel, als auch bei Drusenepithel
auftritt und fur das es durchaus gut definierte Kriterien gibt (Koss 2005). Zur
Abgrenzung gegenuber Dysplasien werden gemal’ den Vorschlagen der WHO
Uberwiegend Kernkriterien herangezogen (Gale et al. 2005), darunter
insbesondere Beurteilung der KerngrofRe, der KerngroRenvariabilitat, der Kern-
Plasma-Relation, der Chromatinverteilung und der Chromasie des Kernes
sowie das eventuelle Auftreten von regular bzw. atypisch erscheinenden
Mitosen. Liegen gleichzeitig regenerative Veranderungen und geringe Hinweise
auf Dysplasie vor, die man aber noch nicht abschlielend als manifest suspekt
beurteilen mochte, ist eine Einordnung der Veranderung als ,abnormes
Regeneratepithel” und die Zuordnung der Diagnose in der Formenkreis der

,zweifelhaften Veranderungen sinnvoll.

Das Auftreten von Regeneratepithel ist aus biologischer Sicht insgesamt eine
gutartige Reaktionsform, die man haufig am Rand von Erosionen oder Ulzera in
Abheilung bzw. als Residuum nach abgelaufener Erosion findet. Das Vorliegen
von Kriterien zu seiner Erkennung und Abgrenzung darf aber nicht dartber
hinwegtauschen, dass es auch hier keine 100%-ige Klarheit der Definition gibt,
sondern dass stattdessen die in Abb. 1 gezeigte Uberschneidung von
Eigenschaften gutartiger und bdsartiger Zellen ,im Kleinen“ auch gilt und es
somit zwischen solchem Regeneratepithel, das mdglicherweise etwas
zunruhiger® erscheint, und dysplastischen Zellveranderungen interpretatorische

Ubergénge geben kann (Abb. 3).
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Abb. 3: Zytologische Praparate von Mundhohlenabstrichen mit einem grofden
Verband von Regeneratepithel (linkes Bild) im Vergleich zu
dysplastischen Epithelien (rechtes Bild, oberer linker Quadrant)
(Biesterfeld 2013)

Aus diagnostischer Sicht ist das zytologisch unauffallige, blande Regenerat-
epithel in die Gruppe der ,negativen Befunde® (s. Tab. 2) einzuordnen, wohin-
gegen das unklare Regeneratepithelien die Gruppe der ,zweifelhaften Befunde®
gehort, da hier schon Zweifel, wenn auch nur minimaler Art, an seiner
Gutartigkeit bestehen. Dies bedeutet, dass dieser Zuordnung eine durchaus
bemerkenswerte Bedeutung zukommt, da die entsprechenden Patienten damit
in eine gewisse Nachsorge uberfuhrt werden missen, welche mindestens eine
klinische Kontrolle des Abstrichgebietes, ggfls. kombiniert mit einer

Kontrollzytologie oder gar Biopsie, umfassen sollte.

1.4. Problemstellung

Das Stellen einer Diagnose aus dem Formenkreis der "zweifelhaften"
Veranderungen ist sowohl fur den Pathologen, als auch fur den Kliniker
unbefriedigend, da man aus ihr keine klaren klinisch-therapeutischen
Konsequenzen ziehen kann. Mit Hilfe von adjuvanten Methoden gelingt es

allerdings, diverse zweifelhafte Falle zu klaren.

In dieser Arbeit soll eine solche Klarung fir eine Diagnosegruppe aus der

oralen Zytologie versucht werden, die ganz am unteren Ende auffalliger
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Veranderungen steht, also zwischen "noch normal" und bereits "leichter
Dysplasie". Die zur Klarung am Schwerpunkt Zytopathologie der Heinrich
Heine-Universitat Dusseldorf hierzu vorgehaltene, geeignet erscheinende
Methode ist die DNA-Bildzytometrie, die an oralen Abstrichen ohnehin haufig
bei dysplastischen Veranderungen angewandt wird und auch, sofern die
Zellzahl es zulasst, bei den hier zur Debatte stehenden Fallen mit ,abnormem
Regeneratepithel" zum Einsatz kommt. Ziel der hier vorliegenden Studie ist,
retrospektiv die Ergebnisse von Zytodiagnostik und DNA-Bildzytometrie zu
korrelieren und, soweit moglich, auf den klinischen Verlauf der Patienten zu
beziehen. Dazu wurde eine Analyse der in den Jahren 2007, 2008 und 2009
untersuchten Falle nach Art einer retrospektiven und epidemiologischen Follow-

Up-Studie vorgenommen, die im Folgenden vorgelegt wird.

Zu der Studie wurde ein Ethikvotum von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Heinrich Heine-Universitat Dusseldorf eingeholt
(Studiennummer 4890 vom 4.12.2014).
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2. Material und Methoden

21. Patientenkollektiv

Am Funktionsbereich Cytopathologie der Heinrich Heine Universitat Dusseldorf
sind zwischen dem 01.01.2007 und dem 31.12.2009 insgesamt 4634 Falle von
oralen Gewebeproben zur Untersuchung eingegangen. Aus dem Befundarchiv
des dort eingesetzten Befundschreibungssystems ,dc-pathos” (Fa. dc-Systeme,
Heiligenhaus) wurden diejenigen 114 Gewebeproben ermittelt, in welchen eine
"zweifelhafte" Diagnose (s. unten) wegen ,abnormer Regeneratepithelien" in
der Mundschleimhaut als gravierendster Veranderung diagnostiziert wurden.
Bei 84 dieser Proben wurde seinerzeit eine erganzende DNA-bildzytometrische
Messung durchgefuhrt. Bei 30 Fallen (= 26,3%) war dieses nicht mdoglich
gewesen, weil die Zahl der auffalligen Zellen den Befunden zu gering
erschienen war, als dass eine solche Messung (Mindestzellzahl: s. Kapitel 2.2)
fur aussichtsreich gehalten worden ware, oder weil die Proben fehlerhaft fixiert
wurden und somit keine Auswertung moglich war. Entsprechend waren diese
Falle rein zytologisch als ,zweifelhaft” abgeschlossen worden.

Die verbliebenen Falle betrafen zu 41% Manner (mittleres Alter: 54,9+/- 13,97
[SD] Jahre) und zu 59% Frauen (mittleres Alter 61,2 +/- 13,95 [SD] Jahre).

2.2, Methoden

2.2.1. Konventionelle zytologische Diagnostik

Papanicolaou-Farbung

Die zytologischen Untersuchungen erfolgten an seitens der Kliniker
abgenommenen und mit alkoholischem Spray (uUblicherweise MERCKOFIX, Fa.
Merck, Darmstadt) fixiert eingesandten Ausstrichpraparaten. Diese wurden im
Eingangslabor routinemallig einer automatisierten, d.h. in einem Farbe-
automaten (Shandon-Varistain 24-4) abgewickelten Papanicolaou-Farbung
(,Pap-Farbung®) gemal dem allgemein Ublichen Protokoll (,Standard Operating
Procedures®, SOP) unterzogen (Tab. 4) und mit einem konventionellen Medium
eingedeckelt. Die Schritte 6 (Hamatoxylin), 14 (Orange Il 2b) und 17 (Poly-
chrom 3b) reprasentieren dabei die Farbstoffinkubationen.
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Farbeschritt Kuvetteninhalt Inkubationszeit
1 96% Ethanol 2 Min.
2 96% Ethanol 1 Min.
3 70% Ethanol 1 Min.
4 50% Ethanol 1 Min.
5 Aqua dest 1 Min.
6 Hamatoxylin 2 Min.
7 Leitungswasser 3 Min.
8 Leitungswasser 3 Min.
9 NH,OH 1 Min.
10 70% Ethanol 1 Min.
11 70% Ethanol 1 Min.
12 80% Ethanol 1 Min.
13 96% Ethanol 1 Min.
14 Orange Il 2b 2 Min.
15 96% Ethanol 1 Min.
16 96% Ethanol 1 Min.
17 Polychrom 3b 2 Min.
18 96% Ethanol 1 Min.
19 96% Ethanol 1 Min.
20 99,5% Ethanol 2 Min.
21 Xylol 1 Min.
22 Xylol 1 Min.
23 Voclear 1 Min.
24 Voclear 1 Min.

Tab. 4: Ablauf der Papanicolaou-Farbung

Zytologische Beurteilung

Hieran schloss sich die konventionelle zytologische Diagnostik unter
Anwendung der Ublichen zytologischen Kriterien der oralen Zytologie an (Koss

2005). Wesentliche Zellveranderungen wurden dabei gemall den SOPs mit
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einem wasserfesten dunnen Filzstift auf dem Deckglas eingekreist und auf
diese Weise dokumentiert. An der zytologischen Diagnostik waren sowohl
Zytologieassistenten, als auch Pathologen beteiligt. Fir die Zytologie-
assistenten galt dabei der berufstypische Grundsatz, dass sie alle Falle, die sie
als ,nicht negativ‘ abschlielen wirden, einem Facharzt vorlegen muissen, so
dass alle Praparate dieser Serie abschlieliend facharztlich gesehen worden
sind. Allen Praparaten gleich war die Zuordnung der starksten Zell-
veranderungen am Plattenepithel als ,abnormes Regeneratepithel® und die

Formulierung einer Diagnose der Kategorie ,zweifelhaft®.

Sofern die Befundung nach rein subjektiven Kriterien der Befunde ausreichend
viele Zellen fUr eine adjuvante Beurteilung ergeben hatte, wurden die Praparate
zur DNA-bildzytometrischen Messung weitergegeben.

2.2.2. DNA-Bildzytometrie

Feulgen-Farbung

Zunachst wurde mit einem handelsublichen Kopierer vom Objekttrager im
Originalzustand, der auf den Einsendeschein gelegt war, eine Kopie angefertigt,
die die mit wasserfestem Stift vorgenommenen punktformigen oder kreis-
formigen Markierungen dokumentieren sollte und gleichzeitig als Einsende-

schein fur die DNA-Bildzytometrie diente.

Danach wurde der Objekttrager in eine Xylol-gefiillte Kivette eingestellt, damit
sich das Deckglas I6sen konnte. Dieser Vorgang konnte gelegentlich bis zu drei
Tagen dauern. Nachdem das Deckglas abgelost war, erfolgte die Feulgen-
Farbung in einem mit einer heizbaren Kivette ausgestatteten und auch in
einigen anderen Bauteilen speziell modifizierten Farbeautomaten Shandon-
Varistain 24-4 (Chatelain et al. 1989) gemall den SOPs der Einrichtung (Tab.
5).
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Farbeschritt Kuvetteninhalt Inkubationszeit
1 Xylol 15 min
2 99,5% Ethanol 5 min
3 96% Ethanol 5 min
4 10% gepuffertes Formalin 50 min
5 Aqua dest. 10 min
6 Aqua dest. 10 min
7 5N HCI (ca. 27°C) 60 min
8 Aqua dest. 2 min
9 Aqua dest. 2 min
10 Aqua dest. 2 min
11 Schiff'sches Reagenz 60 min
12 SO,-Wasser 5 min
13 SO,-Wasser 5 min
14 SO,-Wasser 5 min
15 Aqua dest. 1 min
16 Aqua dest. 1 min
17 70% Ethanol 10 min
18 96% Ethanol 10 min
19 99,5% Ethanol 10 min
20 Xylol 15 min

Tab. 5: Ablauf der Feulgen-Farbung

Die bereits 1924 entwickelte Feulgen-Farbung (Feulgen und Rossenbeck
1924), die formal einer histochemischen Reaktion entspricht, 1auft, modifiziert
und standardisiert nach Graumann(1953), in zwei Reaktionsschritten ab. Im
ersten Schritt erfolgt durch eine saure Hydrolyse mit 5N HCI Uber 55 Minuten
bei einer konstanten Temperatur von ca. 27 °C an der DNA die Zerstérung der
glykosidischen Bindung der Purinbasen an der C1-Stelle, so dass eine freie
Aldehydgruppe entsteht. Diese kann man dann im zweiten Schritt der Feulgen-

Farbung, der Reaktion mit der aromatischen Aminogruppe des Schiff'schen
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Reagenz, als rosaroten Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum bei 570nm
darstellen (von Hormann et al. 1958). RNA wird dabei nicht angefarbt, weil hier
die Spaltung der Glykosidbindung an der C1-Stelle nicht mdglich ist. Ebenfalls
nicht angefarbt werden Histone und andere Proteine.

Die Feulgen-Farbung kann somit als eine anerkannte stochiometrische
Methode zur quantitativen DNA-Darstellung gelten.

Nach Abschluss der Farbung erfolgte die manuelle Eindeckelung der Praparate
mit einem konventionellen Medium fur die Histologie und Zytologie, z. B.
VitroClud, und einem Uublichen Deckglas. Vom DNA-bildzytometrischen
Einsendeschein wurden die aufkopierten Markierungen auf das neue Deckglas
manuell Ubertragen. Danach wurde das Praparat bis zur Messung dunkel bei

Zimmertemperatur aufbewahrt.

In Abb. 4 ist ein reprasentatives Beispiel flr eine Feulgen-Farbung nach vorhe-
riger  Papanicolaou-Farbung  wiedergegeben; eine Entfarbung der
Papanicolaou-Farbung vor der Umfarbung nach Feulgen ist nicht notwendig, da
die Farbstoffe der Erstfarbung spatestens in der 5-normalen Salzsaure in

Losung gehen.

Abb. 4: Zytologie eines Abstrichpraparates nach Papanicolaou-Farbung (links)
und nach Feulgen-Farbung (rechts); die Identifikation identischer Zellen
ist nach der Umfarbung unschwer moglich. Im vorliegenden Beispiel
kénnen alle Zellen gemessen werden, da keine Uberschneidungen mit
anderen kernhaltigen Zellen oder Erythrozyten vorliegen (Biesterfeld
2013).
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DNA-bildzytometrische Messung

Die in dieser Studie ausgewerteten DNA-bildzytometrischen Messungen
wurden mit einem AutoCyte-System der Firma Roche bzw. einer MotiCyte
DNA-Workstation der Firma Motic, die verschiedene Generationen von DNA-
Zytometern reprasentieren, durchgefuhrt (Abb. 5), wobei beide Messmethoden
als gleichwertig gelten konnen (nicht veroffentlichte Daten des Schwerpunktes
Zytopathologie). Alle Messungen erfolgten in 40x-ObjektivvergroRerung an auf
einen Monitor Ubertragenen mikroskopischen Bildern und wurden mit der
jeweiligen  Geratesoftware des  PC-basierten  TV-Bildanalysesystems
ausgefihrt. An beiden Systemen werden die ESACP-Konsensus-
Anforderungen an DNA-bildzytometrische Messeinrichtungen (Haroske et al.
1998) eingehalten.

Abb. 5: Mess-Systeme fir die DNA-Bildzytometrie: Roche AutoCyte-System
(links) und MotiCyte DNA-Workstation (rechts) (Biesterfeld 2013)

Pro Messung werden ca. 300 auffalige Epithelien (,Analysezellen),
Ublicherweise aus zuvor markierten Bereichen (s. oben), und ca. 30 normale
Zellen (,Referenzzellen®, beispielsweise normale Epithelien, Fibroblasten,
Lymphozyten) aus ihrer Umgebung untersucht. Die Zellkerne werden nach
vorheriger Wahl des Zelltyps vom Untersucher mit der Maus angeklickt. Nach
automatisierter Bildung einer durch den Untersucher korrigierbaren Maske wird
die integrierte optische Dichte der von der Maske umschlossenen Pixel

bestimmt. Der Stand der Messung kann anhand des Monitorbildes, welches das
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Livebild, einen Teil der Bildgalerie und die Datenverteilung zum aktuellen Stand
der Messung zeigt (Abb. 6), verfolgt werden. Nach Abschluss der Messungen
wird, sofern die internen Qualitdtsmerkmale des Systems (Messwertbreite der
Referenzzellen in CV vom Mittelwert; Unabhangigkeit der Messwerte von der
Kernflache etc.) eingehalten sind, der mittlere Messwert der Referenzzellen als
2c (,diploider Standard“) gesetzt und hierauf basierend jeder einzelnen
Analysezelle ein Wert in ¢ zugeordnet. Alle gemessenen Zellen werden dabei in

eine Bildgalerie eingepflegt (Abb. 7).

Nach Abschluss der Messung Uberpruft der Untersucher anhand der Bildgalerie
die Referenz- und die Analysezellen auf die Richtigkeit der Zuordnung und auf
eine fehlerfreie korrekte Erfassung. Danach wird das Messergebnis unter
Anwendung der von der ESACP (,European Society of Analytical and Cellular
Pathology“) anerkannten DNA-zytometrischen Variablen (s. Kapitel 2.2.2) in
einer versandfahigen Befundseite, die auch das interpretatorisch wichtige DNA-
Histogramm (s. unten Abb. 7) enthalt, und zwei Seiten nach Arten eines

Messprotokolls dokumentiert und abgespeichert.

77 Start & & o 7 [Flreie=tun

Abb. 6: Monitordarstellung eines aktuellen Messvorgangs. Links Darstellung
des mikroskopischen Livebildes, in der Mitte Bildgalerie der letzten 12
erfassten Objekte, rechts Diagrammdarstellung der DNA-Mess-
wertverteilung (oben) und Darstellung der Beziehung von DNA-
Messwerten und Kernflachen (Biesterfeld 2013).
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Abb. 7: Monitordarstellung einer 55 Messzellen umfassenden Seite der Bild-
galerie (Biesterfeld 2013)

DNA-bildzytometrische Variable

Fir vergleichbare objektive Ergebnisse ist es wichtig, festgelegte Standards flr

die Interpretation der DNA-Verteilungshistogramme zu verwenden. Diese
betreffen sowohl die Interpretation von Aneuploidie, als auch die Definition
verschiedener Indizes und Algorithmen zur Beschreibung von DNA-
Verteilungsmustern. Auf der ESACP-Konsensuskonferenz in Oslo wurden 1997
diverse Variablen empfohlen bzw. zugelassen (Haroske et al. 1998), von denen
im Folgenden die dort gefasste gultige Definition der in dieser Arbeit

verwendeten GroRen modifiziert nach Girmes (2009) dargestellt werden sollen.

DNA-Stammlinie
Der bereits 1963 gepragte Begriff der DNA-Stammlinie (Seidel und Sandritter

1963) beschreibt die Lage der Gy/G1-Fraktion einer Zellpopulation und sollte mit
einer (kleineren) Zellpopulation mit einem doppelt so hohen DNA-Gehalt (G2/M-
Fraktion) einhergehen. Festgelegt wurde im ESACP-Protokoll, dass eine DNA-
Stammlinie im Histogramm um ein signifikantes lokales Maximum, das kein

Duplikat eines anderen Peaks darstellen darf, definiert werden soll. Die



Seite | 23

Festlegung daruber, wo im konkreten Fall eine DNA-Stammlinie liegt, trifft
letztendlich subjektiv der Untersucher, der im DNA-Histogramm eine Umgebung
festlegt, innerhalb derer dann die DNA-Einzelwerte zu einem DNA-

Stammlinienwert gemittelt werden.

“Exceeding Events” (EE) bzw. “Exceeding Rates” (ER)

Die ,Exceeding Events“ (EE) Werte geben an, wie viele Zellen einen

bestimmten absoluten DNA-Wert, z.B. 5c (,5CEE") etc., Uberschreiten (Ploem-
Zaijer et al. 1979). Einige der zahlreichen gemachten Vorschlage zu EEs wie
der 3cEE oder der 7cEE sind eher willkurlicher, virtueller Natur. Hinter den
Vorschlagen des 2,5cEE, des 5cEE und des 9cEE stehen allerdings durchaus
biologisch begrindete Vorstellungen, auf diese Weise Werte zu quantifizieren,
die die Grenzen fur Diploidie (2c), Tetraploidie (4c) oder Oktoploidie (8c) sicher
Uberschreiten; sie stammen aus den 80er Jahren, in denen man noch breitere
Messfehlermargen bericksichtigen musste und koénnten heute theoretisch
enger gefasst werden (z.B. ,2,25cEE" etc.) - solche Modifizierungen haben sich
aber nicht durchgesetzt, insbesondere da man die Vergleichbarkeit von Studien
erhalten wollte. Gibt man ihre Zahl nicht als Rohwert (z.B. ,5cEE = 6), sondern
als Prozentsatz der Analysezellpopulation an, so entsteht die zugehorige
,Exceeding Rate“ (ER) (z.B. ,5cER = 2%" bei 300 Analysezellen). Ihr Vorteil
liegt in der besseren Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Fallen bzw.
verschiedenen Studien, die nicht unbedingt mit identischer Anzahl von
Analysezellen durchgeflhrt worden sind. Aus den EE- und ER-Parametern
leiten sich Optionen zur DNA-bildzytometrischen Einzelzellinterpretation ab, die
von der Uberlegung ausgeht, dass DNA-Aneuploidie auch dann vorliegt, wenn
DNA-Einzelwerte auftreten, die im entsprechenden Gewebe nicht vorkommen
durfen. Bei diversen Geweben ist dieses mithilfe des 5cEE moglich, der Zellen
charakterisiert, die signifikant ober des 4c-Wertes der normalen G,/M-Phase
liegen. Bei Plattenepithelien, wie sie Gegenstand dieser Arbeit sind, missen
aber Aspekte der euploiden Polyploidisierung(Biesterfeld et al. 1994), viraler
Infektionen (z. B. HPV) sowie vorangegangener Zytostatika- oder Strahlen-
therapie bedacht werden. Deswegen wird bei plattenepithelialen Lasionen, die
bis 8c polyploidisieren konnen, lediglich der 9cEE bzw. der 9cER diagnostisch

herangezogen, nicht aber 5cEE oder 5cER.
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Diagnostische Interpretation DNA-zytometrischer Messungen

In der hier durchgefihrten Studie wurde DNA-Aneuploidie diagnostiziert, wenn
Stammlinienaneuploidie oder Einzelzellaneuploidie gemall den ESACP-

Konventionen vorlag.

Stammlinienaneuploidie

DNA-Stammlinien werden als aneuploid angenommen, wenn sie aul3erhalb des
normalen Wertes von 2c oder seiner potenzierten Vielfachen +/- 10% liegen,
also aulderhalb von 1,8c - 2,2c bzw. auf3erhalb von 3,6¢c - 4,4c etc. In Abb. 8
sind zwei reprasentative DNA-Histogramme wiedergegeben.
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Abb. 8: Reprasentative DNA-Histogramme mit gelber Unterlegung der
Stammlinie. Oben: DNA-Stammlinie bei 2c, kein Hinweis auf An-
euploidie. Unten: Eindeutige Aneuploidie bei einer DNA-Stamm-
linienploidie von 3,18c.
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Einzelzellaneuploidie

Bei Vorliegen von MelRwerten oberhalb von 9c wurde von Einzelzellaneuploidie

ausgegangen (9cEE > 0).

Verdacht auf Aneuploidie

Ein Verdacht auf Aneuploidie wurde geaullert, wenn sich eine aus
diagnostischer Erfahrung auffalliger, aber nicht fir DNA-Aneuploidie bewei-
sender Befund zeigte. Hierzu gehdren breite Verdopplungsgipfel bzw.
Stammlinien im tetraploiden Bereich (3,6¢ - 4,4c) bzw. eine Bildung angedeu-
teter kleiner Wertehaufungen im aneuploiden Bereich, die man noch nicht als
eindeutige aneuploide Stammlinie interpretieren mochte. Letzten Endes ist
diese Interpretationsart nicht eindeutig definiert und greift Gberwiegend auf die

Erfahrung der Befunder zurick.

2.2.3. Ermittlung des klinischen Follow-Up

Die aus den Befunden und den in unserer EDV dokumentierten Stammdaten
der Patienten (Name, Geburtsdatum, Adresse, einsendender Zahnarzt, klini-
sche Angaben [Lokalisation der Entnahme, klinisches Bild etc.], zytologische

Diagnosen) wurden in eine Excel-basierte Datenbank tberfluhrt.

Zur Ermittlung des Follow-Up wurde zum einen ein Fragebogen entwickelt, der
auf der Ubernachsten Seite zur besseren Abgrenzung zum ubrigen Text blau
wiedergegeben ist (Abb. 9, S. 27) und der an alle auf dem Einsendeschein
genannten Behandler, also die einsendende Praxis / Klinik und an ggfls. mit
genannte Hausarzte und Hauszahnarzte versandt wurde. Wurde unter 7. eine
entsprechende Angabe getatigt, so wurde ein weiterer Versand eines neuen
Fragebogens an den dort Genannten veranlasst.

Trotz mehrfacher Einsendung der Fragenbdgen sowie telefonischer als auch
Nachfrage per E-Mail kamen nur 18 (= 24,0%) Fragebdgen zurtick. Von diesen
waren nur neun ausreichend beantwortet und trugen zur weiterfUhrenden

Datenauswertung bei. Von den Ubrigen wurde bei funf Fragebdgen nur die
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Lokalisation der Probenentnahme angegeben. Bei vier Fragebdgen waren
keine weiterfihrenden Antworten eingetragen.

Insgesamt konnten auf diese Weise zufriedenstellende Angaben zu lediglich
neun Proben(von n= 114) der 75 Patienten (= 7,9%) ermittelt werden; auf diese
Zahl beziehen sich die in Kapitel 3 dargestellten Ergebnisse, die nach

Uberfiihrung der Datenbank in eine anonymisierte Form errechnet wurden.

Zum anderen stand das Befundarchiv des Institutes flr Pathologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf (Leiter: Prof. Dr. med. Gabbert) zur Verfligung.
Zu allen Patienten wurden hier ein Datenabgleich durchgefuhrt und etwaig
vorhandene Befunde daraufhin Uberprift, ob sie eine Beurteilung einer Probe
von einer vorherigen zytologischen Entnahmestelle der Patienten reprasen-

tierten. Letztendlich war dieses bei weiteren acht Patienten der Fall.

2.2.4. Statistische Untersuchungen

Die statistischen Untersuchungen wurden mit Microsoft Excel durchgefuhrt. Die
biometrischen Grunddaten umfassten die Ublichen Variablen der deskriptiven
Statistik, d.h. Median, Mittelwert, Varianz und Standardabweichung. Ferner
wurden zur Analyse von statistischen Zusammenhangen zwischen Unter-
gruppen bei kategorisierten Grof3en der Chi*-Test und bei stetigen Grof3en der
t-Test angewandt. Statistische Signifikanz wurde jeweils fur ein p-Niveau von p
< 0.05 angenommen, entsprechend einer Wahrscheinlichkeit von < 5%, die

Nullhypothese irrtimlich abzulehnen.
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Klinische Studie ,,DNA-zytometrische Diagnostik an Regeneratepithel der Mundschleimhaut*

Daten zum Patienten
Name des Patienten:
Geb.-Datum:
Eingangsnummer:
Datum der zytologischen Befundung:

Lokalisation der Entnahme It. Einsendeschein:

Unsere Fragen

1. Wann bestand Ihr letzter Kontakt zum Patienten?

2. Bitte Gberprifen und ggfls. prazisieren Sie die Lokalisation der Entnahme.

3. Welche Grunderkrankung lag der untersuchten Lasion zugrunde?

4. Wie verhielt sich der klinische Verlauf der Lasion (Abheilung / Persistenz / Progredienz etc.)?

5. Wurden eine zytologische Kontrolluntersuchung oder einer histologische Untersuchung der identischen
Lasion vorgenommen (wenn ja, bitte Befund beilegen bzw. kurz wiedergeben)?

6. Lagen seinerzeit weitere Schleimhautidsionen der Mundhohle vor oder wurden seitdem neue
diagnostiziert?

7. Welche weiteren Arzte oder Zahnarzte kdnnten bei Bedarf weitere Auskunft iiber den Patienten geben?
BITTE VERWENDEN SIE FUR DIE RUCKSENDUNG DIESES BOGENS DAS ADRESSFELD AUF DER

RUCKSEITE, DAS FUR EINEN FENSTERUMSCHLAG POSITIONIERT IST.

SIE KONNEN DEN BOGEN AUCH PER FAX AN UNS SENDEN (0211-8118402).

gez. Prof. Dr. S. Biesterfeld / ZA A.-M. Leschik

Abb. 9: Fragebogen zur Ermittlung des klinischen Follow-Up; dieser wurde
einem Anschreiben beigelegt, in welchem Aufbau und Zweck der
Studie erlautert wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Zusammensetzung der Patientengruppe

Ursprunglich umfasste das Patientenkollektiv 110 Personen, bei denen 374
Proben entnommen worden sind (Abb. 10). Lediglich die 114 Proben, die
wegen ,abnormen Regeneratepithels® als ,zweifelhaft® eingestuft worden
waren, wurden im Folgenden berucksichtigt, synchron an anderen
Entnahmeregionen erhobene Diagnosen der Kategorien “negativ®, ,dringend
verdachtig“ und ,positiv’ hingegen nicht. Bei 30 Proben konnte aufgrund von
technischen Problemen, insbesondere bei zu starken Zelliberlagerungen oder
zu deutlichen Lufttrocknungsartefakten bzw. aufgrund zu geringer Zellzahl keine
DNA-bildzytometrische Messung durchgefuhrt werden (Abb. 11). Zur Auswer-
tung kamen somit endgultig 84 Proben von 75 Patienten (vgl. Tab. 6).

B Orale Gewebeproben
2,5%
zweifelhaftes abnormes
Regeneratepithel

Abb. 10: Graphische Darstellung der Diagnosen mit "abnormen Regenerat-
epithel" der Mundschleimhaut in Bezug auf alle oralen Gewebsproben

m zweifelhaftes abnormes
Regeneratepithel

B DNA-Bildzytometrie nicht
moglich

Abb. 11: Anteile fir DNA-bildzytometrische Messungen geeigneter bzw. nicht
geeigneter Praparate
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Zeitraum
) ) . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
1 1 Gaumen rechts nicht aneuploid 33 107 euploide Polyploidisierung
3 2 Mundboden nicht aneuploid 30 276
5 2 Mundboden, Ubergang Zunge Verdacht auf Aneuploidie S;ﬁgﬁfpﬁggﬂ:i%g%dm 10 Tage 30 264 peritetraploid
6 2 Mundboden regio 34 aneuploid. Plattenepithelkarzinom G1 10 Tage 41 256
13 2 Mundboden aneuploid. Tumorfrei 20 Tage 41 313
23 2 Mundboden rechts nicht aneuploid gg‘t'teerrfegxﬁg:iz';ﬁggq - 13 Tage 37 262 peritetraploid
24 3 4.Quadrant vestibular nicht aneuploid 40 227
25 4 Wange links Verdacht auf Aneuploidie 30 188 peritetraploid
26 4 Wange links nicht aneuploid 35 220 euploide Polyploidisierung
28 5 - nicht aneuploid 44 202
30 6 Vestibulum ,relativ hinten* Verdacht auf Aneuploidie 40 343 peritetraploid
37 7 regio 44 sublingual nicht aneuploid 34 226 peritetraploid
44 8 - nicht aneuploid 31 217 euploide Polyploidisierung
46 9 - nicht aneuploid 34 101 euploide Polyploidisierung
56 10 Zungenrand rechts aneuploid 38 153
57 11 Zungenrand rechts aneuploid 37 304
58 12 - nicht aneuploid 39 111
59 13 Gaumen nicht aneuploid 39 151 euploide Polyploidisierung
60 14 Oberkieferfront nicht aneuploid 43 205 euploide Polyploidisierung

Tab.:6: Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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Zeitraum
) ) . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
61 14 Unterkieferfront nicht aneuploid 39 202 euploide Polyploidisierung
64 15 Unterkiefer Regio33-36 lingual aneuploid 40 301
65 16 Zungenrand rechts nicht aneuploid 37 152
69 17 Wange links nicht aneuploid 38 135
70 18 Gaumen Verdacht auf Aneuploidie 32 110
71 19 regio 31 sublingual aneuploid 30 307
72 20 regio 16 nicht aneuploid 32 104 euploide Polyploidisierung
78 20 Planum buccale rechts nicht aneuploid 32 93
83 21 Zungenunterseite links Verdacht auf Aneuploidie 38 243
96 23 - nicht aneuploid 30 126 euploide Polyploidisierung
97 24 Wange regio 47-48 nicht aneuploid 32 135 euploide Polyploidisierung
100 25 retromolar rechts nicht aneuploid 30 100 euploide Polyploidisierung
104 26 Unterlippe links aneuploid 35 210
106 26 Mundwinkel rechts aneuploid 30 202
114 26 Mundwinkel rechts auf3en -— nicht moglich
133 26 Lippe innen -— nicht moglich
135 27 weicher Gaumen rechts nicht aneuploid 39 230
136 28 harter Gaumen nicht aneuploid 38 157 euploide Polyploidisierung
137 29 harter Gaumen nicht aneuploid 43 304 euploide Polyploidisierung

Tab.:6 (Fortsetzung): Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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Zeitraum
) . . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
138 30 Gaumen nicht aneuploid 35 139 euploide Polyploidisierung
140 31 Wange nicht aneuploid 37 121
141 31 Umschlagfalte rechts nicht aneuploid 30 155
144 31 Umschlagfalte links -—- nicht méglich
147 32 - nicht aneuploid 44 64
149 33 Unterkieferfront nicht aneuploid 39 126
155 34 Regio17 nicht aneuploid 37 115
158 35 Zungenrand hinten links nicht aneuploid 41 214 euploide Polyploidisierung
159 35 Zungenrand vorne links - nicht méglich
164 35 Mundwinkel rechts leichte Dysplasie zeitgleich nicht méglich
168 36 regio 47 crestal aneuploid 30 301
169 37 Gaumen nicht aneuploid 39 258 peritetraploid
172 38 Planum buccale rechts nicht aneuploid 30 179 peritetraploid
173 39 Oberkiefer links nicht aneuploid 35 263 euploide Polyploidisierung
174 40 Zungenunterseite links nicht aneuploid 35 223
178 41 regio 37 nicht aneuploid 30 73 euploide Polyploidisierung
182 42 regio 22 nicht aneuploid 41 69
184 43 Wange links nicht aneuploid 35 157 peritetraploid
186 44 Alveolarkamm rechts nicht aneuploid 56 271 euploide Polyploidisierung

Tab.:6 (Fortsetzung): Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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Zeitraum
) ) . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
188 45 regio 46 nicht aneuploid 46 212
198 47 Gaumensegel links nicht aneuploid 41 111
200 48 Regio38 nicht aneuploid 31 50
207 50 Wange rechts nicht aneuploid 39 163 euploide Polyploidisierung
208 50 Wange rechts nicht aneuploid 42 172 euploide Polyploidisierung
209 50 Oberlippe nicht aneuploid 40 141
210 51 Zungenrand rechts aneuploid 38 304
212 52 Planum buccale links Egﬁfp?ggﬁ’(’:ﬁ;g;"ez 20 Tage nicht méglich
213 52 Regio 33-35 -—- mittlere Dysplasie bei Leukoplakie | 20 Tage nicht mdéglich
216 52 Mundboden Regio 41 nicht aneuploid Nicht mdéglich
218 53 regio 12-13 vestibular - nicht mdglich
219 53 Gingiva regio 44-45 -— nicht mdéglich
224 53 Gingiva regio 13 - nicht mdglich
225 53 Oberkieferfront regio 22 - Tumorfrei zeitgleich nicht méglich
230 53 Unterkieferfront Regio 42 - Tumorfrei zeitgleich nicht méglich
231 53 regio 12-13 marginal nicht méglich
232 53 Oberkieferfront nicht aneuploid 55 169

Tab.:6 (Fortsetzung): Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben

und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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Zeitraum
) ) . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
233 53 Unterkieferfront nicht méglich
234 53 Umschlagfalte Oberkiefer nicht aneuploid 33 289 euploide Polyploidisierung
236 54 - nicht aneuploid 43 105
237 55 Unterkieferkamm nicht aneuploid 40 259 peritetraploid
243 57 Zungenrand rechts Verdacht auf Aneuploidie 31 201
244 58 Zungenrand links aneuploid 39 307
245 59 regio 17 nicht aneuploid 34 162 euploide Polyploidisierung
247 60 Zungenrand links aneuploid 51 152
252 61 regio 33 lingual nicht aneuploid 40 113 euploide Polyploidisierung
256 62 retromolar rechts nicht aneuploid 48 43
264 63 Mundboden rechts aneuploid 34 311
268 64 Gaumen rechts nicht aneuploid 39 124 euploide Polyploidisierung
269 64 Gaumen links nicht aneuploid 53 115 euploide Polyploidisierung
270 65 Zungenrand links aneuploid 41 325
277 66 Mundboden rechts nicht aneuploid 38 179 euploide Polyploidisierung
278 66 Gingiva Oberkiefer rechts aneuploid 32 187
279 67 regio 41 lingual nicht aneuploid gqliatlttlt?arr?egi}{rs\g:i:irez}iﬁ% G2 zeitgleich 43 198 euploide Polyploidisierung
282 67 regio 41-43 vestibular nicht aneuploid gqlgttlteerr?egi)gﬁz:i::'ez’iﬁgﬁ G2 zeitgleich 53 132 euploide Polyploidisierung
283 67 regio 41-43 lingual nicht aneuploid mittlere Dysplasie und zeitgleich 52 202 euploide Polyploidisierung

Plattenepithelkarzinom G2

Tab.:6 (Fortsetzung): Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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Zeitraum
) ) . S zwischen | 7, ger [ Z4ahl der .
Fall Patient Entnahmestelle Ergebnis der DNA-Zytometrie Histologie Zytologie Eichzellen Analyse- Kommentar zur DNA-Zytometrie
und zellen
Histologie
286 68 Planum buccale rechts --- nicht mdglich
288 68 Planum buccale rechts - Tumorfrei bei Lichen ruber 3 Monate nicht moglich
289 68 Planum buccale rechts nicht aneuploid 46 112 euploide Polyploidisierung
292 69 Unterkieferfront vestibular -—- nicht méglich
294 69 regio 34 nicht aneuploid 79 201 euploide Polyploidisierung
296 69 regio 35 -—- nicht méglich
299 70 regio 16 buccal nicht aneuploid 56 212 euploide Polyploidisierung
306 71 regio 36-37 nicht aneuploid 83 65
307 72 Mundboden rechts nicht aneuploid 74 88
308 73 Gaumen-Glossotonsillarfurche nicht aneuploid 68 54
323 75 vestibular nicht aneuploid 31 258
327 75 harter Gaumen rechts - nicht méglich
332 75 harter Gaumen rechts - nicht mdglich
348 75 regio 38 nicht aneuploid 38 205
354 75 Vestibulum 1. Quadrant - nicht méglich
356 75 Vestibulum 4.Quadrant -—- nicht méglich

Tab.:6 (Fortsetzung): Synoptische Datenubersicht einzeitig entnommener zytologischer Proben und klinischer Verlaufe aller 75 Patienten
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3.2. Klinische Daten

3.21. Alter und Geschlecht der Patienten

Die Aufschlisselung der Patienten bezogen auf die Geschlechterverteilung
zeigt, dass insgesamt mehr Frauen (n = 44, 58,7 %) im Vergleich zu den
Mannern (n = 31, 41,3%) untersucht worden sind. Das durchschnittliche Alter
aller Patienten bei der Probenentnahme lag bei 58,9 Jahren. Die Alters-
verteilung der Frauen mit einem Mittelwert von 61,2 +/- 13,5 [SD] Jahren unter-
schied sich nicht signifikant von der der Manner mit 54,9 +/- 15,2 [SD] Jahren (t-
Test: p > 0,05).

3.2.2. Entnahmelokalisationen

Die Gewebeproben der Mundschleimhaut zeigen eine breite Facherung der

Probenentnahmestellen (Tab.7, Abb. 12).

Mit 41% liegt der Bereich des Kieferkammes weit vorne. Zum Kieferkamm
wurde auch das Vestibulum dazu gezahlt. Beide Bereiche liegen so eng
aneinander, dass man davon ausgehen muss, dass bei der Probenentnahme
keine einheitliche Abgrenzung durch den Behandler stattgefunden haben wird.
Auch die Abgrenzung zur Wange ist nicht immer eindeutig festzulegen. Hier
wurden aber diverse Entnahmestellen von den Behandlern dem Planum
buccale zugeordnet, das sich klar vom Vestibulum unterscheiden lasst.

Die Anteile von Entnahmen vom Gaumen und vom Mundboden liegen
zahlenmafRig im mittleren Bereich der Verteilung vor der Zunge und den

Mundwinkeln.

Bei 7% der Falle wurde keine genaue Lokalisation der Probenentnahmestelle
angegeben; diese Falle wurden generell unter ,Mundschleimhaut® (MSH)

zusammengefasst.
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Lokalisation n Prozentualer Anteil
Kieferkamm 47 41%
Wange 16 14%
Gaumen 14 12%
Mundboden 13 12%
Zunge 9 8%
MSH/ unspezifiziert 8 7%
Mundwinkel 7 6%

Tab. 7: Entnahmelokalisationen von 114 oralen Abstrichen mit der Diagnose
,2abnormes Regeneratepithel”

B Gaumen

B Mundboden

B Wange

M Kieferkamm/Vestibulum
B MSH/nicht spezifiziert

B Zunge

Mundwinkel

Abb. 12: Graphische Darstellung der Entnahmelokalisationen von 114 oralen
Abstrichen mit der Diagnose ,,abnormes Regeneratepithel®

3.3.

3.3.1.

DNA-Bildzytometrie

Allgemeine Datenverteilung in der Messreihe

Im Folgenden werden die Ergebnisse mit der adjuvanten Methode der DNA-

Bildzytometrie dargestellt.

Insgesamt wurden an 84 Praparaten von 75

Patienten entsprechende Untersuchungen vorgenommen. 30 Proben konnten

nicht untersucht werden, weil bei der Befundung die Zahl der zu erwartenden

Analysezellen auf den Praparaten als zu gering erachtet worden waren (n = 27)
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bzw. weil aufgrund zu starker Lufttrocknungsartefakte eine Messung flr
technisch nicht méglich gehalten worden war (n = 3). Alle Messungen erfolgten
im Rahmen der ursprunglichen Routinediagnostik; es wurden gemafR der

Studienplanung keine nachtraglichen Messungen vorgenommen.

Im Durchschnitt basierten die Messungen auf der Erfassung von ca. 40
Eichzellen und ca. 185 Analysezellen, so dass die ZielgroRe von mindestens

200 Analysezellen im Durchschnitt nicht ganz erreicht wurde (Tabelle 8).

Zellart Mittelwert SD Minimum Maximum
Eichzellen 394 9,5 30 83
Analysezellen 185,4 76,7 43 343

Tab. 8: Darstellung der Eichzell- und Analysezellzahlen von 84 oralen
Abstrichen mit der Diagnose ,,abnormes Regeneratepithel*

Weniger als 50 Analysezellen standen in einem Praparat zur Verfugung, 50 -
100 Zellen bei neun Praparaten, 101 - 150 Zellen bei 19 Praparaten und > 150
Zellen bei 55 Praparaten. Messungen mit vergleichsweise wenigen Analyse-
zellen wurden vorsichtig interpretiert; bei 5 Praparaten wurde explizit auf die
eingeschrankte Aussagekraft hingewiesen bzw. eine erneute Probenentnahme

angeraten.

Bei 15 der 84 Messungen (= 17,9%) wurde DNA-Aneuploidie diagnostiziert,
sechs weitere (= 7,1%) waren auf DNA-Aneuploidie verdachtig, wahrend die

ubrigen 63 (= 75%) als nicht-aneuploid eingestuft wurden (Tabelle 9).

Bei einem der 15 Praparate mit DNA-Aneuploidie beruhte diese Diagnose rein
auf dem Auffinden einer oder mehrerer aneuploider Stammlinien, bei den
ubrigen 14 Praparaten waren sowohl die Kriterien fir Stammlinienaneuploidie,
als auch fur Einzelzellaneuploidie erfullt. AusschlieBlich Einzelzellaneuploidie
wies keines der Praparate auf.
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Die sechs Praparate, bei denen Verdacht auf DNA-Aneuploidie erhoben wurde,
erfullten die Kriterien fir DNA-Aneuploidie nicht eindeutig. Keines von ihnen
wies eine Stammlinie auf, die sich aulderhalb der oben dargestellten Bereiche
bei 2c bzw. 4c¢ befand. Allerdings zeigten sich zum Teil sehr breite Stammlinien
bzw. zahlenmalig starke Stammlinien im 4c-Bereich, schwer interpretierbare

angedeutete kleine aneuploide Peaks oder hohe Zahlen von Zellen in der S-

Phase.
Ergebnis der .
DNA-Zytometrie n Prozentualer Anteil
nicht aneuploid 63 75,0%
Verdacht auf Aneuploidie 6 7,1%
aneuploid 15 17,9%

Tab. 9:  Verteilung der ,aneuploiden®, ,nicht aneuploiden® und ,verdachtigen®
Proben nach DNA-Bildzytometrie, n=84

3.3.2. Zusammenhang zwischen Alter bzw. Geschlecht der
Patienten und dem Messergebnis

Die Diagnose von DNA-Aneuploidie war vom Alter der Patienten bei Abstrich-
entnahme unabhangig. Teilt man namlich die Patienten nach einem Alter von
60 Jahren, dem Median, in zwei fast gleich gro3e Gruppen auf, so ergibt sich
die in Tabelle 10 dargestellte statistisch nicht signifikant unterschiedliche
Verteilung (Chi*-Test: p > 0,05).

Alter der DNA-Bildzytometrie n
Patienten
nicht V.a. aneuploid
aneuploid Aneuploidie P
<60 Jahre 32 4 8 44
>60 Jahre 31 2 7 40
n 63 6 15 84

Tab. 10: Korrelation zwischen dem Patientenalter und dem Ergebnis der DNA-
Bildzytometrie, (V.a. Aneuploidie = Verdacht auf Aneuploidie)
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Bezogen auf das Geschlecht der Patienten erwies sich die Diagnose von DNA-
Aneuploidie ebenfalls als unabhangig. Die genauen Daten sind in Tabelle 11

wiedergegeben und zeigen keine statistische Signifikanz (Chi*-Test: p > 0,05).

Geschlecht der DNA-Bildzytometrie n
Patienten
nicht V.a. aneuploid
aneuploid Aneuploidie P
mannlich 24 2 9 35
weiblich 39 4 6 49
n 63 6 15 84

Tab. 11: Korrelation zwischen dem Geschlecht der Patienten und dem
Ergebnis der DNA-Bildzytometrie (V.a. Aneuploidie = Verdacht auf
Aneuploidie)

3.3.3. Zusammenhang zwischen der Lokalisation der Proben und
dem Messergebnis

Die Lokalisationen der Proben sind in Bezug zur DNA-Bildzytometrie in Tabelle
12 dargestellt und in Abbildung 13 illustriert.

F',-r‘(’)‘gae'f:rt]'t‘r’]';ﬁri; DNA-Bildzytometrie n
nicht V.a. An- .

aneuploid euploidie aneuploid
Kieferkamm / Vestibulum 28 1 3 32
Mundboden 7 1 5 13
Gaumen 9 1 0 10
Wange 8 1 0 9
Zunge 1 2 5 8
MSH 8 0 0 8
Mundwinkel / Lippe 2 0 2 4
n 63 6 15 84

Tab.12: Korrelation zwischen der Entnahmelokalisation und dem Ergebnis der
DNA-Bildzytometrie, (V.a. Aneuploidie = Verdacht auf Aneuploidie)
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45
40
35
30
25
< 20
< 15
<
E l
I(K::Tf]i:‘/ Mund- Mund-
Vesti- Wange boden Gaumen Zunge MSH leinkeeI/
bulum PP
V.a. A 1 1 1 0
B Aneuploidie 3 5 0 2
B Gesamt 35 11 12 2

Abb. 13: Darstellung des Anteils DNA-aneuploider Proben verschiedener
Entnahmelokalisationen im Saulendiagramm. Rot: Aneuploide Proben,
grun: Proben mit Verdacht auf DNA-Aneuploidie, blau: Nicht-
aneuploide Proben; n = 84, (V.a.A = Verdacht auf Aneuploidie)

Insgesamt zeigt sich, dass an den meisten Entnahmelokalisation aneuploide
DNA-Verteilungen selten sind (0 — 28,6 %); nur im Bereich Mundboden liegen
die Werte mit 38,5 % (5/13) bzw. an der Zunge mit 55,5% (5/9) deutlich héher.
Im Chi*-Test erwiesen sich diese Unterschiede im Vergleich zwischen
Mundboden und Zunge zu allen anderen Lokalisationen als signifikant (Chi?-
Test: x* = 24,69 und p < 0,01) und im Vergleich Zunge zu allen anderen
Lokalisationen ebenfalls als signifikant (Chi>-Test: x*2 = 18,42 und p < 0,01),
wobei die statistische Aussage bei der aufgrund der Seltenheit der Diagnose
begrenzten Fallzahl noch zurtckhaltend beurteilt werden sollte.

3.3.4. Betrachtungen zum Follow-Up

Aufgrund der nur geringen Zahl an Ricksendungen der Fragebdgen (vgl. Kap.
2.2.3), die zum Teil dann auch nur unvollstandig ausgefullt waren, kann man
leider nicht in vielen Fallen einen gesicherten klinischen Verlauf nachvollziehen;

auch bei der Lokalisationskennzeichnung durch den Behandler kam es leider zu
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Ungenauigkeiten in der Dokumentation, die sich retrospektiv nicht mehr

aufklaren lielien (Tabelle 13).

Wenn man davon ausgeht, dass die Zahnarzte der Primareinsendung auch
etwaige Kontrollzytologien an den Schwerpunkt Cytopathologie und nicht an ein
anderes Institut fir Pathologie gesandt hatten, so lasst sich festhalten, dass die
angeratenen Kontrollabstriche bei den auffalligen DNA-bildzytometrischen

Befunden bis auf wenige Ausnahmen (s. u.) nicht gemacht worden sein durften.

Rucksendungen Prozentualer Anteil
Ausreichend beantwortet 9 12,0
Lediglich Lokalisations- 5 6.7
angabe der Probenentnahme ’
Nicht weiterfuhrend 4 53
Gesamt 18 24,0

Tab.13: Rucklaufer der 75 Fragebdgen zum klinischen Follow-Up

Zusatzlich standen allerdings diejenigen acht Falle zur Verfigung, bei denen im
Institut fir Pathologie eine Einsendung eines Biopsates oder Resektates von
der Entnahmeregion der Zytologie erfolgte, was einen direkten Vergleich

moglich machte.

3.34.1. Zytologie und DNA-Bildzytometrie von Biirstenabstrichen mit
zeitnaher histologischer Untersuchung der Entnahmestelle
durch Biopsie

Zu den 84 DNA-bildzytometrisch untersuchten Burstenabstrichen gibt es in acht
Fallen histologische Untersuchungen von derselben Entnahmeregion, von
denen sieben zeitnah (innerhalb von 0- 20 Tagen) durchgefuhrt wurden und
eine verzogert, namlich 3 Monate nach der Zytologie (Tabelle 14). In weiteren
sechs Fallen, in denen keine Messung vorgenommen werden konnte, wurde

ebenfalls eine histologische Biopsiediagnostik durchgefihrt.
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mit ohne
Probenart DNA-Bildzytometrie | CoSaMt

Zytologische Diagnose

eines abnormen Regeneratepithels 84 30 114

Zeitnahe histologische Untersuchung 7 6 13
aus gleicher Lokalisation

Zeitversetzte histologische Untersuchung 1 0 1

aus gleicher Lokalisation

Tab. 14: Haufigkeitsverteilung von histologischen Entnahmen in Bezug auf
Zytologie und DNA-Bildzytometrie, n = 14

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie am Burstenabstrich
denen der Histologie gegenubergestellt, wobei auch die Falle berucksichtigt

wurden, an denen keine entsprechende Messung maoglich gewesen war.

Histologische Diagnose DNA-Bildzytometrie
am Biopsat am zytologischen Abstrichpraparat
nicht V.a. An- aneunloid keine
aneuploid | euploidie P Messung
Plattenepithelkarzinom 1
schwere Dysplasie 1 1
mittlere Dysplasie 4 1
leichte Dysplasie 1
kein Karzinom / keine
- 1 4
Prakanzerose

Tab. 15: Gegenuberstellung der DNA-bildzytometrischen Messergebnisse am
zytologischen Abstrich und der histologisch-bioptischen Befundung,
n = 14, (V.a. Aneuploidie = Verdacht auf Aneuploidie)

Im Folgenden sollen zwei charakteristische Falle kurz naher ausgefuhrt werden.

Fall 2: Rezidivierende prakanzerdse und kanzerose Mundschleimhautllasionen

Bei einer 65 Jahre alten Patientin wurde bereits in der Vergangenheit ein
Mundbodenkarzinom behandelt. Innerhalb des von uns gewahlten Zeitintervalls
(2007-2009) wurde 2007 in einem Bdurstenabstrich des Mundbodens im

Ubergang zur Zunge, also in Angrenzung an das friihere Operationsgebiet,
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abnormes Regeneratepithel diagnostiziert und DNA-zytometrisch ein Verdacht
auf DNA-Aneuploidie bei einer peritetraploiden Stammlinie und Zellen bis in den
16c-Bereich geaullert. Zehn Tage nach diesem Abstrich wurde histologisch in
einer Biopsie ein gut differenziertes invasives Plattenepithelkarzinom (schwere
Dysplasie mit Ubergang in ein G1-Karzinom) gesichert. Zeitgleich zur ersten
Zytologie wurde ein zweiter Abstrich, der etwas tiefer am Mundboden an Regio
34 entnommen wurde und der ebenfalls abnormes Regeneratepithel aufwies,
als DNA-aneuploid eingestuft. Hier ergab die Histologie 10 Tage spater
ebenfalls die Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms (G1). Als Therapie
erfolgte eine Mundbodenteilresektion mit adjuvanter Radiochemo-Therapie.
Nach weiteren 5 Monaten wurde erneut ein Burstenabstrich dieser Region
enthommen, da bei der Tumornachsorge leukoplakische Veranderungen
auffallig waren. Das Zellbild entsprach dabei auch hier einem abnormen
Regeneratepithel der Mundschleimhaut, was DNA-zytometrisch ein polyploides
Muster aufwies, wie es bei Zustand nach Radiatio oder Chemotherapie
vorkommen kann. Hier wurde keine Aneuploidie nachgewiesen.

Innerhalb der nachsten 10 Monate nach der Mundbodenteilresektion erfolgte
eine Mundbodenplastik mit einem Vollhauttransplantat, da keine Zungen-
mobilitat mehr gegeben war. Nach anfanglicher guter Einheilung wurden Teile
des Vollhauttransplantates nekrotisch und mussten wiederum reseziert werden.
Bei der Mundbodenplastik erfolgte auch eine Biopsie der Zunge, sowie des
Mundbodens, da dort klinisch erneut ulzerése Veranderungen der Mund-
schleimhaut zu erkennen waren. Es konnten histologisch keine malignen
Veranderungen festgestellt werden.

Bei den nachfolgenden Terminen der Patientin zu Anfertigung eines
Zahnersatzes wurde im Bereich des weichen Gaumens eine Veranderung
festgestellt. Zytologisch wurde eine leichte Dysplasie diagnostiziert und
histologisch als erosive Leukoplakie mit Dysplasien bestatigt.

Zwei Jahre spater wurde bei einem Burstenabstrich des Mundbodens DNA-
Aneuploidie nachgewiesen und eine obligate Prakanzerose diagnostiziert.
Histologisch konnte diese aber nicht bestatigt werden.

Der weitere Werdegang dieser Patientin liegt aul3erhalb des ausgewahlten
Untersuchungszeitraumes (2007-2009), aber stand durch die Behandlung

innerhalb des Uniklinikums Dusseldorf zur Verflugung. Ein Jahre spater wurde
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erneut der Mundboden, wegen klinisch sichtbarer leukoplakischer
Veranderungen mit einer zytologischen Untersuchung kontrolliert. Es konnte
zytologisch keine DNA-Aneuploidie nachgewiesen werden, aber wegen der
peritetraploiden Stammlinienverteilung (mit einem Wert bei 15c) eine
regelmallige zytologische Kontrolle des Regeneratepithels angeraten. Die
durchgefuhrte Histologie zeigte dann aber bereits ein Plattenepithelkarzinom
(G2) mit angrenzend mittlerer Dysplasie noch strukturell erhaltener Schleim-

hautabschnitte.

Der Fall belegt, wie bei Patienten mit anzunehmender Feldkanzerisierung
immer wieder sowohl klinisch, als auch zytologisch bzw. histologisch relevante
Veranderungen Uber die Zeit auftreten und diagnostisch abgeklart werden

mussen.

Fall 67: Diskrepanz zwischen Histologie- und Zytologiebefunden

In diesem Fall wurden bei einer 78 jahrigen Patientin Untersuchungen von der
Mundschleimhaut Regio 41 lingual durchgefuhrt, die abnormes Regenerat-
epithel ergaben. Dieses wies eine als euploid interpretierte polyploide
Stammlinienverteilung auf (2,05c, 4c, 8c). DNA-Aneuploidie wurde hingegen
nicht nachgewiesen. Bei der zeitgleich entnommen Biopsie ergab das
histologische Ergebnis allerdings bereits ein mafiggradig differenziertes,
verhornendes Plattenepithelkarzinom G2, dessen Zellen auch in der Rickschau
nicht auf den zytologischen Praparaten vorhanden gewesen waren.

Auch bei einer nachfolgenden Untersuchung knapp 3 Monate spater zeigte sich
ein identischer Befund in der Zytologie. Ein Abstrich aus der Regio 41-43
vestibular (Stammlinie bei 1,98c, 4c, 8c) und ein zweiter Abstrich aus der Regio
41-43 lingual (Stammlinie 2,04c, 4c, 7c) zeigten wiederum ein polyploides
Muster, aber keine DNA-Aneuploidie, so dass auch hier von aktivierten
Regeneratepithelien ausgegangen wurde. Die zeitgleiche Histologie ergab auch
hier wieder ein maRiggradig differenziertes verhornendes Plattenepithel-
karzinom G2 sowohl an der vestibularen, als auch an der lingualen Probe.
Weitere Kontrolluntersuchungen liegen in diesem Fall nicht vor.
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Zusammenfassend bleibt als Interpretation zum einen die Uberlegung, dass
jeweils nur Regenerat aus der Umgebung des Tumors erfasst worden ist.
Alternativ konnte Uberlegt werden, ob die Verhornung der Oberflachen
verhindert haben konnte, dass eindeutig atypische Zellen bereits oberflachen-

bildend waren.

3.3.4.2. Zytologie und DNA-Bildzytometrie von Biirstenabstrichen mit
zytologischer Kontrolluntersuchung der Entnahmestelle

Von den insgesamt 84 DNA-bildzytometrisch untersuchten Fallen wurde in 6
Fallen eine zeitnahe und in 3 Fallen eine zeitversetzte zytologische Unter-
suchung derselben Lokalisation durchgefuhrt. Auch die Erstzytologien, bei
welchen keine DNA-Bildzytometrie (30 Falle) durchgeflihrt wurde, sind nur in 3
Fallen zeitnah und in 4 Fallen durch eine zeitversetzte zytologische
Untersuchung erneut an derselben Lokalisation Uberprift worden (Tabelle 16).

Damit wurden von den 114 abnormen Regeneratepithelien insgesamt nur 14%
weiter verfolgt. Ein reprasentatives Follow-Up ist damit sicherlich nicht gegeben
und bedarf zuklnftig mehr Nachhaltigkeit. Die Empfehlung seitens des
Schwerpunktes Cytopathologie in Dusseldorf, Kontrollabstrichen anzufertigen,

wurde insgesamt nicht stringent umgesetzt.

mit ohne
Probenart DNA-Bildzytometrie | Cosam
Zytologische Diagnose
eines abnormen Regeneratepithels 84 30 114
Zeitnahe zytologische Untersuchung 6 3 9
aus gleicher Lokalisation
Zeitversetzte zytologische Untersuchung 3 4 7
aus gleicher Lokalisation

Tab. 16: Haufigkeitsverteilung von zytologischen Kontrollen in Bezug auf die
erste Zytologie und die DNA-Bildzytometrie, n =16

Tabelle 17 zeigt eine Gegenlberstellung der Ergebnisse der DNA-
Bildzytometrie an der ersten Zytologie im Vergleich zu den Kontrollzytologien,
wobei hier (bei teilweise mehreren Kontrollen) nur das zytologische Ergebnis

mit den hdchstgradigen Veranderungen berlcksichtigt ist. Mit aufgenommen
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wurden auch hier die Falle, bei denen keine Messung der ersten Zytologie

vorgenommen werden konnte.

Zytologische Diagnose DNA-Bildzytometrie
an Kontrollabstrichen am ersten zytologischen Abstrichpraparat
nicht V.a. An- aneunloid keine
aneuploid | euploidie P Messung
Plattenepithelkarzinom 1
schwere Dysplasie 1
mittlere Dysplasie
leichte Dysplasie
abnormes
Regeneratepithel 4 3 1
kein Karzinom / keine
- 1 1
Prakanzerose
Unzureichendes 1 > 1
Untersuchungsmaterial

Tab. 17: Gegenuberstellung der DNA-bildzytometrischen Messergebnisse am
ersten zytologischen Abstrich und der zytologischen Befundung von
Kontrollentnahmen, n = 16, (V.a. Aneuploidie = Verdacht auf
Aneuploidie)

Im Folgenden soll noch ein Fall gesondert dokumentiert werden.

Fall 19: Frilhe Detektion von DNA-Aneuploidie zwei Jahre vor histologischer
Manifestation

Dieser Fall ist insofern interessant, als bei diesem 48 jahrigen mannlichen
Patienten bei der zytologischen Untersuchung DNA-Aneuploidie am abnormen
Regeneratepithel nachgewiesen werden konnte. Eine kurzzeitige zytologische
Abstrichkontrolle wurde nicht durchgeflhrt, aber bei der Nachverfolgung des
Patienten in den Befundarchiven zeigte sich, dass zwei Jahre nach der ersten
Probenentnahme (Regio 31, sublingual) tatsachlich dort bei einer Biopsie
Carcinoma in situ aufgedeckt wurde. Die Lasion wurde daraufhin im Rahmen
einer Exzision operativ saniert. Leider kann der heutige Zustand des Patienten

nicht dokumentiert werden, da auch nach mehrmaliger Kontaktierung der
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Einsendepraxis keine aktuellen Informationen zu erzielen war. Sicher ware hier
sinnvoller gewesen, eher zu kontrollieren; letztendlich war aber wenigstens

noch eine nicht-invasive Lasion vorhanden.

3.3.4.3. DNA-bildzytometrisch untersuchte Biirstenabstriche ohne
Follow-Up

Zu den ubrigen 98 Patienten konnte aufgrund des mangelnden Rucklaufs an
Fragebogen durch die auswartigen Zahnarzte kein Follow-Up ermittelt werden;
ebenso lagen am Schwerpunkt Cytopathologie des UKD keine zytologischen
und am Institut fur Pathologie des UKD keine histologischen Praparate aus der
gleichen Entnahmeregion wie der zuvor untersuchte auffallige Burstenabstrich

Vor.

Bei neun dieser Falle, darunter finf Manner und vier Frauen zwischen 49 und
80 Jahren, war DNA-bildzytometrisch DNA-Aneuploidie bzw. ein Verdacht auf
DNA-Aneuploidie diagnostiziert worden. Auffalligerweise waren in sieben Fallen
(78%) der Zungenrand bzw. der Mundboden betroffen, obwohl diese bezogen
auf das Gesamtkollektiv (vgl. Kap. 3.3.2, Abb. 12) zusammen nur knapp 20%

der Probenentnahmestellen ausmachen.
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4, Diskussion
4.1. Das Fach Pathologie als zentrale Disziplin der Tumor-
diagnostik

Der Erkennung und Behandlung maligner Tumoren kommt in der modernen
Medizin schon aufgrund der hohen Inzidenz und Mortalitat solcher
Erkrankungen eine besondere Bedeutung zu. Derzeit (Stand: 2010) erkranken
in Deutschland pro Jahr 477.300 Menschen an malignen Tumoren, und die Zahl
von Menschen, die daran pro Jahr versterben, lag zuletzt bei 218.258 (Robert
Koch-Institut 2012). Entsprechend kann man, eine etwa gleich bleibende
Inzidenz einmal vorausgesetzt, von einer Tumorsterblichkeit maligner Tumoren

von 45,7% ausgehen.

Ohne eine sichere Tumordiagnostik ist eine Therapie aufgrund der erheblichen
Konsequenzen operativer Eingriffe und / oder strahlentherapeutischer bzw.
chemotherapeutischer Ansatze nur in Ausnahmenfallen vertretbar und kann
nicht die Regel sein. Ferner kommt es darauf an, nicht nur die Entscheidung
uber das Vorliegen eines malignen Tumors im allgemeinen zu treffen, sondern
auch darauf, ihn histogenetisch grob (z.B. Sarkom / Karzinom / malignes
Lymphom) bzw. fein (z.B. Adenokarzinom / Plattenepithelkarzinom) einzu-
ordnen und durch Bestimmung seiner Differenzierung (z.B. gut differenziert
(G1) / gering differenziert (G3)) auch in seiner malignen Potenz zu klassi-
fizieren. Diese diagnostischen Leistungen kdnnen nur durch morphologische
Untersuchungen von Zell- oder Gewebeproben erbracht werden, ggfls. erganzt
um molekulare Verfahren (z.B. in der Sarkomdiagnostik), nicht aber durch
klinische oder bildgebende Verfahren. So ist es beispielsweise der modernen
Radiologie durchaus mdglich, eine Raumforderung mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit als gutartig-reaktiv, gutartigen Tumor oder bosartigen Tumor
zu beschreiben. Eine echte, therapiefahige Artdiagnose aber lasst sich dennoch

aus der Bildgebung in aller Regel nicht ableiten.

Entsprechend ist es sicher nicht falsch, wenn der Berufsverband der
Pathologen (,Bundesverband Deutscher Pathologen®, BDP) mit dem Satz ,Jede

Tumordiagnose wird von einem Pathologen gemacht® versucht, sich der
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Offentlichkeit gegeniiber mit einer der Hauptaufgaben seiner Mitglieder
vorzustellen, auch wenn neben Pathologen bei manchen Fragestellungen alter-
nativ. auch Hamato-Onkologen (als Befunder von Sternalpunktaten),
Gynakologen (als Befunder von gynakologischen Abstrichen) oder Derma-
tologen (als Befunder von Haut-Unterhaut-Exzidaten) hiermit befasst sein
konnen. Sinngemal gilt der oben genannte Satz naturlich nicht nur fur maligne
Tumoren, sondern auch fur gutartige Tumoren und fur alle Tumorvorstufen, und
inhaltlich gemeint ist mit ihm letztendlich jede Betrachtung und Interpretation

von Zell- und Gewebsveranderungen im lichtmikroskopischen Bild.

4.2. Mikroskopische Diagnostik von Tumoren und Tumor-
vorstufen: Bedingungen und Mdglichkeiten

Histologie und Zytologie sind, was aullerhalb der Pathologie wenig gesehen
wird, nach wie vor subjektive Methoden mit sehr guten, aber nicht umfassenden
Moglichkeiten. So einfach es ist, klare Falle zu entscheiden, so schwierig kann
es andererseits sein, beispielsweise im Grenzbereich zwischen ,noch gutartig*

und ,schon bdsartig” zu einer tragfahigen Diagnose zu gelangen.

Fokussiert man ausschliel3lich auf das Themenfeld der Karzinome, deren
mogliche Vorstufen Gegenstand dieser Arbeit sind, so liegen die Haupt-
schwierigkeiten der Histologie
- in der Abgrenzung reaktiver Veranderungen gegenuber Dysplasien,
- in der Gradierung von Dysplasien als leicht, mittel oder schwer sowie
- bei manchen Entitaten in der zweifelsfreien Erkennung von Invasion,
z.B. bei verrukdsen Prozessen des Plattenepithels (verrukése Hyper-
plasie vs. verrukdses Plattenepithelkarzinom).
Wahrend die ersten beiden Problemfelder rein mit den epithelialen
Zellschichten zu tun haben und deren eventuellen Schichtungs- und Reifungs-
stérungen beurteilen, geht es im dritten Problemfeld um Texturstérungen des
Epithels hin zum darunter liegenden Stroma.

In der Zytologie, die nicht auf einen Zellverbund oder auf Texturparameter
zuruckgreifen kann, sondern rein auf die Morphe der abgetragenen oder
aspirierten Zellen angewiesen ist, liegen die Schwierigkeiten hauptsachlich in
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der Vielfalt der zur Interpretation vorhandenen Parameter, z.B. Kerngrofe,
KerngroRenvariabilitat, Ausmaly der Verschiebung der Kern-Plasma-Relation,
Hyperchromasie und Chromatinkérnung, und ihrer subjektiv vorgenommenen
Wertung durch den Befunder (vgl. auch Abb. 1).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse beider Methoden als
Goldstandard-artige Grundlage therapeutischer Entscheidungen herangezogen
werden, obwohl immer noch Unscharfen in der Diagnostik aufgrund der
Interpretationsspielraume der Zell- und Gewebsbilder moglich sind. Hinzu
kommt noch der Aspekt, dass Tumordiagnosen ublicherweise praoperativ an
kleinen Proben gestellt werden mussen und daher immer die Frage im Raum
steht, ob eine zytologische Probe oder eine histologisch zu bearbeitende

Biopsie ausreichend reprasentativ flr das biologische Gesamtgeschehen sind.

4.3. »Abnormes Regeneratepithel”: Eine Zusatzkategorie in der
oralen Zytodiagnostik

Verbindliche Vorgaben fir die Klassifizierung zellularer Veranderungen in

zytologischen Proben existieren nur fur wenige zytologische Anwendungen.

Darunter befindet sich insbesondere die der oralen Zytologie im Grunde eng
verwandte gynakologische Vorsorgezytologie, die aufgrund ihres Screening-
Charakters die mit groBem Abstand haufigste zytologische Untersuchung
Uberhaupt ist; pro Jahr werden in Deutschland ca. 16,2 Millionen Falle
bearbeitet. In dieser war bis zum 30.6.2014 die ,Munchner Nomenklatur II*
(Wagner 1990) verpflichtend anzuwenden, die im Grenzgebiet zwischen ,noch
gutartig“ und ,schon verdachtig“ dem Befunder die Wahl zwischen der Gruppe
II, der Gruppe Il und der Gruppe IlID lie3. Ein Problem lag dabei darin, dass
damit eine Entscheidungsnotwendigkeit bestand, zwischen Gruppen mit
unterschiedlicher klinischer Implikation stets klar zu entscheiden - lag man dann
mit einer Gruppe Il oder 1lID fir eine am Ende doch regenerative Veranderung
,ZU hoch®, hatte man eine Patientin unndtigerweise in eine Gruppe mit
Kontrollanwendungen und Uberweisung in eine Dysplasiesprechstunde
verbracht. Im anderweitigen Fall einer Unterschatzung als Gruppe I, also einer

,ZU niedrigen“ Einschatzung, ware eine moglicherweise relevante Lasion
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zunachst unerkannt geblieben. Um diesem Problem zu entgehen, wurde
inoffiziell eine weitere Diagnosegruppe etabliert, die in vielen zytologischen
Laboren, unabhangig davon, ob sie von Gynakologen oder Pathologen geflihrt
wurden, verwendet wurde. In dieser Gruppe Ik (mit ,k“ fur ,Kontrolle“) bzw. llw
(mit ,w" fur ,Wiederholung“) wurden dann diejenigen Falle gefuhrt, bei denen
sich der Befunder Uber den biologischen Charakter der Lasion nicht im Klaren
war und die gleichzeitig aber als hochstens geringe Veranderung interpretiert
wurden; das Kontrollintervall von drei oder sechs Monaten wurde im Befund als

Empfehlung angegeben.

Als ca. 2000 - 2005 die orale Zytologie in Deutschland verbreiteter wurde und
die kontroverse Diskussion Uber ihren Nutzen abebbte (vgl. Driemel et al.
2007), wurde sinngemald das Konzept der Interpretation gynakologischer
Abstriche auf die oralen Bulrstenbiopsien Ubertragen, weil die zugrunde
liegende Zelle, namlich das nicht verhornende Plattenepithel, in beiden Korper-
region nicht nur bei Normalbefunden identisch aussieht, sondern auch im
Krankheitsfall. Entsprechend kann man den Begriff des ,abnormen Regenerat-
epithels®, wie er am Schwerpunkt Cytopathologie in Dusseldorf gewahlt wurde,
als Aquivalent in der oralen Zytodiagnostik zu den Befunden der Gruppe Ik / llw
in der gynakologischen Zytologie ansehen, namlich als einen Befund, der
Veranderungen oberhalb der Normalitat, aber unterhalb der Dysplasie
beschreibt und auf der Basis der konventionellen Zytologie rein als Indikator fur
eine Kontrolle etc. dienen sollte. An anderen Einrichtungen werden derartige
Veranderungen moglicherweise anders benannt, sind aber letztendlich Uberall

als zweifelhaft akzeptiert.

Ob die Diagnose von abnormem Regeneratepithel, die ein erster Pathologe
stellt, von einem zweiten bestatigt wirde, ist dabei erfahrungsgemaf unsicher,
da die Beurteilung nicht nur histologischer, sondern auch zytologischer Proben
letztendlich subjektiv ist. In der Vergangenheit konnte auch fur die Beurteilung

oraler Dysplasien gezeigt werden, dass eine exakt gleichbleibende Bewertung

" In der seit 1.7.2014 glltigen Miinchner Nomenklatur Il (Griesser et al. 2013) wurden die Gruppen | und
neu gefasst, was zum Wegfall der inoffiziellen Gruppen llk und Ilw fihrte. Alle auffalligen Befunde
Lunterhalb® der Gruppen Ill und IlID werden jetzt als Gruppen II-p, ll-g, ll-e und ll-x klassifiziert.
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nicht sichergestellt werden kann (Abbey et al. 1995). In der Arbeit wurden von
sechs Pathologen 120 Falle von histologisch untersuchten Mundschleimhaut-
proben mit Diagnosen des Pathologen-Panels zwischen einfacher Hyper-
keratose und schwerer Dysplasie abgeschlossen. Nach sechs Monaten
beurteilte jeder der Pathologen einzeln ein Set von 60 dieser Falle erneut.
Dabei ergab sich eine durchschnittliche Ubereinstimmung mit der Erstdiagnose
aller Pathologen von 50,2% und mit der eigenen Diagnose von 50,8%; wurde
eine Schwankung um +/- eine Kategorie erlaubt (also z.B. mittlere Dysplasie
statt leichter Dysplasie oder umgekehrt), so lag die durchschnittliche
Ubereinstimmung mit 90,4% bzw. 92,4% deutlich hdher. Allerdings ergab sich
in der Frage, ob Uberhaupt eine Dysplasie vorlag, auch nur eine
durchschnittliche Ubereinstimmung von 81,5% bzw. 80,3% - jeder funfte Fall
war somit allein in der Frage strittig, ob er in den Formenkreis des Normalen
oder nicht mehr Normalen fiel.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir Biopsien vom Gebarmutterhals berichtet
(vgl. insbesondere Stoler und Schiffman 2001 und dalla Palma et al. 2009),
wobei die Studien mit 2772 bzw. 1003 Fallen deutlich groer waren.

Die zunehmende Etablierung adjuvanter Methoden in der Zytologie lie
erganzend den Gedanken aufkommen, sich nicht rein auf die Zuordnung von
Zellveranderungen in die Gruppe des abnormen Regeneratepithels zu
beschranken, sondern auch zusatzliche Untersuchungen zu seiner Abklarung
zu entwickeln. Von den zur Verfigung stehenden Methoden (Biesterfeld et al.
2013) kommen bislang immunzytochemische Verfahren und molekulare
Anwendungen ebenso wenig in Betracht wie die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FisH), wohl aber die DNA-Bildzytometrie, deren Anwendung
auch Gegenstand dieser Studie ist. FisH und DNA-Bildzytometrie dienen zwar
beide dem Nachweis von Aneuploidie als hartem Marker fir maligne
Transformation; FisH-Anwendungen setzen aber die vorherige Etablierung von
moglichst spezifischen DNA-Sonden voraus, die als Marker fir chromosomale
Aneuploidie dienen koénnen. Diese stehen bei Plattenepithelkarzinomen
allgemein fur eine klinische Anwendung noch nicht zur Verfliigung, anders als
bei Urothelkarzinomen oder Adenokarzinomen. Die DNA-Bildzytometrie, mit der

nicht chromosomale, sondern numerische Aneuploidie detektiert werden soll, ist



Seite | 53

hingegen nicht an spezifische Voraussetzung solcher Art gebunden, sondern
lasst sich, eine lege artis durchgefihrte Feulgen-Farbung und eine
ausreichende Zahl von auffalligen Zellen vorausgesetzt, an jedem Praparat
durchfiuihren; auch die Auswertealgorithmen sind, von definierten Ausnahmen
abgesehen, uberwiegend von Organ zu Organ identisch. Auch biologische
Storfaktoren, die ein DNA-zytometrisches Messergebnis beeinflussen kénnen,
sind nicht organspezifisch; hierzu zahlen Effekte der Hyperregeneration, Folgen
viraler Infektionen oder auch Zellveranderungen wahrend oder nach Strahlen-
und / oder Chemotherapie, die jeweils Ursachen fur eine euploide
Polyploidisierung sein konnen (Biesterfeld et al. 1994), aber nicht zu DNA-

Aneuploidie flhren.

4.4, Erfahrungen am  Schwerpunkt Cytopathologie der
Universitatskliniken Dusseldorf mit der DNA-Bildzytometrie
am abnormen Regeneratepithel

Die hier retrospektiv nachuntersuchten 84 Falle von zytologisch
diagnostiziertem und DNA-zytometrisch weiter untersuchtem abnormen
Regeneratepithel der Mundschleimhaut lassen erkennen, dass in der Tat DNA-
Aneuploidie in einer durchaus gehdérigen Zahl von Fallen auftritt; in 15 Fallen
war DNA-Aneuploidie belegbar (= 17,85%), in weiteren sechs Fallen wurde
immerhin ein Verdacht auf DNA-Aneuploidie erhoben (= 7,15%). Die ubrigen 63

Falle (= 75%) wiesen keine Hinweise auf DNA-Aneuploidie auf.

Wahrend letztere 63 Falle als reaktiv interpretiert wurden, wurde bei den 21
Fallen mit auffalligen Veranderungen im DNA-Verteilungsmuster eine kurz-
fristige Kontrolle bzw. eine bioptische Entnahme zur weiteren Klarung
angeraten. Die eigentliche |dee, Uber ein Follow-Up genaueren Aufschluss uber
den klinischen Verlauf zu erhalten, liel3 sich bedauerlicherweise nur partiell
verwirklichen. Nur 18 der versandten Fragebdgen (= 24%) wurden trotz
Erinnerung seitens des Schwerpunktes Cytopathologie zuriickgesandt, und mit
neun Fallen war die Halfte der Angaben nicht weiterfihrend. So blieben
insgesamt nur neun Falle aus dem Fragebogenversand und weitere acht Falle
mit am Universitatsklinikum Dusseldorf beurteilten Histologien aus gleicher

Entnahmeregion, die als mit ausreichendem Follow-Up versehen gelten durfen.
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Unter Zugrundelegung der Hypothese, dass die per Fragebogen angefragten
Zahnarzte der Primareinsendung auch etwaige Kontrollzytologien an den
Schwerpunkt Cytopathologie und nicht an ein anderes Institut fur Pathologie
gesandt hatten und man daher davon ausginge, dass die angeratenen
Kontrollabstriche bei den auffalligen DNA-bildzytometrischen Befunden nicht
gemacht worden sein durften, so lage die Quote der Kontrollen bzw. Klarungen
mit 20,2% (17 von 84) immer noch in etwa doppelt so hoch wie diejenige, die
man in der gynakologischen Vorsorgezytologie bei der Klarung von Fallen der
Gruppen Il oder IlID erzielt. Die Zahlen der Kassenarztlichen Bundes-
vereinigung (KBV) fur das Jahr 2012, in denen 16,2 Millionen Falle erfasst sind,
weisen hier aus, dass von 43.270 Fallen der Gruppe Ill 17,1% geklart wurden
und von 181.903 Fallen der Gruppe IlID 9,4%, was insgesamt 10,9% entspricht
(Schneider 2014).

Weswegen der Frauenanteil mit 58,7% deutlich héher als der Manneranteil lag,
lasst sich letztendlich nicht begrinden. Die Verteilung der Lokalisationen lasst
sich mangels Daten mit anderen Studien insgesamt nicht vergleichen. Was die
Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie betrifft, so waren die Unabhangigkeit der
DNA-zytometrischen Diagnosen vom Patientenalter und vom Geschlecht zu
erwarten. Daruber, weswegen am Mundboden bzw. an der Zunge deutlich
haufiger DNA-Aneuploidie vorlag als an den anderen Lokalisationen, lasst sich

letztendlich auch nur spekulieren.

Alles in allem lasst sich unter allen Vorbehalten der Ilickenhaften
Ruckmeldungen Uber die Verlaufe jedenfalls festhalten, dass in keinem Fall
eines nicht DNA-aneuploiden Messergebnisses im Follow-Up Uber eine maligne
Lasion an gleicher Stelle berichtet wurde, dass aber andererseits DNA-
Aneuploidie verschiedentlich als Indikator flr eine spater auftretende Lasion
angesehen werden konnte. Allerdings muss berucksichtigt werden, dass der
Nachweis von DNA-Aneuploidie in so frihen Lasionen nicht bedeuten muss,
dass sie progredient verlaufen. Offenbar ist durchaus auch eine Ruckbildung

bzw. wohl auch eine immunologische AbstolRung der Lasionen denkbar.
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Letzten Endes muss der Kliniker, der den Patienten unmittelbar betreut,
derjenige sein, der in Abhangigkeit von klinischem Bild und vom zytologischen
bzw. auch DNA-zytometrischen Befund die Entscheidung daruUber trifft, wie
invasiv er welche fakultative Vorlauferlasion von malignen Tumoren behandeln
lassen mochte. Die Uber die reine Diagnostik hinausgehende Aufgabe der
Pathologie in diesem Zusammenhang ist, den Klinikern durch entsprechende
Hinweise im Befundtext einen Anhaltspunkt tber die biologische Wertigkeit aus
morphologischer Sicht zu geben. Bei einer DNA-aneuploiden Veranderung aus
dem Formenkreis des abnormen Regeneratepithels wirde Ublicherweise der
Hinweis gegeben, in Abhangigkeit vom klinischen Verlauf eine zytologische

Kontrolle zu Uberlegen.
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5. Zusammenfassung

Trotz guter bis sehr guter Treffsicherheit der konventionellen oralen Zytologie ist
es heute immer noch schwierig, Grenzfalle zwischen noch gutartigen und
bereits bdsartigen Veranderungen prazise zu unterscheiden. Manche solcher
als ,zweifelhaft* eingestuften Veranderungen entsprechen auffalligen, als
,abnormes Regeneratepithel“ bezeichneten Zellpopulationen. Sofern gentgend
auffallige Zellen vorliegen, ist es am Schwerpunkt Cytopathologie des UKD
ublich, sie mit der Methode der DNA-Bildzytometrie weiter zu untersuchen, um
gdfls. DNA-Aneuploidie nachzuweisen bzw. auszuschlieRen. In der hier vor-
liegenden Arbeit wurden retrospektiv die zwischen 2007 und 2009 diagno-
stizierten Falle aufgearbeitet.

Abzlglich aller nicht verwendbaren Proben wurde ein Patientenkollektiv von 75
Patienten (44 Frauen, 31 Manner) mit 114 relevanten Proben gefunden, wobei
bei 84 Fallen DNA-bildzytometrische Untersuchungen vorlagen. Die klinischen
Verlaufe wurden durch Einsichtnahme in die Datenbanken des Institutes fir
Pathologie und der Cytopathologie am UKD sowie anhand eines an die uber-
weisenden Hauszahnarzte versandten Fragebogens ermittelt, standen letzt-
endlich aber nur fur 26 Patienten zur Verfigung.

In 17,9 % der Messungen wurde DNA-Aneuploidie und in 7,1 % ein Verdacht
auf Aneuploidie nachgewiesen, so dass 25% der Falle ein auffalliges DNA-Profil
zeigten. Das Messergebnis war unabhangig von Alter und Geschlecht der
Patienten (p > 0,05). Im Vergleich mit allen Ubrigen Lokalisationen kam DNA-
Aneuploidie statistisch signifikant gehauft im Bereich des Mundboden und der
Zunge vor (p < 0,01). Von den vier histologisch geklarten Fallen mit auffalligem
DNA-Profil wiesen drei schwere Dysplasien bzw. ein Plattenepithelkarzinom
auf, eine Klarung verlief negativ. Die beiden DNA-aneuploiden Abstriche, die
zytologisch kontrolliert wurden, waren technisch unzureichend; vier weitere
dieser Falle mit Verdacht auf DNA-Aneuploidie zeigten keine Hinweise auf
Prakanzerosen oder Malignitat.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass ,abnormes Regeneratepithel* durchaus
bereits DNA-zytometrische Veranderungen im Sinne einer prakanzerdsen
malignen Transformation aufweisen kann. Leider erwiesen sich die Angaben zu
Kontrollen als zu lickenhaft, um den Stellenwert der Methode am vorliegenden
Patientengut bereits abschlieliend beurteilen zu kdnnen.
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