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Zusammenfassung

Das orale Plattenepithelkarzinom entsteht meist Uber verschiedene
morphologisch auffallige Vorstufen wie beispielsweise Leukoplakie oder Lichen
planus. Zur Abklarung eines malignen Potenzials dieser Lasionen hat sich die
orale Abstrichentnahme mit einer Burste mit zytologischer Untersuchung und
gegebenenfalls anschlieender DNA-Bildzytometrie bewahrt. Ziel dieser Arbeit
ist es, die diagnostische Treffsicherheit (Malignitat ja/ nein) der oralen
Barstenbiopsie und DNA-Bildzytometrie anhand des eigenen Archivmaterials
retrospektiv zu ermitteln.

In die retrospektive statistische Studie eingeschlossen wurden zytologische
Befundberichte von 794 von insgesamt 1015 zytologischen Abstrichen der Jahre
2014 und 2015, die aus der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie sowie der Poliklinik fur Zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme
in den Funktionsbereich Cytopathologie des Universitatsklinikum Dusseldorfs
eingesandt wurden. Daten zu Risikofaktoren des Plattenepithelkarzinoms,
Vorerkrankungen, zeitgleichen Gewebebiopsien, klinischer Enddiagnose,
vorherigen  oder folgenden  Burstenabstrichen etc. wurden aus
Pathologiebefunden und der Patientenakte erhoben, so der Referenzstandard
(Malignitat ja/ nein) ermittelt, und mithilfe einer Excel®-Tabelle den zytologischen
Befunden gegenubergestellt.

Die Sensitivitat fur die zytologische Diagnose mindestens einer schweren
Dysplasie des Plattenepithels im gesamten Kollektiv betrug 53%, die Spezifitat
95%. Durch kombinierte Auswertung von zytologischer Diagnostik und DNA-
Bildzytometrie ergab sich je nach Auswertungsmodus eine Sensitivitat von 45,5-
47% und eine Spezifitat von 97,7-98,4%. Bei Durchfuhrung von Burstenabstrich
und chirurgischer Gewebebiopsie durch den selben Behandler erhdhte sich die
Sensitivitat auf 100% bei einer Spezifitat von 92%. Dies war aber nur bei 11,7%
der Lasionen realisiert.

Der Anteil von Rezidiven des Plattenepithelkarzinoms war aufgrund der
eingeschlossenen Nachsorgesprechstunde mit 48,5% (32/66) hoch.

Die orale Bdurstenbiopsie ist ein geeignetes Verfahren zur Abklarung
(pra-)maligner oraler Schleimhautlasionen. Allerdings wird durch die vorliegende
Studie deutlich, dass nur bei Durchfihrung von Bdurstenbiopsie und ggf.
anschliefender chirurgischer Gewebebiopsie von einem einzigen Behandler
ahnlich zuverlassige Ergebnisse wie im Literaturquerschnitt zu erwarten sind.
Wiunschenswert waren zusatzlich zu der systematischen Inspektion der
Mundschleimhaut z.B. eine standardisierte Abstrichentnahme, das Einzeichnen
der Abstrichlokalisation in eine Mundlandkarte und Fotodokumentation zur
Erleichterung der klinischen Befundkontrolle.



Summary

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) usually develops via various
morphologically conspicuous precursors such as leukoplakia or lichen planus. To
determine the malignant potential of these lesions, collecting an oral brush smear
for a cytological examination and, if indicated, subsequent DNA image cytometry
has proven successful.

The aim of this work is to retrospectively determine the diagnostic accuracy
(malignancy yes/no) of oral brush biopsy and DNA image cytometry using
archival material available from the University Hospital Dusseldorf.

The retrospective statistical study included cytological reports of 794 out of a total
of 1015 cytological smears taken in 2014 and 2015, which were sent from the
Clinic for Oral and Maxillofacial Plastic Surgery and the Policlinic for Dental
Surgery to the Functional Area of Cytopathology of the University Hospital
Dusseldorf. Data on risk factors of squamous cell carcinoma, previous diseases,
simultaneous tissue biopsies, final clinical diagnosis, previous or subsequent
brush smears, etc. were collected from pathology reports and the patient records,
thus determining the reference standard (malignancy yes/no). This reference
standard was then compared to the cytological findings with the help of an Excel®
table.

Sensitivity for the cytological diagnosis of at least one severe dysplasia of the
squamous epithelium in the entire collective was 53%, and specificity was 95%.
Combined evaluation of cytological diagnosis and DNA image cytometry resulted
in a sensitivity of 45.5-47% and a specificity of 97.7-98.4%, depending on the
evaluation mode. When brush smear and surgical tissue biopsy were performed
by the same person, sensitivity increased to 100% with a specificity of 92%.
However, this was realized in only 11.7% of lesions.

The fraction of recurrences of squamous cell carcinoma was high at 48.5%
(32/66) due to the included follow-up care consultation.

Oral brush biopsy is an appropriate procedure to evaluate (pre)malignant oral
mucosal lesions. However, it is clear from the present study that only when the
brush biopsy and, if indicated, the subsequent surgical tissue biopsy are
performed by a single practitioner can comparably reliable results be achieved as
are described in current scientific literature. In addition to the systematic
inspection of the oral mucosa, it would be desirable to have, for example, a
standardized smear process, a drawing of the swab localization in an oral cavity
map and photo documentation to facilitate the clinical control of the findings.



Abkurzungsverzeichnis

AgNOR
AJCC
cT
DGMKG
DNA
EGFR

FADH
Gy
HPV
10D
Min
MKG
MRT
MSH
NADH
NPW
OK
PD1
PDD
PEC
PpIX
PPW
RNA
UICC
UK
UKD
uv
WHO
Z.n.
5-ALA

Argyrophilic Nucleolar Organiser Regions

American Joint Committee on Cancer
Computertomographie

Deutsche Gesellschaft fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
Desoxyribonucleic acid /| Desoxyribonukleinsaure
epidermal growth factor receptor | epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor

Flavin-Adenin-Dinukleotid

Gray

Humane Papillomviren

Integrierte Optische Dichte

Minuten

Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
Magnetresonanztomographie

Mundschleimhaut

Nicotinamidadenindinukleotid

negativer pradiktiver Wert

Oberkiefer

programmed cell death protein 1

Photodynamische Diagnose

Plattenepithelkarzinom

Protoporphyrin IX

positiver pradiktiver Wert

Ribonucleic acid / Ribonukleinsaure

Union Internationale Contre le Cancer

Unterkiefer

Uniklinikum Dusseldorf

Ultraviolett

World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation
Zustand nach

5-Aminolavulinsaure



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Mundschleimhautkarzinome
1.1.1 Epidemiologie
1.1.2 Risikofaktoren
1.13 Klinische Symptome
1.1.4 Friherkennung, Diagnostik und Therapie
1.1.5 TNM-Klassifikation
1.2 Orale potenziell maligne Erkrankungen
1.2.1 Leukoplakie
1.2.2 Erythroplakie
1.2.3 Lichen planus
1.2.4  Weitere potenziell maligne Erkrankungen
1.3 Zytologische Untersuchung von Mundschleimhautldsionen
Friiherkennung

O 00 00 OO O A WIN R RERP R =

als
9

1.3.1  Warum Uberhaupt zytologische Untersuchungen der Mundschleimhaut:

Indikationen der Biirstenbiopsie

1.3.2 Durchfiihrung und optimale Bedingungen der Blirstenbiopsie
1.3.3 Diinnschichtzytologie

1.3.4 DNA-Bildzytometrie

9
10
11
12

1.4  Weitere nicht-invasive Untersuchungsmethoden fiir Mundkrebs-Screening und

-friiherkennung

1.4.1  Toluidinblau

1.4.2 Fluoreszenzdiagnostik

1.4.3 Autofluoreszenz

1.4.4  Computergestiitzte Bildanalyse (Oral CDx’)
1.5  Ziele der Arbeit

2 Material und Methoden
2.1  Studienaufbau, Patientenkollektiv und Abgrenzung der eigenen Leistung
2.2 Entnahme der Biirstenabstriche
2.3 Aufarbeitung und Diagnostik im Funktionsbereich Cytopathologie
2.4 Planung der zu entnehmenden Daten aus Patientenakten
2.5  Aktenstudium
2.5.1 Befunddokumentationssystem ,,dc-pathos”
2.5.2 Digitale Akte im Krankenhausinformationssystem Medico®
2.5.3 Papierakten
2.6  Festlegung und Ermittlung des Referenzstandards (Follow-up)
2.7  Statistische Aufarbeitung

3 Ergebnisse
3.1  Patientenkollektiv

13
13
14
14
15
16

17
17
17
18
25
26
26
27
27
28
29

31
31



3.1.1 Follow-up 31

3.1.2 Untersuchungszeitraum 34
3.13 Geschlechter- und Altersverteilung 34
3.14 Risikofaktoren 35
3.2 Mundschleimhaut-Ldsionen 37
3.2.1 Lokalisation der MSH-Lasion 37
3.2.2 Zytologische Diagnosegruppen 38
3.23 Klinische Diagnosen 39
3.2.4  (Pra-)Maligne Veranderungen 41
3.3 Diagnostische Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik 44
3.3.1 Variante A 45
3.3.2 Variante B 46
3.3.3 Variante C 47
3.4  Subgruppenanalyse der zytologisch unklaren Fdlle im Vergleich mit
DNA-Bildzytometrie 48
3.4.1 Treffsicherheit der korrespondierenden zytologischen Diagnosen bei den
DNA-zytometrisch auswertbaren Fallen 50
3.4.2 Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 1 51
3.4.3 Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 2 52
3.4.4  Gegenuberstellung von aneuploiden DNA-Bildzytometrischen
Ergebnissen, Zytologie und Follow-up-Daten 52
3.5 Kombination der Auswertung von DNA-Bildzytometrie- und Zytologie-
Ergebnissen 54
3.5.1 Variante Al 55
3.5.2 Variante A2 56
3.6 Ermittlung der zytologischen Treffsicherheit bei gleichbleibendem
Behandler 56
4 Diskussion 58
4.1  Selektion des Patientenkollektivs 58
4.2  Klinische Daten des Patientenkollektivs: Altersverteilung, Abstrichlokalisation,
Entitdten, Risikofaktoren und Rezidive sowie Stadien bei Karzinomen 59
4.3  Zytologische Treffsicherheit im Literaturvergleich 65
4.4  Treffsicherheiten der alleinigen DNA-Bildzytometrie 69
4.5  Treffsicherheit von kombinierter Zytologie und DNA-Bildzytometrie 70
4.6  Treffsicherheit bei gleichbleibendem Behandler 72
4.7  Schlussfolgerungen 73
5 Literaturverzeichnis 76



1 Einleitung

1.1 Mundschleimhautkarzinome

1.1.1 Epidemiologie

Mundschleimhautkarzinome sind in Deutschland haufige Tumorentitaten und
liegen bei Mannern an 7., bei Frauen an 15. Stelle der Krebsneuerkrankungen,
wobei das Plattenepithelkarzinom (PEC) mit 87% den Hauptanteil ausmacht [1].
Allein in Deutschland gab es im Jahre 2015 fast 14.000 Neuerkrankungen, wovon
das mittlere Erkrankungsalter bei Mannern 62 und bei Frauen 65 Jahre betrug [1].
Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate war 2015 in Deutschland mit 47% bei
Mannern und 63% bei Frauen niedrig, wobei frihe Tumorstadien eine deutlich
gunstigere Prognose haben [1, 2]. Weltweit gesehen sind die Prognosen etwas
besser und sind vor allem nach der Jahrtausendwende gestiegen: Amit et al.
werteten Daten aus 7 internationalen Kliniken mit dem Schwerpunkt Krebs-
behandlung (,Krebszentren®) aus, darunter auch Deutschland, und stellten eine
Verbesserung der relativen 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 2001 und 2011 im
Vergleich zum vorhergehenden Jahrzehnt fest. Diese Verbesserung von 59% auf
70% lag unter anderem an neuen operativen und adjuvanten Therapie-
moglichkeiten, besserer praoperativer Bildgebungstechnik (z.B. MRT, CT) und
interdisziplinaren Behandlungsteams [3]. Global betrachtet ist die Inzidenz von
oralen Karzinomen in Sud-Asien, Ost- und West-Europa, Lateinamerika, der
Karibik und Melanesien mit iber 10 Fallen pro 100.000 Einwohnern am hdchsten.
Manner (5.5 Falle pro 100.000) sind weltweit mehr als doppelt so haufig betroffen
wie Frauen (2.5 Falle pro 100.000) [4]. In Deutschland waren 2016 mit einer
Inzidenz von 17,6 Fallen pro 100.000 Einwohnern sogar fast dreimal so viele

Manner betroffen wie Frauen (6,5 Falle pro 100.000 Einwohnern) [1].

1.1.2 Risikofaktoren

Als  schwerwiegendste  Risikofaktoren  fur die  Entstehung eines
Plattenepithelkarzinoms werden der Verzehr von Alkohol und der Konsum von
Tabak angesehen [5]. In einer alteren Studie von Blot et al. waren diese beiden
Risikofaktoren in den westlichen Landern fur die Entstehung von 75% der

Plattenepithelkarzinome verantwortlich [6]. Dabei ist durch einen synergistischen
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Effekt das Risiko bei kombiniertem Alkohol- und Tabakverzehr besonders hoch
und ist beispielsweise nach 25-jahrigem Konsum um mehr als das 140-fache
erhoht [6-8].

Beim Tabakkonsum entstehen Nitrosamine und freie Radikale, die z.B. durch
DNA-AIlkylierung oder durch Hemmung anti-oxidativer Enzyme zu vermehrten
Mutationen in der DNA fuhren und so kanzerogen wirken konnen. Beim Alkohol ist
vor allem die Oxidation von Ethanol zu Acetaldehyd (einem Karzinogen) durch die
Alkoholdehydrogenase gefahrlich [9]. Es wirkt aber auch als Solvens, wodurch
Karzinogene wie der Tabakrauch leichter in die Mundschleimhaut eindringen
konnen [10]. AuRBerdem st bei chronischem Alkoholkonsum die
Speicheldrusenfunktion vermindert, sodass die schitzende Reinigungsfunktion
des Speichels entfallt und Karzinogene langer im Mund verweilen kdnnen [11].
Auch das vor allem in Asien und Afrika verbreitete Nutzen von Kautabak (Betel)
zahlt zu den Risikofaktoren bei der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen [7].
Zu den etablierten Risikofaktoren gehoren aullerdem eine persistierende
HPV (Humane Papillomviren)- und/oder Candida-Infektion und systemische
Erkrankungen wie zum Beispiel eine Immunsuppression [12, 13]. Des Weiteren
erhohen erbliche Erkrankungen mit chromosomaler Instabilitat und Defekten der
DNA-Reparatur, wie z.B. die Fanconi-Anamie, das Risiko fur eine Entwicklung
eines PEC [14]. Bei der Fanconi-Anamie ist das Risiko gegenuber der
Normalbevolkerung um das 500-700-fache erhoht [15]. Als mogliche
Risikofaktoren werden aullerdem eine einseitige, vitaminarme Ernahrung,

schlechte Mundhygiene und mechanische lIrritationen diskutiert [1].

1.1.3 Klinische Symptome

In vielen Fallen entsteht ein PEC nach oder wahrend einer Schleimhauterkrankung
wie beispielsweise Lichen planus. Zu Beginn zeigen sie meist keine klinischen
Symptome und wachsen zunachst schmerzlos und daher vom Patienten oft
unbemerkt. Erst im fortgeschrittenen Stadium kommt es, je nach Lokalisation der
Neoplasie, zu Schmerzen, Dysphagie, eingeschrankter Mastikationsfahigkeit oder
geringerer Zungenmobilitat. Ihr Wachstum kann endophytisch, exophytisch oder
submukos erfolgen. Die Tumoroberflache ist oft ulzeriert oder keratotisch und in

einigen Fallen superinfiziert [16, 17].



1.1.4 Friherkennung, Diagnostik und Therapie
In der Leitlinie der DGMKG (Deutsche Gesellschaft fir Mund-, Kiefer- und

Gesichtschirurgie) von 2019 ,Diagnostik und Management von Vorlauferlasionen
des oralen Plattenepithelkarzinoms in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde®
werden die Inspektion und Palpation der Mundschleimhaut als notwendige
Untersuchungen oraler potenziell maligner Lasionen genannt. Die gesamte
Mundhohle, Lippen und angrenzende Regionen sollen dafur halbjahrlich
systematisch untersucht und kritisch begutachtet werden. Fakultativ konnen
erganzend Dbeispielsweise Rontgenmafllnahmen und Sensibilitatsprifungen
durchgefuhrt werden. Wenn keine chirurgische Biopsie indiziert ist, aber z.B. bei
der Verlaufskontrolle einer Lasion Zweifel aufkommen, ist die Blrstenbiopsie als
Moglichkeit der morphologischen Abklarung einer Lasion genannt. Die
Burstenbiopsie wird auch als Alternative empfohlen, wenn die Erfolgsaussichten
einer chirurgische Biopsie beispielsweise bei chronischen, regionenuber-
greifenden, flachigen Lasionen gering sind, da es dabei schwierig ware,
reprasentatives Untersuchungsmaterial zu gewinnen [18].

Auch eine weitere Leitlinie der DGMKG aus dem Jahre 2012 mit dem Titel
,Diagnostik und Therapie des Mundhdhlenkarzinoms® empfiehlt primar nur eine
Inspektion der gesamten Mundschleimhaut. Auf3erdem wird empfohlen, die
Aufklarung der Patienten Uber Risikofaktoren und Anzeichen von PEC zu
verbessern und bei unklaren Schleimhautveranderungen, die seit mehr als zwei
Wochen bestehen, eine unmittelbare Uberweisung zum Spezialisten durch-
zufuhren. Im Falle eines Karzinoms soll dort dann weiterfuhrende Diagnostik
mithilfe von bildgebenden Verfahren (u.a. Ultraschall, MRT, CT, Thorax-CT)
erfolgen, um Informationen bezuglich Primartumor und einer mdglichen Meta-
stasierung zu gewinnen, anschlieRend sollen chirurgische Biopsien (initial meist
aus dem Randbereich des Tumors) erfolgen. Die Behandlung eines
Mundhdhlenkarzinoms soll interdisziplinar erfolgen, beispielsweise sollen Hals-
Nasen-Ohren-Arzte, Onkologen, Radiologen und Pathologen miteinbezogen
werden [19].

Im Falle eines PEC ist die Therapie abhangig von der Art (Typing), dem
Malignitatsgrad (Grading) und der Ausbreitung (Staging) des Tumors. Sie basiert
auf Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie, wobei letztere nur bedingt einsetzbar

ist. Oft werden dabei mehrere dieser Therapieverfahren in Kombination



eingesetzt. Die Ziele der Behandlung sind entweder kurativ oder palliativ, je nach
Stadium des Tumors.

Chirurgisch wird der Primartumor meist radikal entfernt. Da Mundhdhlenkarzinome
oft fruh lymphogen metastasieren, ist in vielen Fallen auRerdem eine Neck
Dissection zur Entfernung der submentalen und submandibularen Lymphknoten
einseitig oder beidseitig indiziert [17].

Eine Strahlentherapie erfolgt entweder adjuvant oder als alleinige Therapie-
maflnahme. Dabei werden fur die Therapie des Primartumors tagliche Einzel-
dosen von 1,8 bis 2 Gy angewandt, bis eine Gesamtreferenzdosis von 57,6 bis
68,4 Gy erreicht ist [20, 21].

Die systemische Chemotherapie wird vor, wahrend oder nach den anderen beiden
Therapieverfahren genutzt. Dabei wird beispielsweise Cisplatin als Zytostatikum
eingesetzt [22].

Seit 2006 ist durch den monoklonalen Antikorper Cetuximab eine individualisierte
Tumortherapie moglich. Cetuximab inhibiert den in epithelialen Tumorzellen
Uberexprimierten epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth
factor receptor, EGFR), eine Tyrosin-Kinase, und hemmt so ein aggressives
Wachstum des Tumors. Cetuximab wird entweder in Kombination mit Chemo-
therapie oder mit Strahlentherapie angewandt [23].

Vor allem bei rezidivierenden und metastasierenden Tumoren konnte durch eine
Kombination von Cetuximab mit platinbasierter Chemotherapie und 5-Fluorouracil
die Uberlebensdauer der Patienten verlangert werden [24]. Ahnliche Erfolge
verzeichnet das seit 2016 zugelassene Nivolumab, ein monoklonaler Antikorper
gegen PD1-Rezeptoren (programmed cell death protein 1) auf T-Lymphozyten,
welcher vor allem zum Einsatz kommt, wenn eine vorherige Chemotherapie nicht

den gewunschten Erfolg verzeichnen konnte [25].

1.1.5 TNM-Klassifikation

Zur Stadieneinteilung maligner Tumore wird die TNM-Klassifikation angewendet
(Tabelle 1). Diese von der UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
entwickelte Klassifikation ermoglicht einen Uberblick Gber Tumorgroke (=T),
Lymphknotenbefall (=N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (=M) und
lasst so erste Bewertungen hinsichtlich Therapieplanungen und Prognosen zu [4,
26]. Die Angaben in Tabellen 1 und 2 beziehen sich auf die im Studienzeitraum

2014-2015 gultigen 7. Auflage der TNM-Klassifikation.
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Primartumor (T)

TX Primartumor nicht beurteilbar

T0 kein Anhalt auf Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumor im grof3ten Durchmesser <2 cm

T2 Tumor im grof3ten Durchmesser >2 cm, aber
<4 cm

T3 Tumor im grof3ten Durchmesser >4 cm

T4a Mundhohle: Tumor infiltriert durch kortikalen

Knochen in auRere Zungenmuskulatur, Kiefer-
hohle oder Haut (Gesicht)
T4b Lippe und Mundhdhle: Tumor infiltriert Spatium

masticatorium, Schadelbasis oder Processus

pterygoideus oder umschliel3t die A. carotis

interna
Regiondre Lymphknoten (N)
NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in einem einzigen ipsilateralen

Lymphknoten <3 cm

N2a Metastase in einem einzigen ipsilateralen

Lymphknoten >3 cm bis <6 cm

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen

Lymphknoten alle <6 cm

N2c Metastase in bilateralen oder kontralateralen

Lymphknoten <6 cm

N3 Metastase in einem Lymphknoten >6 cm

Fernmetastasen (M)

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation der Karzinome der Lippe und Mundhohle nach der im
Studienzeitraum 2014/2015 glltigen Version der WHO/UICC [4, 27].



FUr etwas genauere Prognosen wurden anhand der TNM-Klassifikationen ,Stage
groups” gebildet (Tabelle 2). Die Konstellation in einer gemeinsamen Gruppe
haben eine ahnliche Prognose und/oder Therapieansatze. Je hoher die romische

Zahl, desto schlechter ist die Prognose [4, 28].

Stage Grouping Definition
Stage 0 Tis NO MO
Stage | T1 NO MO
Stage Il T2 NO MO
Stage Il T1-2 N1 MO

T3 NO-1 MO
Stage IVA T1-3 N2 MO
T4a NO-2 MO
Stage VB jedes T N3 MO
T4b jedes N MO
Stage IVC jedes T jedes N M1

Tabelle 2: Stage Grouping der Karzinome der Lippe und Mundhéhle nach WHO/AJCC [27].

1.2 Orale potenziell maligne Erkrankungen

Das Mundschleimhautkarzinom entsteht oft nicht de novo, sondern Uber
verschiedene, meist morphologisch auffallige Vorstufen, welche aber keinesfalls
als spezifisch angesehen werden und sich morphologisch unklar prasentieren
kdnnen [29].

Die WHO definiert diese sogenannten oralen potenziell malignen ,Storungen” als
klinische Prasentationen, die ein Risiko fur eine Krebsentstehung in der
Mundhdhle besitzen, und zwar entweder in einer klinisch definierbaren
Vorlauferlasion oder in klinisch normaler Mukosa [4]. Gemeinsam ist ihnen eine

hohere Wahrscheinlichkeit der Tumorbildung als in normalem Gewebe [30].

1.2.1 Leukoplakie

Als nicht-abwischbare, weildliche Veranderung, die sich keiner anderen Krankheit

zuordnen lasst, wurde die Leukoplakie von der WHO definiert. Es handelt sich
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hierbei demzufolge um eine Ausschlussdiagnose, die nur anhand der Kilinik
getroffen wird [31, 32]. Sie gilt als haufigste orale Prakanzerose, wobei
verschiedene Faktoren Uber das Entartungsrisiko, welches von 0,1-36%
schwankt, entscheiden [33]. Risikofaktoren fur die Entartung einer Leukoplakie
sind [34]

1) Lokalisierung auf Mundboden oder Zunge

2) Leukoplakie bei Nichtrauchern (idiopathische Leukoplakie)

3) Grole >200mm?

4) Inhomogener Typ

5) Vorkommen von Dysplasien im Epithel

6) Weibliches Geschlecht

7) Lang andauerndes Vorhandensein der Veranderung

8) Anwesenheit von Candida albicans.
Weltweit gesehen ist das Risiko der malignen Transformation einer Leukoplakie
mit 1-2% eher gering, insbesondere bei Vorliegen einer epithelialen Dysplasie aber
mit 12% erhoht [4]. Anhand der klinischen Oberflachenstruktur unterscheidet man
zwischen homogener und inhomogener Leukoplakie. Die homogene Leukoplakie
zeigt sich meist als eine flache, dinne Veranderung, die ein sehr geringes
Entartungsrisiko hat. Die inhomogene Leukoplakie entartet deutlich haufiger und
lasst sich weiter in plan, nodular und verrukds unterteilen, wobei letztere sich
klinisch nicht von einem verrukdsen Plattenepithelkarzinom unterscheiden lasst
[34].
Auch das histologische Bild der Leukoplakie kann sich vielseitig darstellen. Neben
einer Hyperkeratose ist das Auftreten von Dyskeratosen, Basalzellhyperplasien
oder Dysplasien moglich. Zu den Ursachen fur die Entstehung einer Leukoplakie
zahlen unter anderem Kautabak, Zigarettenrauch, Alkohol, Soor, mechanische
Irritation und UV-Strahlung. Nach Entfernung der Ursache ist eine vollstandige
Ruckbildung der Leukoplakie madglich [16, 35]. Da grundsatzlich jede
Veranderung, die langer als 2 Wochen besteht, als tumorverdachtig angesehen
werden soll, wird laut Leitlinie bei Persistenz zu engmaschiger Kontrolle und

weiterfuhrender Diagnostik geraten [19].



1.2.2 Erythroplakie

Analog zur Definition der Leukoplakie wurde auch die Erythroplakie von der WHO
als feurig rote Veranderung, die sich keiner anderen Erkrankung zuordnen lasst,
definiert [36]. Im Falle einer Mischung von weil3en und roten Flecken spricht man
von einer Erythroleukoplakie [34].

Zu den wichtigsten Differenzialdiagnosen der Erythroplakie gehoren der
atrophische Lichen planus und die erythematose Candidiasis [37]. Klinisch
prasentiert sich die Erythroplakie als flache oder indurierte Lasion, die sich meist
am Mundboden, der ventralen Zunge, dem weichen Gaumen oder dem
Tonsillenschlund befindet. Zwar ist das Vorkommen von Erythroplakien selten,
allerdings ist ihr Entartungsrisiko das hdchste aller oralen potenziell malignen
Storungen [38]. Aufgrund dieses hohen Entartungsrisikos und wegen der meist
begleitenden Symptomatik wird bei Erythroplakien die chirurgische Exzision
empfohlen [34]. Bei der histologischen Untersuchung der Biopsate liegen meist
schon ein Carcinoma in situ oder ein invasives Karzinom vor, nur in wenigen Fallen

sind geringe bis maflige Dysplasien zu erkennen [37].

1.2.3 Lichen planus
Beim Lichen planus werden basale Keratinozyten von T-Lymphozyten zerstort, die
genaue Ursache dafur ist bisher nicht bekannt. Betroffen sind vor allem Frauen.
Unterteilt wird die Autoimmunerkrankung in funf klinische Verlaufsformen:

1) Retikularer Lichen

2) Ulzerierender/erosiver Lichen

3) Plaqueférmiger Lichen

4) Bulloser/papularer Lichen

5) Erythematdser/athrophischer Lichen
Je nach Verlaufsform unterscheidet sich das Entartungsrisiko deutlich von
0-12,5%, im Durchschnitt liegt es bei ca. 1% [16, 39].
Die Lokalisation der Erkrankung ist in 80% der Falle die Wange, meist bilateral,
seltener sind Zunge, Lippen, Gingiva, Gaumen und Mundboden betroffen. Das
histologische Bild zeigt eine Akanthose, Hyperkeratose, vakuolige Degeneration
der Basalzellschicht mit apoptotischen Keratinozyten und ein bandférmiges

subepitheliales Lymphozyteninfiltrat [16].



1.2.4 Weitere potenziell maligne Erkrankungen

Zu den weiteren moglichen Vorlaufern eines Plattenepithelkarzinoms gehort
beispielsweise die orale submukdse Fibrose, welche fast nur in Sudostasien
vorkommt und mit dem Kauen von Betel assoziiert wird [34]. AuRerdem zahlt man
die aktinische Cheilitis, das Plummer-Vinson-Syndrom, den diskoiden Lupus
erythematodes, Syphilis, das Xeroderma pigmentosum, die Dyskeratosis con-
genita, Epidermolysis bullosa und Gaumenveranderungen, die mit dem reverse
smoking zusammenhangen, zu den oralen potenziell malignen Stérungen [4, 36,
40].

1.3 Zytologische Untersuchung von Mundschleimhaut-
lasionen als Friherkennung

1.3.1 Warum uiberhaupt zytologische Untersuchungen der Mund-
schleimhaut: Indikationen der Blirstenbiopsie

Vielfach, insbesondere in besonderen Konstellationen wie der Fanconi-Anamie,
sind maligne transformierte Mundschleimhautlasionen, ob bereits als invasives
Plattenepithelkarzinom vorliegend oder noch im Stadium einer high grade
Dysplasie, bereits klinisch-inspektorisch oder palpatorisch auffallig [41]. Da die
Prognose des Mundschleimhautkarzinoms in niedrigem Stadium deutlich besser
ist als in spaten Stadien, sollte eine Fruherkennung angestrebt werden. Hierzu
bietet sich eine morphologische Abklarung klinisch auffalliger Lasionen,
insbesondere vom Phanotyp einer oralen potenziell malignen Lasion an. Diese
betreffen mit Ausnahme der oralen submukdsen Fibrose das Epithel und sind
daher mit der Entnahme von Zellen der oralen Mukosa abklarbar. Da aufgrund der
im Vorkapitel genannten Ausfuhrungen mit einer meist niedrigen Rate der
malignen Transformation zu rechnen ist, ware die regelhafte chirurgische Biopsie
mit einer Uberdiagnostik behaftet. GemaR der letztgiltigen S3 Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie des Mundhohlenkarzinoms, aber auch in der
aktualisierten S2k Leitlinie zum Umgang mit den Vorlauferlasionen ist als
alternative Abklarungsmoglichkeit die zytologische Burstenbiopsie genannt [18,
19].

Im Vergleich mit konventionellen chirurgischen Biopsien bieten orale Abstriche mit
einer Burste einige Vorteile. Neben dem wirtschaftlichen Aspekt der geringen

Kosten ist eine Burstenbiopsie einfach, mit wenigen Materialien und schnell
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durchzuflhren, weswegen sie sich ohne groRen Aufwand gut in den Klinikalltag
integrieren lasst [42].

Durch den zusatzlichen grofden Vorteil der Nichtinvasivitat dieser Methode ist eine
Durchfihrung auch bei Angstpatienten meist problemlos moglich. Aul3erdem
werden chirurgische Biopsien wegen ihrer Invasivitat oft nur bei dringend
verdachtigen Mundschleimhautveranderungen durchgefuhrt, wohingegen das
Indikationsspektrum der Burstenbiopsien deutlich breiter ist [43].

Mit der Burstenbiopsie einer verdachtigen Lasion und anschlieRender
zytopathologischer Untersuchung lassen sich sehr gute Ergebnisse in der
Ausschlussdiagnostik, Fruherkennung und Nachsorge des Mundschleim-
hautkarzinoms sowie von oralen potenziell malignen Stérungen erzielen [44]. Die
gepoolte Sensitivitat und Spezifitat betragt in einer aktuellen Cochrane-Analyse
jeweils 91% [45].

1.3.2 Durchfihrung und optimale Bedingungen der Birsten-
biopsie

Nach ausfuhrlicher inspektorischer und palpatorischer Untersuchung der
Mundhdhle werden bei neoplasieverdachtigen Mundschleimhautveranderungen
Abstriche mithilfe einer Zytoburste durchgefuhrt. Mit dieser wird rotierend und
unter leichtem Druck mehrmals Uber die Lasion gestrichen, um moglichst viele
Zellen zu gewinnen [46].

Bei der konventionellen Zytologie wird anschliefend die Bulrste auf einem
Objekttrager erneut rotierend ausgestrichen und der Ausstrich sofort mit Alkohol
fixiert. Bei der Durchfuhrung sollte darauf geachtet werden, dass pro Lasion eine
eigene Burste und ein eigener Objekttrager verwendet wird, da sonst die
Ergebnisse nicht eindeutig einer Lokalisation zugeordnet werden kdnnen.

Bei jeder Patientenvorstellung beim Zahnarzt sollte im Rahmen des intraoralen
Befundes die Mundschleimhaut auf Auffalligkeiten untersucht werden. Bei
unklaren, neoplasieverdachtigen Veranderungen sollte neben einer Bursten-
biopsie auch eine Dokumentation Uber GroRRe, Farbe, Oberflachenstruktur und

Lokalisation der Veranderung in der Patientenakte erfolgen.
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1.3.3 Dunnschichtzytologie

Die Dunnschichtzytologie (liquid-based cytology) wurde ab dem Jahre 1940 in der
gynakologischen Vorsorgezytologie zur Erkennung des Zervixkarzinoms und
dessen Vorstufen eingesetzt. Heutzutage ist diese Methode aus der Gynakologie
nicht mehr wegzudenken, wird aber auch in der oralen Krebsfruherkennung
eingesetzt [47, 48].

Bei der Dunnschichtzytologie werden mithilfe einer Plastikblirste Zellen
entnommen, die dann in einem Gefald mit konservierender Flussigkeit in ein Labor
transportiert werden. Dort werden daraufhin aus der Zellsuspension Dunnschicht-
praparate hergestellt [49].

Dabei entstehen homogene Praparate mit hellem Hintergrund, da durch diese
Methode unerwunschte Blutzellen, Schleim und Ablagerungen entfernt werden
[50].

Im direkten Vergleich zeigte in einer Studie die Dunnschichtzytologie eine hohere
Sensitivitat (95,1%) und Spezifitat (99%) als die konventionelle Bulrstenbiopsie
(Sensitivitat  85,7%, Spezifitat 95,9%) [51]. Ein weiterer Vorteil der
Dunnschichtzytologie besteht darin, dass sie mehr Optionen zur Untersuchung,
wie zum Beispiel die zusatzliche HPV-Diagnostik, ermdglicht. Allerdings ist die
Dunnschichtzytologie auch mit hdheren Kosten verbunden und bendtigt mehr
Laborgerate. Genau wie die konventionelle Burstenzytologie sollte eine
Dunnschichtzytologie nie eine chirurgische (Exzisions-)Biopsie zur definitiven
Abklarung ersetzen, sondern als nicht invasive, schnelle und kostengunstige
Methode zur Abklarung klinisch verdachtiger Lasionen und zur Weichenstellung
des weiteren Vorgehens genutzt werden [48, 52].

Leider ergeben sowohl konventionelle zytologische Verfahren als auch die
Dunnschichtzytologie  mikroskopisch  nicht immer sicher tumorpositive
oder -negative Diagnosen, sondern auch unklare Befunde, z.B. ,tumorverdachtig”
oder ,Zweifelhaft"” (Tumor nicht auszuschliefden). Zytologische
Klassifikationssysteme berucksichtigen national und international diesen
Umstand, welcher in Kapitel 2.3 weiter ausgefuhrt wird. Bei zytologisch unklaren
Diagnosen kann zur weiteren Abklarung am gleichen Untersuchungsmaterial auf

zusatzliche Verfahren, wie z.B. die DNA-Bildzytometrie zurickgegriffen werden.
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1.3.4 DNA-Bildzytometrie

Als erganzende Methode zur konventionellen Burstenbiopsie, aber auch zur
Dunnschichtzytologie, kann in vielen Fallen die DNA-Bildzytometrie angewandt
werden. Es lasst sich hiermit das Vorliegen einer DNA-Aneuploidie nachweisen,
die als spezifischer und sensitiver Marker fur eine maligne Transformation
suspekter Zellen gilt [47, 53].

Die DNA-Bildzytometrie ist indiziert, wenn z.B. bei konventionell-zytologisch
zweifelhaften Lasionen Tumorzellen nicht sicher auszuschlief3en sind oder wenn
eine tumorverdachtige Diagnose verifiziert werden soll [42]. Es ist hierbei von
aullerordentlichem Vorteil, dass die gleichen mikroskopisch suspekten Zellen
erneut mittels DNA-Bildzytometrie untersucht werden konnen. Dafur werden die
bereits konventionell-mikroskopisch beurteilten Praparate zunachst nach Feulgen
umgefarbt und mit Hilfe eines Lichtmikroskopes mit angeschlossenem Computer-
basiertem Bildanalysesystem untersucht [54]. Mit Hilfe normaler im Praparat
enthaltener Zellen werden Referenzwerte der integrierten optischen Dichte (I0D)
festgelegt. Die I0ODs von suspekten Zellkernen werden nun mit der Referenz-IOD
verglichen und in einem Histogramm eingetragen. Die Referenz-IOD entspricht
dem DNA-Gehalt (content=c) von unauffalligen Zellkernen, der in Anlehnung an
den diploiden Chromosomensatz als ,2c” bezeichnet wird. Dies ist moglich, da in
der Farbereaktion der verwendete Farbstoff kovalent an die DNA bindet und damit
zum DNA-Gehalt stochiometrisch ist. Es lassen sich so Haufigkeitsgipfel von
ruhenden Zellen mit gleichem DNA-Gehalt im DNA-Histogramm erkennen die,
wenn sie eine Proliferationsfraktion (S-Phase-Fraktion) erkennen lassen, als
Stammlinie bezeichnet werden.

Bei normalem und regeneratorisch aktivem Gewebe hat das DNA-Histogramm
typischerweise Haufigkeitsgipfel bei 2c und 4c. Bei einer Abweichung der
Stammlinienlage um mehr als 10% von diesen Normwerten oder abnorm hohen
Werten von Einzelzellen Uber 9c liegt eine DNA-Aneuploidie vor [55].

Durch die Kombination von konventioneller Burstenbiopsie und DNA-
Bildzytometrie wurde in verschiedenen Studien am Universitatsklinikum
Dusseldorf eine Sensitivitat der Untersuchung von 97,8-100% und eine Spezifitat
von 97,4-100% erreicht. Mit Hilfe der Kombination beider Methoden kann die
Erkennungsrate von Karzinomen oder maligne transformierter Vorlauferlasionen

(obligate Prakanzerosen) also deutlich verbessert werden [46, 55]. Die

12



DNA-Bildzytometrie ist auRerdem gut reproduzierbar und kostengunstig, wodurch
sie heutzutage ihren gro3en Stellenwert in der weiterfUhrenden Diagnostik von

Mundschleimhautveranderungen nicht verloren hat [41, 47, 55].

1.4 Weitere nicht-invasive Untersuchungsmethoden fur
Mundkrebs-Screening und -friiherkennung

Im Vorkapitel wurde die Zytologie als Methode der Friuherkennung bei
morphologisch auffalligen Lasionen vorgestellt. Fruherkennung von Lasionen
muss aber von einer Screening-Situation, bei der ,gesunde” Risikopersonen (ggdf.
auch ohne sichtbare Lasionen) untersucht werden, unterschieden werden. Es gibt
Evidenz daflr, dass die Inspektion der Mundhohle bei Menschen mit hohem
Mundkrebsrisiko im Rahmen eines Screenings die Mortalitat von Mundkrebs
reduziert und aulRerdem zu Erkennung in frGheren Tumorstadien fuhrt. Dieser
Zusammenhang lasst sich bislang fur die im Folgenden vorgestellten Methoden,
aber auch fur die orale Burstenzytologie im Screening-Einsatz bislang noch nicht

belegen [13].

1.4.1 Toluidinblau

Ein weiteres Hilfsmittel zur Erkennung von Dysplasien ist der Einsatz von
Toluidinblau. Dafur wird eine Toluidinblau-Lésung fur 30 Sekunden auf die
suspekte Schleimhaut aufgetragen und anschlie®end mit Essigsdure abgespult.
Der azidophile metachromatische Farbstoff lagert sich selektiv an sauren
Gewebekomponenten an, beispielsweise an Sulfaten und Phosphatradikalen,
wodurch DNA und RNA gefarbt werden [56]. Das Vorgehen basiert also auf der
Annahme, dass dysplastische Zellen mehr Nukleinsauren aufweisen als normale
Zellen und dadurch starker angefarbt werden [56, 57]. Da allerdings auch bei
Ulzerationen, die beispielsweise durch traumatische oder inflammatorische
Prozesse entstehen, eine erhohte Regeneration des Epithels ablauft, weist das
Verfahren eine geringe Spezifitat auf. Diese lag in verschiedenen Studien
zwischen 32% und 48%, wahrend die Sensitivitat 100% betrug [58]. Wahrend
Toluidinblau demnach als alleiniges Untersuchungsmittel zu unsicher ist, kann es
beispielsweise bei grofdflachigen Leukoplakien helfen, die Lokalisation mit der

hochstgradigen Dysplasie zu finden, um dort gezielt zu biopsieren [58].
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1.4.2 Fluoreszenzdiagnostik

In der Fluoreszenzdiagnostik, auch Photodynamische Diagnose (PDD) genannt,
gilt die korpereigene Substanz 5-Aminolavulinat (5-ALA) als Mittel der Wahl, da es
lokal oder systemisch appliziert die Porphyrinsynthese anregt. Die Veranderung
der Lipidbarriereschicht bei neoplastischen Zellen resultiert in einer defekten
Zelloberflache, in die 5-ALA vereinfacht eindringen kann. In Kombination mit der
veranderten Hambiosynthese bei Tumorzellen, kommt es daher zu einer
Anreicherung von Protoporphyrin IX (PplX) in neoplastischem Gewebe [59, 60].
Fur die Anwendung im oralen Bereich wird beispielsweise eine Mundspulung mit
5-ALA verwendet, mit welcher der Patient mehrere Minuten umspdilt.

Bei anschlieBender Stimulation des Gewebes mit blau-violettem Licht
(380-440 nm), kommt es zu einer Fluoreszenz des dadurch synthetisierten
(5-Aminolavulinat-induzierten) PplX. Mithilfe von Filtern und Kameras lasst sich
diese gut darstellen und so malignes von gesundem Gewebe abgrenzen [59, 60].
Wahrend die Sensitivitat bei der Fluoreszenzdiagnostik hoch ist (84-99%), ist die
Spezifitat (60-89%) geringer [61]. Dies kann verschiedene Ursachen haben. Da
einige Bakterienstamme in der Lage sind, nach 5-ALA-Gabe PpIX zu
synthetisieren, kann eine schlechte Mundhygiene zu falsch positiven Ergebnissen
fuhren. Daher wird zur Durchfuhrung einer professionellen Zahnreinigung und
Munddesinfektion unmittelbar vor der Fluoreszenzdiagnostik geraten [59].

Eine weitere Ursache fur falsch positive Ergebnisse kann eine vorangegangene
Radiatio im Kopf-Hals-Bereich sein. Da diese zu einer irreversiblen Zellstruktur-
veranderung fuhrt, kommt es dort zu einer erhdhten Akkumulation von PplX. Daher
ist die Fluoreszenzdiagnostik bei einem Rezidivverdacht kontraindiziert und sollte
eine chirurgische Biopsie nie ersetzen, sondern nur erganzend angewendet
werden [59].

1.4.3 Autofluoreszenz

Als Autofluoreszenz bezeichnet man die Eigenschaft von Gewebe zu
fluoreszieren, wenn es Licht einer bestimmten Wellenlange ausgesetzt wird [61].
Dabei wird zwischen der porphyrinabhangigen und der porphyrinunabhangigen
Autofluoreszenz unterschieden. Erstere basiert auf Bakterien, die sich auf
nekrotischen Tumoroberflachen befinden und Porphyrin bilden. Dabei entsteht

allerdings meist ein inhomogenes Fluoreszenzbild mit irritierenden und falsch
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positiven Ergebnissen, da sich diese Bakterien beispielsweise auch auf
Zahnhalsen und dem Zungenriucken befinden kénnen [60]. Daher besitzt die
porphyrinunabhangige Autofluoreszenz heutzutage einen hdheren Stellenwert.
Sie grundet auf endogenen, physiologisch vorkommenden Fluorophoren, wie
beispielsweise Kollagen, Elastin, NADH, FADH und aromatischen Aminosauren,
die entweder im Gewebeaufbau oder im Stoffwechsel eine Rolle spielen. Diese
Fluorophore sind in unterschiedlicher Zusammensetzung und Konzentration
vorhanden, je nach Gewebeart, Stoffwechselzustand und Gewebedicke und
definieren so verschiedene Autofluoreszenzspektren [62]. Durch Veranderungen
dieser Faktoren in neoplastischem Gewebe, beispielsweise durch eine
prakanzerose Epithelschichtverdickung, lasst sich mithilfe der Autofluoreszenz
zwischen gesunden, pramalignen und malignen Lasionen unterscheiden [60, 63].
Ein Vorteil der Autofluoreszenz besteht darin, dass keine fluoreszierenden
Chemikalien verabreicht werden mussen, wodurch sich der Behandlungsaufwand
und das Risiko fur Nebenwirkungen verringert [61, 64].

Allerdings ist die Sensitivitat der Autofluoreszenz abhangig von der Lokalisation
der Schleimhautlasion. Sie wurde zwar in einigen Studien als sehr hoch gelobt,
allerdings wurden da oft Entzindungen oder Veranderungen wie Lichen planus
nicht mit einbezogen. In einer Studie von Koch et al., in denen diese
Veranderungen inkludiert waren, konnten erythematose, benigne Lasionen
mithilfe der Autofluoreszenz nicht zuverlassig von Plattenepithelkarzinomen
unterschieden werden, die Sensitivitat betrug nur 18-21% bei einer Spezifitat von
98%. Daher bringt das Verfahren fur den Behandler keine erhebliche Hilfestellung

bei der weiteren Behandlung und Therapieplanung [64].

1.4.4 Computergestiitzte Bildanalyse (Oral CDx®)

FUr die computergestitzte Bildanalyse werden zunachst mit einer speziellen
Burste, die eine Entnahme aus allen drei Epithelschichten (Superfizialzellschicht,
Intermediarzellschicht, Basalzellschicht) ermoglichen soll, Zellen gewonnen. Nach
dem Ausstreichen auf einem Trager, der Fixierung und der Farbung mit einer
modifizierten Papanicolaou-Farbung erfolgt die erste morphologische und
zytologische Auswertung mithilfe eines Computerprogrammes. Das Programm
filtert die 192 am ehesten auffalligen Zellen heraus und prasentiert sie einem

speziell geschulten Pathologen. Wahrend der Computer also eine Vorauswahl
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trifft, wird die Interpretation der Ergebnisse allein durch den Pathologen
durchgefuhrt [43, 61, 65].

Sciubba et al. fiihrten 1999 eine klinische Studie mit Oral CDx® an 945 Patienten
durch. Sensitivitat (100%) und Spezifitat (92,9-100%) waren dabei sehr hoch,
aullerdem erwiesen sich 4,5% der Lasionen, die klinisch gutartig erschienen, als
prakanzerds oder sogar kanzerds [65]. In anderen Studien betrug die Sensitivitat
71-100 % und die Spezifitat lag zum Teil unter 25%. Das Verfahren ist
lizenzgebunden [61]. Auch bei Oral CDx® handelt es sich nur um ein ergénzendes
Verfahren, bei atypischen oder positiven Ergebnissen muss eine chirurgische

Biopsie erfolgen [43].

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser statistischen Arbeit ist es, die diagnostische Treffsicherheit der oralen
Burstenbiopsie inklusive adjuvanter DNA-Bildzytometrie anhand des Archiv-
materials neuerer Einsendungen aus dem Universitatsklinikum Dusseldorf
retrospektiv zu ermitteln und mit Treffsicherheiten aus dem internationalen
Literaturquerschnitt zu vergleichen. Die bisherigen institutseigenen Treffsicher-
heitsstudien datieren auf Anfang der 2000er Jahre.

Des Weiteren soll neben der zytologischen Diagnose das Krankheitsspektrum,
Haufigkeit, Risikofaktoren und Lokalisation der vorliegenden Mundschleimhaut-

lasionen evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau, Patientenkollektiv und Abgrenzung
der eigenen Leistung

Vor Beginn der Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf das Projekt hinsichtlich der ethischen
und rechtlichen Unbedenklichkeit gepruft (Studiennummer 5719, Votum vom
02.11.2016).

Die Arbeit wurde als eine retrospektive Kohortenstudie aufgebaut. Es erfolgte eine
statistische Auswertung der zytopathologischen Befundberichte in der Datenbank
dc-Pathos, der Patientenakten (in Papierform) der beteiligten Kliniken am
Universitatsklinikum Dusseldorf sowie der relevanten Daten aus der
elektronischen Patientenakte im Krankenhausinformationssystem Medico®. Es
wurden samtliche aus der Klinik fur Mund- Kiefer- und plastische Gesichtschirurgie
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. Dr. Kuibler) sowie der Poliklinik fur zahnarztliche Chirurgie
und Aufnahme (Direktor: Univ.-Prof. Dr. Becker) eingesandten oralen
Burstenabstriche der Jahre 2014 und 2015 ausgewertet.

Die zytopathologischen Befunde wurden einem anhand der klinischen Befunde in
den Patientenakten (vgl. Kapitel 2.5) und ggf. den histopathologischen Diagnosen
erhobenen Follow-up Referenzstandard gegenubergestellt (vgl. Kapitel 2.6). Die
Entnahme der Burstenabstriche und die zytopathologische Diagnostik wurden
nicht von mir, sondern von am Universitatsklinikum angestelltem Personal
durchgefuhrt. Die Planung und Durchfihrung des Studiums der Datenbanken und
Patientenakten, die Darstellung der erhobenen Daten in Tabellenform sowie deren

statistische Auswertung sind eigene Leistungen im Rahmen dieser Doktorarbeit.

2.2 Entnahme der Birstenabstriche

Bei den Patienten wurde nach oraler Inspektion der Mundschleimhaut mit einer
Zytoburste (z.B. Gynobrush® plus, Fa. Heinz Herenz Hamburg) ein- oder
mehrmals unter Drehung der Blrste Uber die klinisch suspekte Lasion gestrichen,
um Plattenepithelien aus dem Epithelverband herauszulésen (sog. forcierte

Exfoliation). Anschlielend wurde die Burste rotierend unter leichtem Druck an
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mehreren Stellen auf einem Objekttrager ausgestrichen und die so gewonnenen
Zellen dann sofort mit Aufspriihen von Alkohol (M-FIX™ Fixationsspray, Fa. Merck
KGaA, Darmstadt) aus etwa 20 cm Entfernung fixiert.

Bei jeder Burstenbiopsie wurde ein Begleitschein fur die Cytopathologie ausgefullt,
welcher mindestens Name und Geburtsdatum sowie Versicherungsdaten des
Patienten, meist aber auch Angaben zur Lokalisation, klinischem Bild und ggf.
Vorerkrankungen und Vortherapien enthielt. Dafur wurden die Lasionen
hinsichtlich ihrer Lokalisation, Farbe, Oberflachenstruktur und GroRRe beschrieben
und in vielen Fallen eine Verdachtsdiagnose geaul3ert.

Ebenso wurden wichtige Risikofaktoren, wie beispielsweise ein vorangegangenes
Plattenepithelkarzinom, Tabakkonsum oder ein zuvor diagnostizierter Lichen
planus auf dem Begleitschein notiert. In fast allen Scheinen wurde aul3erdem das

Hauptanliegen der Frage nach Malignitat deutlich gemacht.

2.3 Aufarbeitung und Diagnostik im Funktionsbereich
Cytopathologie
Die eingesandten alkoholfixierten zytologischen Praparate wurden im
Funktionsbereich Cytopathologie zunachst datenbankmalig erfasst und
anschlie3end nach Papanicolaou gefarbt. Diese Farbung eignet sich vor allem zur
Tumordiagnostik, da das Kernchromatin hierbei besonders gut dargestellt wird.
Die Praparate durchliefen einen standardisierten Farbeprozess im
Farbeautomaten CellStain® (Firma THARMAC® GmbH Laboratory Solutions,
Wiesbaden) in welchem nach Vorbehandlung mit Ethanol verschiedene
sukzedane Farbungen mit Hamatoxylin 1a, Orange |l 2b und Polychrom 3b (alle
Fa. Merck KGaA, Darmstadt) erfolgten (Tabelle 3). Die Zellkerne stellen sich
anschliellend dunkelviolett dar, Nukleolen und Erythrozyten rot und das

Zytoplasma je nach Dichte und Keratingehalt blaugrin bis orange (Abb.1).

18



Schritt | Klvetteninhalt Dauer Funktion
1. 96% Ethanol 2 Min.
2. 80% Ethanol 1 Min.
: Vorbereiten auf wassriges Milieu zur
3. 70% Ethanol 1 Min.
regressiven Kernfarbung
4. 50% Ethanol 1 Min.
5. Aqua Dest. 1 Min.
6. Hamatoxylin 2 Min. Kernfarbung
7. Leitungswasser 3 Min.
: Konservieren der Farbung
8. Leitungswasser 3 Min.
9. NH,OH 1 Min. Auswaschen Uberschussiger Farbe
aus Zytoplasma
10. 70% Ethanol 1 Min.
: Entwasserung der Praparate zur
11. 70 % Ethanol 1 Min.
Vorbereitung auf hydrophobe
12. 80% Ethanol 1 Min.
Plasmafarbstoffe
13. 96% Ethanol 1 Min.
14. Orange Il 2b 2 Min. Zytoplasmafarbung
15. 96% Ethanol 1 Min.
Entwasserung
16. 96% Ethanol 1 Min.
17. Polychrom 3b 2 Min. Zytoplasmafarbung
18. 96% Ethanol 1 Min.
19. 96% Ethanol 1 Min.
20. 99,5% Ethanol 2 Min. Entwasserung
21. Xylol 1 Min.
22. Xylol 1 Min.
23. Voclear 1 Min.
Klaren
24, Voclear 1 Min.

Tabelle 3: Ablauf der Papanicolaou-Farbung.
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Abb. 1: Dysplastische Plattenepithelien in der Papanicolaou-Farbung. Objektiv: 20x [66]

o7 S

Die gefarbten Préaparate wurden anschlieRend den diagnostizierenden Arzten
vorgelegt. Die zytopathologische Befundung orientiert sich dabei an der Einteilung
in Diagnosegruppen gemaly der Malignitatswahrscheinlichkeit, gemall dem
Vorschlag der Deutschen Gesellschaft flur Zytologie und der Arbeitsgemeinschaft
Zytopatholgie der Deutschen Gesellschaft fur Pathologie vom 21.06.1997. Diese
Klassifikation ist fur die extragynakologische Zytologie nach wie vor in Deutschland
ublich:
e Unzureichend: keine oder nur autolytische Zellen im Abstrich
enthalten
¢ Negativ = keine bosartigen Zellen nachweisbar
o Zweifelhaft = Bosartige Zellen nicht sicher auszuschlie3en
(Malignitatswahrscheinlichkeit etwa 30%)
e Dringender Verdacht = Bosartige Zellen wahrscheinlich
(Malignitatswahrscheinlichkeit etwa 70%)

e Positiv = Nachweis von bdsartigen Tumorzellen [67]

Zusatzlich erfolgt eine Angabe der Diagnose im Klartext, z.B. ,das Zellbild
entspricht hyperkeratotischer Mundschleimhaut®. Zytologisch ist ein invasives
Karzinom nicht von einem in situ Karzinom abzugrenzen. Die nicht eindeutigen
Diagnosen ,zweifelhaft® und ,dringender Verdacht® ergeben sich durch die
Tatsache, dass manche Zellbilder, z.B. das Zellbild einer Entzindungsreaktion in

gewissen Stadien Uberschneidungen mit einer beginnenden Entartung oder auch
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dysplastischen Zellveranderungen hat (Abb. 2). Zu diesen Auffalligkeiten gehdort
beispielweise eine veranderte Kern-Plasma-Relation, die sowohl bei
inflammatorischen als auch bei dysplastischen Prozessen auftreten kann [61].

Bei diesen nicht eindeutigen Diagnosen wurde, wenn moglich, eine

DNA-Bildzytometrie zur weiteren Analyse durchgefuhrt.

Verdanderungen rungen

Unklare
eranderungeg

Abb. 2: Uberschneidung der Eigenschaften gutartiger und bosartiger Verianderungen [68]

Um eine DNA-Bildzytometrie durchfihren zu konnen, muss zunachst eine
Feulgen-Farbung der entsprechenden Praparate erfolgen. Hierbei kdnnen die
bereits mikroskopierten nach Papanicolaou gefarbten zytologischen Praparate
verwendet werden. Areale suspekter Zellen wurden mit einem Filzschreiber auf
dem Deckglas markiert und der Objekttrager zur Ubertragung der Markierungen
nach der Feulgen-Farbung fotokopiert. Durch Einstellen des Objekttragers in Xylol
wurde das Deckglas abgeldst. Dies dauert je nach Alter des Praparates Stunden
bis wenige Tage. Die Feulgen-Farbung erfolgte in mehreren Schritten (Tabelle 4)

in einem Farbeautomaten CellStain®.
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Schritt Kuvetteninhalt Dauer Funktion
1. Xylol 15 Min.
2. 99,5% Ethanol 5 Min.
3. 96% Ethanol 5 Min. Wassern und
4. 10% gepuffertes Formalin | 50 Min. fixieren
5. Aqua Dest. 10 Min.
6. Aqua Dest. 10 Min.
7. 5N HCI bei 27°C in |60 Min. Saure Hydrolyse
Heizkuvette der DNA
8. Aqua dest. 2 Min.
9. Aqua dest. 2 Min. Waschen
10. Aqua dest. 2 Min.
11. Schiff sches Reagenz 60 Min.
12. SO,-Wasser 5 Min.
13. SOz-Wasser 5 Min. Farbereaktion
14. SO,-Wasser 5 Min.
15. Aqua dest. 1 Min.
16. Aqua dest. 1 Min. Waschen
17. 70% Ethanol 10 Min.
18. 96% Ethanol 10 Min.
Entwasserung
19. 99,5% Ethanol 10 Min.
20. Xylol 15 Min.

Tabelle 4: Ablauf der Feulgen-Farbung.

Die nach Feulgen umgefarbten Praparate mussten wegen ihrer
Lichtempfindlichkeit bis zur Diagnostik im Dunkeln aufbewahrt werden.

Zur DNA-Bildzytometrie wurde die ,MotiCyte DNA-Workstation interactive® (Fa.
Motic, Wetzlar) verwendet. Diese besteht aus einem Lichtmikroskop mit einer
Farb-Videokamera, welche an einen PC mit einem Bildanalysesystem
angeschlossen ist. Um eine Messung durchfuhren zu kénnen, mussten zur
Eichung des Systems mindestens 30 Referenzzellen (bei MSH-Praparaten meist
Plattenepithelzellen oder Granulozyten) manuell ausgewahlt werden und so der

DNA-Gehalt normaler Zellkerne, welcher einem diploiden Chromosomensatz

22



entspricht (2c, c=content), ermittelt werden. Fur die Anforderungen an das
Analysesystem und den Messvorgang sind dabei die von der ,European Society
for Analytical Cellular Pathology” (ESACP) vorgegebenen Standards eingehalten
worden [69-72]. Anschliefend wurden vom Untersucher ca. 300 morphologisch
auffallige Zellkerne durch Anklicken mit der Maus ausgewahlt und vom System die
IOD bestimmt. Dieser Vorgang beruht auf einer quantitativen Messung, da die
Farbintensitat der Feulgen-Farbung proportional zum DNA-Gehalt der jeweiligen
Zellkerne ist.

Nach Ablauf dieser Messung wurden die Zellkerne in einer Bildergalerie dargestellt
und durch den Untersucher auf Korrektheit der Kernerfassung uberpruft.
Anschlielend wurden die zugehorigen DNA-Histogramme erstellt. Das
Histogramm ist die Haufigkeitsverteilung von Zellen entsprechend ihrem DNA-
Gehalt. Es konnen so Stammlinien (vgl. Kapitel 1.3.4) ermittelt sowie auch

einzelne Zellen mit abnorm hohen DNA-Gehalten detektiert werden.

Eine diploide DNA-Verteilung entspricht dabei der Verteilung einer normalen
ruhenden Zellpopulation (Abb. 3). Bei einer euploid-polyploiden DNA-Verteilung
(Abb. 4) liegen die DNA-Stammlinien bei Werten um 2c, 4c und 8c, jeweils mit
einer tolerierten Abweichung von +/- 10%. Diese Verteilungen kommen z.B. bei
entzundlichen oder regenerativen Zellveranderung, z.B. bei Lichen planus, vor [73,
74].

p . ™ BLBLELBLE LI LIS LI LU L L LB LA LI LR LN LRI

- Reference nuclei(R)
- Analysis nuelei(A)

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 &0 3.0 10.0(c)

Abb. 3: Diploides DNA Histogramm mit Stammlinie bei 2,15¢ mit Verdopplungsgipfel [66]
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es DNA Histogramm mit Stammlinien bei 2,05¢ und 4,02c [66]

erhalb dieser Bereiche oder Einzelzellen mit einem DNA-

Gehalt Uber 9c werden als Stammlinienaneuploidie oder Einzelzellaneuploidie

bezeichnet und kommen physiologisch nicht vor. Diese Verteilungen sind

charakteristisch fur ein

e maligne Transformation der suspekten Zellen. Abbildung

5 zeigt ein solches aneuploides Histogramm. Wenn sich nur sehr wenige Zellen in

diesen auffalligen Bereichen befanden, aber nicht genugend fir eine eindeutige

Diagnose, konnte nur ein Verdacht auf DNA-Aneuploidie gedullert werden.
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Abb. 5: Aneuploides Histogramm mit Stammlinie bei 2,56¢c mit Verdopplungsgipfel [66].
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2.4 Planung der zu entnehmenden Daten aus Patienten-
akten

Vor dem eigentlichen Aktenstudium war eine detaillierte Planung der
Datensammlung notwendig. Dabei war einerseits wesentlich, moglichst viele
Informationen Uber die Patienten und deren Anamnese zu erfassen. Andererseits
waren ausfuhrliche Informationen zur Schleimhautlasion und zur zytologischen
und klinischen Diagnostik und Behandlung wichtig.
Zur Ubersichtlichen Datensammlung und anschlieRenden Auswertung wurde
anschlieBend mithilfe von Microsoft” Excel®” (Version 15.23.2) eine Tabelle erstellt.
Diese bestand aus nachfolgenden Spalten-Beschriftungen:

e Patientennummer

e Name

e Geburtsdatum

e Geschlecht”

e Patienten-Eingangsnummer des Funktionsbereichs Cytopathologie

(C-Nummer)

e Patient aus MKG oder aus der Kieferklinik?

e Datum der Burstenbiopsie

e Lokalisation der Burstenbiopsie*®

e Kiinik vor Abstrich*

e Zytologische Diagnose*

e Diagnosegruppe (negativ/zweifelhaft/dringender Verdacht/positiv)

e Durchfuhrung einer DNA-Zytometrie (ja/nein)*

e Zytologische Vorbefunde

e Zeitgleiche chirurgische Biopsie

e Chirurg. Biopsie im Verlauf

e Zytologische Abstriche im Verlauf

e Grunderkrankungen

¢ Risikofaktoren*

e Zusatzliche Untersuchungen (CT, Sonographie...)

e Therapie

e Falls ein Karzinom vorliegt: Staging*

¢ Referenzstandard (positiv/negativ/kein)
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e Falls ,kein Referenzstandard®: Grund

e Klinisches Endergebnis*

e Letzte Patientenvorstellung in Kieferklinik/ MKG
e Durchfuhrender Arzt des Blrstenabstrichs

e Durchfuhrender Arzt der chirurgischen Biopsie
e Untersuchungszeitraum

e Alter des Patienten bei Abstrichentnahme

*h

Die mit ,** markierten Begriffe wurden im Rahmen der Aufarbeitung noch in
Untergruppen eingeteilt, um ein gezieltes Filtern der Daten zu ermdglichen.

Die personenbezogenen Daten wie Name und Geburtsdatum und C-Nummer
wurden nach Zusammentragen samtlicher Patientendaten geldscht und durch
eine fortlaufende Nummer ersetzt, um eine Anonymisierung der Datensatze zu

gewahrleisten.

2.5 Aktenstudium

2.5.1 Befunddokumentationssystem ,,dc-pathos*

Zuerst wurden mithilfe des Befunddokumentationssystems ,dc-pathos® (Firma
dc-Systeme, Heiligenhaus) im Funktionsbereich Cytopathologie und im Institut far
Pathologie der Universitatsklinik Dusseldorf samtliche zytologische Praparate
herausgefiltert, die in den Jahren 2014 und 2015 aus der Klinik fur Zahnarztliche
Chirurgie und Aufnahme und der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
eingesandt wurden. Mithilfe der C-Nummer, einer fir jede Einsendung
spezifischen Nummer, konnten dann im Befunddokumentationssystem die
einzelnen Patientendatensatze eingesehen werden. Anhand der zytopatho-
logischen Befunde und der im System hinterlegten Begleitscheine konnten die
ersten Spalten der Excel“-Tabelle mit Informationen gefiillt werden.

Durch eine Ruckwartssuche konnte anschlielend im Befundsystem gezielt nach
einzelnen Patienten gesucht werden und so herausgefunden werden, ob zuvor
oder auch als Verlaufskontrollen Burstenbiopsien erfolgt sind und ob zeitgleiche
oder spatere chirurgische Biopsien stattfanden. Falls ja, wurden diese Ergebnisse

ebenfalls in der Tabelle notiert.
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2.5.2 Digitale Akte im Krankenhausinformationssystem Medico®
Fir ergénzende Informationen wurden die digitalen Patientenakten im ,Medico*®
(Firma Cerner Deutschland GmbH, Idstein) durchgesehen.

Die Patientensuche erfolgte anhand des Geburtsdatums und des Patienten-
namens. Bei der Durchsicht wurde darauf geachtet, die Informationen nur aus
Arztbriefen, Protokollen der Tumorkonferenzen und anderen zuverlassigen
Quellen zu entnehmen, da oft systembedingt nur ein Uberbegriff als Diagnose in
der Akte selbst hinterlegt war, wie beispielsweise ,bosartiger Tumor im Kopf-Hals-
Bereich®.

Mithilfe dieser digitalen Akten war es vor allem moglich, Informationen uber
Grunderkrankungen der Patienten herauszufinden, welche nicht auf dem
Probenbegleitschein zur zytologischen Untersuchung notiert worden waren.

In den Protokollen der Tumorkonferenzen waren auRerdem Risikofaktoren, Details
Uber vorliegende Karzinome und Therapieansatze dokumentiert. Des Weiteren
erfolgte bei einigen Patienten eine chirurgische Biopsie zur Diagnosesicherung
(wie beispielsweise bei Lichen planus) in der Dermatologie, deren Ergebnis nicht
uber ,dc-pathos“ eingesehen werden konnte. Diese Histologiebefunde waren

ebenfalls im Medico® hinterlegt.

2.5.3 Papierakten

Wahrend die Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie fast vollstandig auf
digitale Dokumentationen umgestiegen ist und nur noch die Akten der
Privatpatienten im Papierformat fuhrt, nutzt die Klinik fir Zahnarztliche Chirurgie
und Aufnahme fur die Dokumentation der entsprechenden Sprechstunde
ausschlieRlich Papierakten. Daher war eine Durchsicht von Papierakten fir
weitere Informationen Uber die Patienten und die zytologischen Abstriche in beiden
Abteilungen notwendig.

Aus Akteneintragen wurden beispielsweise die letzte Vorstellung des Patienten in
der Klinik oder der behandelnde Arzt herausgefunden. Auch genauere Angaben
zu den Therapien und dem klinischen Endergebnis wurden dokumentiert. Durch
die vom Patienten ausgeflllten Anamnesebdgen wurden die Angaben zu

Risikofaktoren und Grunderkrankungen in einigen Fallen erganzt.
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2.6 Festlegung und Ermittlung des Referenzstandards
(Follow-up)

Um eine retrospektive Auswertung der Daten zu ermdglichen, wurde bereits bei
der Studienplanung vor der Akteneinsicht und vor Beurteilung der vorliegenden

Daten ein Referenzstandard definiert (Tabelle 5).

e zeitnahe (max. 6 Monate) histologische
Diagnose mindestens einer schweren
Dysplasie des Plattenepithels

positiver Referenzstandard oder

e zytologische Diagnose ,positiv oder
schwere Dysplasie mit passendem

klinischem Verlauf

Mittelgradige Dysplasie oder weniger:
e zytologische Diagnose ,negativ® in

Ubereinstimmung mit dem Klinischen

Gesamtbild
oder
negativer Referenzstandard e tumorfreier Verlauf wahrend eines Jahres
nach Abstrichenthahme
oder

e klinische Wiedervorstellung des Patienten
nach >14 Tagen nach benigner Diagnose

und passender klinischen Verlauf

e Kklinisch-histologische Daten kdnnen nicht
ausreichend sicher der zytologischen
Diagnose zugeordnet werden, z.B.:
fehlende  Akten, fehlende Kklinische

kein Referenzstandard Angaben, Lokalisationsangabe der

Bulrstenbiopsie zu ungenau, etc.

oder

e eine einmalige Patientenvorstellung oder

ein Untersuchungszeitraum <14 Tagen

Tabelle 5: Definition des Referenzstandards zur retrospektiven Auswertung
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AnschlieRend wurde fur jeden Patienten mithilfe der aus den Patientenakten
entnommen Daten (Follow-up) eine Zuordnung =zu den vordefinierten
Referenzstandards durchgefuhrt und tabellarisch den zytologischen Diagnosen im
Berichtszeitraum gegenubergestellt.

Dabei wurden Vorerkrankungen, Untersuchungszeitraume, aktuelle klinische und
pathologische Befunde sowie die abschlielRende klinische Diagnose und Therapie
bertcksichtigt. Das heil3t, jeder zytologische Befund erhalt eine Zuordnung zum

klinischen Verlauf (mindestens schwere Dysplasie ja/nein/nicht bestimmbar).

2.7 Statistische Aufarbeitung

Die statistische Aufarbeitung erfolgte hauptséchlich mit Microsoft® Excel® (Version
15.23.2, © 2016 Microsoft). Zur deskriptiven Statistik wurden Daten wie Median,
Spannweite, Minimum, Maximum und Mittelwert erhoben. Anhand der Filter-
funktion wurden auferdem quantitative und prozentuale Berechnungen mit

verschiedenen Variablen durchgefuhrt.

Jede Lasion wurde als einzelner Fall ausgewertet, da einige Patienten mehrere
Lasionen aufwiesen. Bei der Ermittlung der Daten Uber das Patientenkollektiv (z.B.
Patientenalter, Geschlechterverteilung...) wurde dann allerdings nur ein Fall pro
Patient ausgewertet, um die Daten nicht zu verfalschen, indem einige Patienten

mehrfach gezahlt hatten.

Durch das Umformatieren der Daten in eine Tabelle konnte auch ,PivotTable®, eine
Unterfunktion von Microsoft® Excel®, genutzt werden, um aus der urspriinglichen
Tabelle mit groRen Datenmengen gezielt Daten zu extrahieren,

gegenuberzustellen und anschlieRend auszuwerten (Abb. 6).
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Abb. 6: Ausschnitt aus einem mit Microsoft® Excel® erstellten PivotTable

blasenbildende bdsartiger Tumor Dysplasie
Lokalisation der Zyto Erkrankungen sonstige Candida Grad |
Alveolarkamm 1 1 5
Gaumen 2 12
Gingiva OK 5 1
Gingiva UK 3 6
Lippe 3
Mundboden/ Zungengrund 4
n.a.
Planum bucc. Links 1 1 2 1
Planum bucc. Rechts 2 2 6
sonstige
Vestibulum OK 1
Vestibulum UK
Zunge 1 1 5
n 15 4 51 6

Mithilfe dieser durch ,PivotTable® hergestellten Tabellen konnten anschlieRend

verschiedene Graphiken wie Torten-, Balken- und Saulendiagramme erstellt

werden.

Um die relevantesten Daten auf einen Blick darzustellen und Daten zur

diagnostischen Treffsicherheit zu ermitteln, wurden Vierfeldertafeln (auch
2x2-Tafeln genannt) angefertigt (Tabelle 6).
Krank Nicht krank Gesamt
Positives Testergebnis richtig positiv (A) falsch positiv (B) A+B
Negatives Testergebnis | falsch negativ (C) | richtig negativ (D) C+D

Gesamt

A+C

B+D

Tabelle 6: Beispiel einer Vierfeldertafel [75]

Aus diesen Vierfeldertafeln lie3en sich folgende Daten mit den angegebenen

Formeln berechnen:

e Sensitivitat = A/ (A+C)

e Spezifitat = D / (B+D)

e Positiver pradiktiver Wert (PPW) = A/ (A+B)
e Negativer pradiktiver Wert (NPW) =D / (C+D)
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Der Funktionsbereich Cytopathologie des Universitatsklinikums Dusseldorf erhielt
im Zeitraum vom 01.01.2014 bis zum 31.12.2015 insgesamt 1021 Abstriche aus
der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie (MKG) sowie der
Poliklinik far Zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme. 372 Proben (entsprechen
36%) stammten dabei aus der MKG, wahrend 649 Proben (entsprechen 64%) aus
der Poliklinik fir Zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme eingesandt wurden.
Sechs der eingesandten Proben waren, wie sich im weiteren Verlauf herausstellte,
keine Mundschleimhautabstriche, sondern beispielsweise Zystenaspirate oder
Abstriche aus offenen Halswunden, weswegen sie aus der Studie ausgeschlossen
wurden.

Weitere drei Proben entfielen, da sie keine Zellen oder nur nekrotisches Material
enthielten und daher eine zytologische Auswertung nicht mdoglich war
(Diagnosekategorie ,unzureichend®). Es verblieben so 1012 auswertbare

Birstenabstriche von 555 Patienten.

Angaben zu Geschlechtszuordnung und Alter der Patienten, von denen die

Abstriche entnommen wurden, werden in Tabelle 7 dargestellt:

weiblich mannlich
Anzahl der Abstriche (n) 590 (58%) 422 (42%)
Anzahl der Patienten (n) 319 (57%) 236 (43%)
Median Patientenalter 63 57
Range 4 -93 9-84
MW +/- SD 61,9 +/- 15,2 56,9 +/- 15,6

Tabelle 7: Geschlechtsverteilung und Altersverteilung im Gesamtkollektiv (1012 Proben von
555 Patienten). MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

3.1.1 Follow-up

Von den 1012 auswertbaren Mundschleimhautabstrichen konnte fur 218 Abstriche
(21%) kein Referenzstandard ermittelt werden, da klinische Angaben fehlten oder
gar keine Wiedervorstellung der Patienten erfolgte. Somit verblieben 794

auswertbare Abstriche von 411 Patienten (Abb. 7).
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Alle Abstriche
n=1021

h 4

Mundschleimhaut-Abstriche

n=1015

>

Ausschluss, da keine
Mundschleimhaut
n=6

A 4

auswertbare Praparate

n=1012

zytologisch unzureichende
Praparate
n=3

A 4

Referenz-Standard

n=794

!

negativ
n=728

l

'

Kein Referenz-Standard
n=218

positiv
n=66

l

eBlasenbild. Erkrankungen n=15

eDysplasie Grad | und Il n=9
eCandida n=51
eEntziindung n=31
eErythroplakie n=8
eFibrom n=3

eGutartiger Tumor n=1
eHyperkeratose n=50
eHyperplasie n=6
eleukoplakie n=249
elLichen n=192

elingua geographica n=10
ePapilldre Hyperplasie n=8

eRegelrechte Mundschleimhaut n=4

eUlkus n=91

ebdsartige Tumoren sonstige n=3
eDysplasie Grad Ill n=6
ePlattenepithelkarzinome n=57

Abb. 7: Flussdiagramm mit Angaben zur Zahl der Mundschleimhautabstriche, Studien-

ausschluss und Follow-up-Daten

Die Grinde daflr, dass bei 218 Fallen kein Referenzstandard ermittelbar war,

waren vielfaltig. In 175 diese Falle (80%) war eine fehlende Wiedervorstellung des




Patienten oder eine zu geringe Nachuntersuchungszeit von weniger als 2 Wochen
der Grund (Abb. 8).

Kein Referenz-Standard

n=218
I

) Fehlende klinische Zu geringe . Lokalisationsangabe
Akten nicht Angaben oder fehlende Nachuntersuchungs Pat. lehnt weitere der Biirstenbiospie
auffindbar ) ) ; Untersuchung ab

n=22 Histologie zeit n=2 Zu ungenau
n=7 n=175 n=12
A
Gar keine Untersuchungszeitraum
Wiedervorstellung <14 Tage
n=148 n=27

Abb. 8: Flussdiagramm iiber die Griinde fiir einen nicht ermittelbaren Referenzstandard

In 27 dieser Falle erfolgte zwar eine Wiedervorstellung innerhalb von 14 Tagen,
aber danach keine Weiterbehandlung. Dabei kam es beispielsweise zur Mitteilung
eines Dbenignen Befundes wund anschlieBender Ruckiberweisung zum
Hauszahnarzt. Aber auch die Kontrolle nach Behandlung mit Medikamenten
(beispielsweise mit Antimykotika bei Candidiasis-Verdacht) erfolgte meist
innerhalb von 14 Tagen und lie® bei Erfolg eine Ruckuberweisung zum
Hauszahnarzt zu.

In den Ubrigen 148 Fallen kam es zu gar keiner Wiedervorstellung, beispielsweise,
weil die teilweise sehr betagten Patienten nur wenige Tage nach der
Blrstenbiopsie an multiplem Organversagen oder Leukamie verstarben. In den
meisten Fallen sind die Patienten allerdings trotz teils dringender Empfehlung zur
Wiedervorstellung innerhalb der nachsten Wochen nicht mehr erschienen, obwonhl
in einigen Fallen sogar noch versucht wurde, sie telefonisch oder postalisch auf
die Dringlichkeit einer Wiedervorstellung aufmerksam zu machen.

Dieser Grund fur einen Studienausschluss hangt eng mit dem nachsten Grund,
dass der Patient weitere Untersuchungen ablehnt, zusammen. Bei zwei Fallen
wurde zu einer chirurgischen Biopsie geraten, die die Patienten dann ablehnten.
In weiteren 19 Fallen war die Lokalisationsangabe der Burstenbiopsie zu ungenau
oder es fehlten klinische Angaben. So war beispielsweise nur ,Mundschleimhaut

links“ oder ,Oberkiefer und Unterkiefer Abstriche® auf dem Begleitschein der
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Burstenbiopsie notiert, was zur weiteren Auswertung durch die Studie eine viel zu
ungenaue Lokalisationsangabe war. In anderen Fallen entsprachen die
Lokalisationen der Burstenbiopsien nicht den Lokalisationen der anschlielenden
chirurgischen Biopsien.

Anhand der Ausschlusskriterien zum Festlegen des Referenzstandards musste so

die Fallzahl von 1012 auf 794, somit um 21%, reduziert werden.

3.1.2 Untersuchungszeitraum

Der Untersuchungszeitraum (Follow-up-Zeitraum) des in die Studie inkludierten
Patientenkollektivs wurde als Differenz zwischen zytologischer Abstrichentnahme
und letzter Vorstellung in der Uniklinik Dusseldorf (laut Akteneintrag bei
Aktendurchsicht) festgelegt.

Der Untersuchungszeitraum betrug im Durchschnitt 17,2 Monate (Mittelwert). Der
GroRteil der Patienten war unter 4 Monate in Behandlung, was sich in den meisten
Fallen durch eine abgeschlossene Diagnostik der Lasionen und anschlieRende

Ruckuberweisung zum Hauszahnarzt erklaren lie® (Abb. 9).

Follow-Up-Zeitraum

Anzahl von Patienten
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0-4 10-14 15.19 2024 25-29 30-34 35-39 40-44 4549 50-54

Untersuchungszeitraum nach Abstrichentnahme in Monaten

Abb. 9: Untersuchungszeitraum der Patienten nach Abstrichentnahme in Monaten (n=411)

3.1.3 Geschlechter- und Altersverteilung

Der jingste Patient des eingeschlossenen Patientenkollektivs war 5, der alteste
93 Jahre alt. Wahrend diese Spanne sehr breit ist, entfiel der Grofteil der
Buarstenbiopsien auf die Gruppe der 50- bis 79-Jahrigen, die 74% des Patienten-

kollektivs ausmachen (Abb. 10).
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Das Durchschnittsalter der Manner lag mit 58,4 Jahren unter dem der Frauen,
welches 62,4 Jahre betrug. Insgesamt betrachtet lag das Durchschnittsalter des

Patientenkollektives bei 60,8 Jahren.

Altersverteilung der Patientengruppe
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40
| I I I
— | - —

0
0-9 10-19 20-29  30-39 4049 50-59 60-69 70-79  80-89 90-100

Anzahl der Patienten

(=]

Alter des Patienten bei Zytoentnahme
Abb. 10: Altersverteilung des Patientenkollektivs (n=411).
Angaben zu Geschlechtszuordnung und Alter der Patienten, von denen Abstriche

entnommen und deren Daten ins Kollektiv eingeschlossen wurden, werden in

Tabelle 8 dargestellt:

weiblich

mannlich

Anzahl der Abstriche (n)

474 (59,7%)

320 (40,3%)

Anzahl der Patienten (n)

240 (58,4%)

171 (41,6%)

Median Patientenalter 63 59
Range 5-93 14 - 84
MW +/- SD 62,4 +/- 14,4 58,4 +/- 14,6

Tabelle 8: Geschlechtsverteilung und Altersverteilung im eingeschlossenen Kollektiv (794
Abstriche von 411 Patienten). MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

3.1.4 Risikofaktoren

Bei Untersuchung der bekannten Risikofaktoren fur Mundschleimhautkarzinome

wurde zunachst das gesamte Patientenkollektiv analysiert. Im Anschluss wurden

die Patienten mit positivem Referenzstandard noch einmal separat ausgewertet.

Eine positive Nikotinanamnese wurde nur vermerkt, wenn in den letzten 20 Jahren
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geraucht wurde. Bei 58% des gesamten Patientenkollektives waren keine
Risikofaktoren vorhanden bzw. keine Risikofaktoren angegeben (Abb. 11).

Im Vergleich zum Gesamtkollektiv wurden anschlieRend die 30 Patienten, an
denen die 66 Abstriche mit positivem Referenzstandard genommen wurden, aus
dem Patientenkollektiv herausgefiltert und separat auf ihre Risikofaktoren
untersucht (Abb. 12). Dabei sank der Anteil der Patienten, bei denen gar keine
Risikofaktoren angegeben wurden, von 58% auf 46%. Aul3erdem verdoppelte sich
der Wert der Patienten, die Alkohol- und Nikotinkonsum als Risikofaktoren

nannten, von 9% auf 20%.

Risikofaktoren des Patientenkollektives

Alkohol- und
Nikotinkonsum _
9% h

ausschlieBlich
Alkoholkonsum
3%

__keine Risikofaktoren
angegeben
58%

ausschlieBlich _—
Nikotinkonsum
30%

Abb. 11: Angegebene Risikofaktoren im gesamten Patientenkollektiv. n=411

Risikofaktoren bei Patienten mit (pra-)malignen Veranderungen

Alkohol- und
Nikotinkonsum
20%

ausschlieBlich

keine
Alkoholkonsum Risikofaktoren
7% angegeben
46%

Nikotinkonsum
27%

Abb. 12: Risikofaktoren bei Patienten mit (pra-)malignen Verdnderungen (ab hochgradiger
Plattenepitheldysplasie). n=30
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Da die Risikofaktoren ,Zustand nach PEC* und ,Lichen planus in der Anamnese*
als Mehrfachnennung zusatzlich zum Alkohol- oder Nikotinkonsum auftraten,
wurden diese beiden Risikofaktoren separat ausgewertet (Abb. 13).

Dabei war auffallig, dass der Anteil der Patienten mit einem PEC in der Anamnese
bei Patienten mit positivem Referenzstandard mehr als dreimal hoher war als im

Gesamtkollektiv.

Risikofaktor "Z.n. PEC" beim gesamten Risikofaktor "Z.n. PEC" bei Patienten mit
Patientenkollektiv (pra-) malignen Verdnderungen

Z.n. PEC
14%
kein PEC in der

Anamnese
53%

Z.n. PEC

47%
kein PEC in der
Anamnese
86%

Abb. 13: Risikofaktor ,,Zustand nach PEC“ beim gesamten Patientenkollektiv (links) im
Vergleich zu Patienten mit (pra-)malignen Veranderungen (ab hochgradige Platten-
epitheldysplasie, rechts). Z.n. PEC = Zustand nach Plattenepithelkarzinom. links n=411,
rechts n=30

Der Risikofaktor ,Lichen planus in der Anamnese® trat im Gesamtkollektiv bei 28
von 411 Patienten auf, also in ca. 7% der Falle. Genauso war es beim
Patientenkollektiv mit (pra-)malignen Veranderungen, dort wiesen 2 von 30

Patienten, also auch ca. 7% diesen Risikofaktor auf.

3.2 Mundschleimhaut-Lasionen
3.2.1 Lokalisation der MSH-Lasion

Die meisten der 794 Lasionen befanden sich an der Wange, an der Gingiva oder
an der Zunge.

191 Abstriche (24%) entfielen auf die Wangen (Planum buccale rechts und links)
und insgesamt 176 Abstriche auf die Gingiva.

An der Zunge wurden 144 (18%) Abstriche entnommen. Unter ,sonstige” sind

Lokalisationen wie beispielsweise die Tonsillenloge erfasst (Abb. 14).
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Lokalisationen der Biirstenbiopsien

Alveolarkamm I (85/794) 11%
Gaumen NN (66/794) 8%
Gingiva OK I (76/794) 10%
Gingiva UK I (100/794) 13%
Lippe NN (19/794) 2%
Mundboden/Zungengrund I (74/794) 9%
ohne Lokalisationsangabe M (3/794) 0,4%
Planum buccale links NI (36/794) 11%
Planum buccale rechts I (105/794) 13%
sonstige HM (5/794) 0,6%
Vestibulum OK NN (15/794) 2%
Vestibulum UK I (16/794) 2%
Zunge I 4 794) 18%

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Anzahl der Biirstenbiopsien

Lokalisation der Entnahme

Abb. 14: Lokalisation der Biirstenbiopsie (n=794). OK = Oberkiefer, UK = Unterkiefer.

3.2.2 Zytologische Diagnosegruppen

Bei einem Grol3teil der Burstenbiopsien lautete die zytologische Diagnosegruppe
,hegativ’. Mit 725 Fallen machte dieses Ergebnis 91,3% aller Diagnosen aus
(Tabelle 9).

Zytologisches Ergebnis Anzahl Anteil (%)
Negativ 725 91,3%
Zweifelhaft 49 6,2%
Dringender Verdacht 11 1,4%
Positiv 9 1,1%
Gesamt 794 100%

Tabelle 9: Haufigkeit der zytologischen Diagnosen (n = 794).

Auffallig war, dass bei bestimmten Lokalisationen, wo dringend tumorverdachtige
Lasionen vorkamen, fastimmer auch ,positiv“ zytologisch diagnostizierte Lasionen
in der vorliegenden Studie auftraten (Tabelle 10). Dies zeigte sich beispielsweise

an Mundboden und Zungengrund sowie an der Zunge.
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Andere Lokalisationen hatten wiederum hochstens ,zweifelhafte“ Befunde, obwohl
zum Teil zahlreiche Abstriche in der Studie eingeschlossen waren, wie

beispielsweise beim Planum buccale rechts (105 Abstriche).

Zytologische Diagnose
Lokalisation der Lasion negativ | zweifelhaft | dringender | positiv n
Verdacht
Alveolarkamm 80 3 1 1 85
Gaumen 61 5 66
Gingiva OK 67 6 1 2 76
Gingiva UK 93 4 1 2 100
Lippe 19 19
Mundboden/ Zungengrund 63 5 3 3 74
ohne Lokalisationsangabe 3 3
Planum buccale links 78 7 1 86
Planum buccale rechts 100 5 105
sonstige 4 1 5
Vestibulum OK 13 2 15
Vestibulum UK 15 1 16
Zunge 129 10 4 1 144
n 725 49 11 9 794

Tabelle 10: Haufigkeit der zytologischen Diagnosen an den verschiedenen Lokalisationen
(n =794). OK = Oberkiefer, UK = Unterkiefer.

3.2.3 Klinische Diagnhosen

Die haufigsten klinischen Endergebnisse nach dem Follow-up waren Leukoplakie
(249 Abstriche) und Lichen planus (192 Abstriche). Gemeinsam machten sie 55%
aller Diagnosen aus.

Abb. 15 zeigt die Haufigkeit der verschiedenen Diagnosen bezogen auf die Zahl

der Abstriche. Dabei sind bosartige Veranderungen in Rot dargestellt.
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blasenbildende Erkrankungen s (15/794) 2%
bosartiger Tumor sonstige ®  (3/794) 04%
Candida N (51/794) 63%
Dysplasie Grad | ™ (6/794) 0,75%
Dysplasie Grad I (3/794) 0,4%
Dysplasie Grad Il ™ (6/794) 0,75%
Entzlindung e (31/794) 4%
Erythroplakie ™ (8/794) 1%
Fibrom ® (3/794) 04%
Gutartiger Tumor 1 (1/794) 0,2%
Hyperkeratose ——(50/794) 6,2%
Hyperplasie ™ (6/794) 0,75%
Leukoplaki e 1——————— (149/794) 31,5%

Klinisches Endergebnis

Lichen planus e ———— (19/794) 24,2%
Lingua geographica == (10/794) 1,15%
Papillom/ Papillare Hyperplasie ™ (8/794) 1%
PEC T— (57/704) 7%

regelrechte MSH ® (4/794) 0,5%
Ulkys —m— (91/794) 11,5%
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Anzahl der Biirstenbiopsien

Abb. 15: Haufigkeitsverteilung der Follow-up-Diagnosen (n=794). Maligne Verdnderungen in
Rot dargestelit. PEC = Plattenepithelkarzinom, MSH = Mundschleimhaut

Um Aussagen fur jede einzelne Lasion machen zu kdnnen, wurden neben der in
Kapitel 3.1. angegebenen Auswertung fur die einbezogenen Patienten (n=411)
auch die einzelnen abgestrichenen Lasionen (n=794) den klinischen End-
diagnosen gegenubergestellt. Dabei liel3 sich beispielsweise feststellen, dass das
Durchschnittsalter eines Patienten mit einer malignen Lasionen 71 Jahre betrug
und somit zehn Jahre Uber dem Durchschnittsalter eines Patienten mit einer

benignen Lasion lag (Tabelle 11).
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Benigne
g Dysplasien PEC/ Tumoren

Verdnderungen (n=15) (n=60)
(n=719)

Alter 61 (5-93) 68 (48-81) 71 (37-91)
Geschlecht

Weiblich 433 (60) 5(33) 36 (60)

Mannlich 286 (40) 10 (67) 24 (40)
zeitgleiche Biopsie* 144 (20) 13 (87) 57 (95)
Untersuchungszeitraum (Monaten) 18 (0-52) 25(0,8-43) 24 (1,5-51)
Klinisches Endergebnis (benigne)

Blasenbildende Erkrankungen 15 (2)

Candida 51(7)

Entziindung 31(4,1)

Erythroplakie 8(1)

Fibrom 3(0,4)

Pleomorphes Adenom 1(0,1)

Hyperkeratose 50 (7)

Hyperplasie 6 (0,8)

Leukoplakie 249 (35)

Lichen 192 (27)

Lingua geographica 10 (1,4)

Papillare Hyperplasie 8(1)

Regelrechte Mundschleimhaut 4(0,5)

Ulkus 91 (12,7)
Dysplasiegrad

Grad | 6 (40)

Grad Il 3(20)

Grad Ill 6 (40)
Histologie

Plattenepithelkarzinom 57 (95)

Myoepitheliales Karzinom 2(3)

Plasmozytom 1(2)

Tabelle 11: Gesamtkollektiv (n=794) nach klinischen Enddiagnosen aufgeteilt. Daten
dargestellt bei Alter und Untersuchungszeitraum als arithmetischer Mittelwert (Spannweite),
bei den iibrigen Punkten als Anzahl und Anteil (%). *,,Zeitgleiche Biopsie“ ist in der Studie
als Histologie innerhalb von maximal 6 Monaten nach Zytologie definiert. PEC =
Plattenepithelkarzinom

3.2.4 (Pra-)Maligne Veranderungen

Insgesamt wurden an 30 Patienten 66 maligne Veranderungen und obligate
Prakanzerosen diagnostiziert. Damit stammten 8,3% aller Abstriche mindestens
von einer schweren Dysplasie und hatten somit einen positiven Referenzstandard.
57 dieser Veranderungen entsprachen einem PEC, davon eins einem verrukésen

Karzinom, einer Unterform des PECs. Sechs Mal lag eine Dysplasie Grad Il vor
41



und in drei Fallen ein anderer bosartiger Tumor. Letztere setzten sich aus
Myoepithelialen Karzinomen (2x) und Plasmozytom (1x) zusammen, die
zytologische Diagnosegruppe betrug bei ihnen ,negativ®, sie wurden entweder als
Ulkus oder als entzindliche Hyperkeratose interpretiert.

Die meisten (pra-)malignen Veranderungen befanden sich an der Zunge und am
Mundboden bzw. Zungengrund. Dort befanden sich insgesamt 42,4%
(=28 Lasionen) (Abb. 16).

Lokalisationen der malignen Verdnderungen
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Abb. 16: Lokalisation der malignen Veradnderungen (n=66). OK = Oberkiefer, UK=
Unterkiefer.

53 der 60 Tumoren war eine TNM-Klassifikation zugeordnet. Eine TNM-
Klassifikation war nicht bei allen Malignitaten angegeben, da beispielsweise einige
Patienten erneute chirurgische Eingriffe zur Biopsie ablehnten. Die Dysplasien
Grad Il und das Plasmozytom wurden ebenfalls nicht mit TNM-Klassifikation
angegeben und daher im Folgenden nicht mitbertcksichtigt.

Unter den 53 zugeordneten Karzinomen waren allerdings die beiden myo-
epithelialen Karzinome, bei denen aus der Datenlage nicht eindeutig hervorging,
ob diese in kleinen oder grof3en Speicheldrisen vorkamen. Der Vollstandigkeit
halber muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass es fur grof3e Speicheldrisen
eine separate TNM-Klassifikation gibt. Bei beiden myoepithelialen Karzinomen
lautete die TNM-Klassifikation ,pT4a pNO cMO LO VO PnO R1% so dass sie zum
Stadium IVA gehorten.
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Der Primartumor war in der Halfte der Falle im Stadium T1, also maximal 2 cm
grol3. In 40% der Falle konnte keine Aussagen zu Lymphknotenbefall gemacht
werden. In keinem der vorliegenden Falle lag eine Fernmetastasierung vor

(Tabelle 12). Mit insgesamt 88% liel3en sich die meisten Karzinome den Stadien |

und IVA zuordnen (Tabelle 13).

TNM-Klassifikation Anzahl und Anteil (%)
Primartumor
Tl 26/53 (49%)
T2 8/53 (15%)
T3 3/53 (6%)
T4a 16/53 (30%)
T4b 0
Lymphknoten
NX 21/53 (40%)
NO 17/53(32%)
N1 2/53 (4%)
N2a 0
N2b 13/53 (24%)
N2c 0
N3 0
Metastasen
MO 53/53 (100%)
M1 0
Tabelle 12: Einteilung der Tumore des Patientenkollektivs anhand der TNM-Klassifikation
(n=53)
Stadieneinteilung TNM Anzahl Anteil (%)
Stage O Tis NO MO 0 0
Stage | T1 NO MO 26 49 %
Stage Il T2 NO MO 4 8%
Stage lll T1-2 N1 MO 2 4%
T3 NO-1 MO 0 0
Stage IVA T1-3 N2 MO 5 9%
T4a NO-2 MO 16 30%
Stage IVB T1-4 N3 MO 0 0
T4b NO-3 MO 0 0
Stage IVC T1-4 NO-3 M1 0 0

Tabelle 13: Einteilung der Tumore anhand der im Studienzeitraum giiltigen Fassung der

Stadieneinteilung gema der UICC (n=53)
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3.3 Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik

Um die Treffsicherheit fur das Gesamtkollektiv zu berechnen, sind grundsatzlich
verschiedene Auswertungsvarianten denkbar. So konnen die nicht eindeutigen
Diagnosegruppen mit den zytologischen Ergebnissen ,zweifelhaft / bdsartige
Zellen nicht sicher auszuschlie3en® und ,dringender Verdacht / bosartige Zellen
wahrscheinlich® in verschiedenen Varianten entweder als statistisch positives oder
als negatives Ergebnis gewertet werden, wodurch unterschiedliche Werte fur die
Treffsicherheitsdaten der Vierfeldertafeln resultieren.

In Abb. 17 ist u.a. zu sehen, wie sich die zytologischen Diagnosen aufteilen und

welche Follow-up-Ergebnisse bei weiterer Aufarbeitung der Daten resultierten.

Alle Abstriche
n=1021

Ausschluss, da keine
Mundschleimhaut
n=6

4

Mundschleimhaut-Abstriche

n=1015
zytologisch unzureichende
» Praparate
n=3
y
auswertbare Praparate
n=1012
kein
P Referenzstandard
n=218
y y
negativ zweifelhaft dringender positiv
Verdacht
n=725 n=49 n=9
n=11
y
negatives positives negatives positives
Follow-Up Follow-Up Follow-Up Follow-Up
n=694 n=31 n=0 n=11
y y A y
negatives positives negatives positives
Follow-Up Follow-Up Follow-Up Follow-Up
n=34 n=15 n=0 n=9

Abb. 17: Zytologische Ergebnisse der Lasionen, bei denen ein Referenzstandard ermittelt
werden konnte und dazugehoérige Follow-up-Ergebnisse
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Zum Uberblick der in den folgenden Abschnitten dargestellten Auswertungs-
varianten sind diese in Tabelle 14 mit ihren Auswertungskriterien und ihren

Ergebnissen zusammengefasst:

statistisch negativ.  statistisch positiv  Sensitivitit Spezifitit PPW NPW

ozweifelhaft

Variante A enegativ edringender Verdacht 53% 95,3% 50,7% 95,7%

epositiv

. negati dringender Verdacht

Variante B s g sr 30,3% 100% 100% | 941%

ozweifelhaft epositiv

enegativ
Variante C ozweifelhaft epositiv 13,6% 100% 100% 92,7%
edringender Verdacht

Tabelle 14: Uberblick iiber die Auswertungsvarianten A-C und ihre Ergebnisse. NPW =
negativer pradiktiver Wert, PPW = positiver pradiktiver Wert

3.3.1 Variante A

Bei Variante A wurden nur zytologischen Befunde, die ,negativ lauteten auch als
statistisch ,negativ® gewertet. Die Diagnosegruppen ,zweifelhaft®, ,dringender
Verdacht“ und ,positiv‘ wurden als statistisch ,positiv gewertet (Abb. 18). Die
Sensitivitdt betrug in diesem Fall 53%, die Spezifitdt 95,3% (Tabelle 15). Der
positive pradiktive Wert war mit 50,7% der geringste, der negative pradiktive Wert
mit 95,7% der héchste im Vergleich zu Auswertungsvarianten B und C.

Follow-up
positiv negativ.  Gesamt
positiv
Zyt0|0gisches (zw./d.V./pos.)
Ergebnis

negativ
(neg.)

Gesamt

Abb. 18: Vierfeldertafel Variante A. Zw. = zweifelhaft, d.V. = dringender Verdacht, pos. =
positiv, neg. = negativ
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Parameter Ergebnis
Sensitivitat 53% (35/66)
Spezifitat 95,3% (694/728)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 50,7% (35/69)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 95,7% (694/725)

Tabelle 15: Auswertung der Vierfeldertafel Variante A

3.3.2 Variante B

Bei der Auswertung nach Variante B wurden die zytologischen Diagnosen
,negativ und ,zweifelhaft” als statistisch ,negatives” Ergebnis gezahlt. ,Dringender
Verdacht und ,positiv* wurden demnach als statistisch ,positiv‘ ausgewertet (Abb.
19). Bei dieser Variante ergab sich erwartungsgemaR eine geringere Sensitivitat
als bei Auswertung A von hier 30,3%, aber eine hdhere Spezifitat von 100% und

ein positiver pradiktiver Wert von ebenfalls 100% (Tabelle 16). Der negative

pradiktive Wert ist mit 94,1% geringer als bei Auswertung A.

positiv
Zytologisches  (&V/POs:)
Ergebnis negativ

(zw./neg.)

Gesamt

Follow-up

positiv

negativ

Gesamt

774

66

728

794

Abb. 19: Vierfeldertafel Variante B. D.V. = dringender Verdacht, pos. =

zweifelhaft, neg. = negativ
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Parameter Ergebnis
Sensitivitat 30,3% (20/66)
Spezifitit 100% (728/728)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 100% (20/20)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 94,1% (728/774)

Tabelle 16: Auswertung der Vierfeldertafel Variante B

3.3.3 Variante C

Bei Auswertungsvariante C zahlten die zytologischen Diagnosegruppen ,negativ,
.zweifelhaft® und ,dringender Verdacht® zu den statistisch ,negativen”
Ergebnissen. Nur die zytologische Diagnosegruppe ,positiv wurde auch als
statistisch ,positives” Ergebnis gewertet (Abb. 20).

Die Sensitivitat von 13,6% war im Vergleich zu den Auswertungsvarianten A und
B mit Abstand die geringste. Wie in Variante C betrugen Spezifitdt 100% und der
positive pradiktive Wert 100% (Tabelle 17). Der negative pradiktive Wert ist im
Vergleich zu den Auswertungsvarianten A und B ebenfalls der niedrigste mit
92,7%.

Follow-up

positiv negativ Gesamt

positiv
(pos.)

Zytologisches
Ergebnis negativ
(d.V./zw./neg.)

Gesamt

Abb. 20: Vierfeldertafel Variante C. Pos. = positiv, d.V. = dringender Verdacht, zw. =
zweifelhaft, neg. = negativ
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Parameter Ergebnis
Sensitivitat 13,6% (9/66)
Spezifitat 100% (728/728)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 100% (9/9)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 92,7% (728/785)

Tabelle 17: Auswertung der Vierfeldertafel Variante C

3.4 Subgruppenanalyse der zytologisch unklaren Falle
im Vergleich mit DNA-Bildzytometrie

Bei 49 Lasionen war das zytologische Ergebnis ,zweifelhaft / maligne Zellen nicht
sicher auszuschlieBen® und in elf Fallen lautete es ,bOsartige Zellen
wahrscheinlich / dringender Verdacht®.

In diesen 60 unsicheren Fallen wurde grundsatzlich eine weitere Abklarung mittels
DNA-Bildzytometrie angestrebt. In 15 dieser Falle waren laut Angaben im
zytologischen Befund zu wenig auffallige Zellen fur eine Messung im Praparat. Bei
weiteren 9 Lasionen wurden im Befundbericht histologische oder zytologische
Kontrollen empfohlen, ohne dass explizit erwahnt wurde, dass zu wenig Zellen fur
eine erganzende DNA-Bildzytometrie vorlagen, wovon aber ausgegangen werden
muss. Deshalb konnte nur bei 36 Proben eine DNA-Bildzytometrie durchgefluhrt
werden. Ein Praparat hiervon war nicht auswertbar, da nach Feulgen-Umfarbung
nur 72 auffallige Analysezellen zur Verfugung standen. Diese Zellanzahl reicht
nicht zur Festlegung einer Diagnose aus. Die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie
sind in Abbildung 21 zusammengestellt. Euploide DNA-bildzytometrische
Ergebnisse schlielen euploid-diploide und euploid-polyploide Resultate ein. Ein
Verdacht auf eine DNA-Aneuploidie wurde dann ausgesprochen, wenn zu wenige

Zellen fur eine sicher aneuploide Diagnose vorlagen (vgl. Kapitel 2.3.1).
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zytologisches Ergebnis

zweifelhaft oder

dringender Verdacht

n=60

4

zytologische oder _ - DNA-Zytometrie nicht
histologische D'\élA Z}}]/tO?’.l_ehtrle moglich, da zu wenig

Kontrolle empfohlen urchgefunrt aufféllige Zellen

n=9 n=36 n=15

Ergebnisse nicht
auswertbar |«
n=1
' :
Euploid Verdacht.al_Jf Aneuploid
Aneuploidie
n=21 n=6 n=8

Stammlinien- Stammlinien-

und Einzellzell- Stammlln.le_n— und Einzellzell-
- Aneuploidie .
Aneuploidie ne3 Aneuploidie

n=2 n=5

Stammlinien-
Aneuploidie
n=4

Abb. 21: DNA-Bildzytometrie bei zytologisch unklaren Ergebnissen (n = 60)

Um einen moglichen diagnostischen Zugewinn der DNA-Bildzytometrie zu
ermitteln, wurden die Ergebnisse denen der korrespondierenden konventionellen
Zytologie ,zweifelhaft und ,dringend verdachtig“ gegenubergestellt. Diese beiden
Diagnosekategorien wurden hier als statistisch ,positiv gewertet. In zwei
getrennten Auswertungsvarianten wurde der zytometrische ,Verdacht auf DNA-
Aneuploidie” einmal als statistisch positiv (DNA-Bildzytometrie Variante 1) und
einmal als ,negativ® (DNA-Bildzytometrie Variante 2) klassifiziert.

Diese Auswertungen sind in den nachfolgenden Abschnitten dargelegt und in

Tabelle 18 zusammengefasst:
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statistisch positiv statistisch negativ.  Sensitivitdt  Spezifitit  PPW NPW

korrespondierende ifelhaft
pond rawerteia *negativ 100% % | 371%| ne
Zytologie edringender Verdach
DNA-Bildzytometrie V.a. Aneuploidi
dzyt . Aneuplodie euploid 692% | 7T73% | 643%| 81%
Variante 1 *Aneuploidie
DNA-Bildzytometrie V.a. Aneuploidi
ldzyt «Aneuploidie VA ANEUpoIE o s | q00% | 100% | 81,5%
Variante 2 seuploid

Tabelle 18: Treffsicherheiten der DNA Bildzytometrie und der korrespondierenden
zytologischen Diagnosen (n=35). V.a. = Verdacht auf, NPW = negativer pradiktiver Wert,
PPW = positiver pradiktiver Wert, n.e. = nicht ermittelbar

3.4.1 Treffsicherheit der korrespondierenden zytologischen
Diagnosen bei den DNA-zytometrisch auswertbaren Fallen
In dieser Auswertungsvariante wurden ,zweifelhafte“ und ,dringend verdachtige®
Falle als statistisch ,positiv‘ gewertet. So ergab sich eine Sensitivitat von 100%
(Abb. 22 und Tabelle 19). Die Spezifitdt von 0% sagt hier nichts aus, da in der
vorliegenden Auswertung definitionsgemaly keine negativen Testergebnisse

vorliegen.

Follow-up

positiv negativ Gesamt

positiv
(zw./d.V.)

Zytologisches
Ergebnis

negativ

Gesamt 22 35

Abb. 22: Vierfeldertafel Treffsicherheit der korrespondierenden zytologischen Diagnosen
bei den DNA-zytometrisch auswertbaren Fillen. Zw. = zweifelhaft, d.V. = dringender
Verdacht.

50



Parameter Ergebnis
Sensitivitat 100% (13/13)
Spezifitat 0% (0/22)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 37,1% (13/35)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) Nicht ermittelbar

Tabelle 19: Treffsicherheit der korrespondierenden zytologischen Diagnosen bei den DNA-
zytometrisch auswertbaren Fillen

3.4.2 Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 1

Bei dieser Variante wurden die DNA-Bildzytometrie Ergebnisse ,Verdacht auf
Aneuploidie” und ,Aneuploidie“ zu den statistisch “positiven“ Ergebnissen gezahilt.
Das Ergebnis ,euploid“ wurde als statistisch ,negatives” Ergebnis gewertet (Abb.
23). Die Sensitivitat betrug 69,2% und die Spezifitat 77,3% (Tabelle 20).

Follow-up

positiv negativ. Gesamt

positiv
DNA- (V.a. Aneuploidie,

Aneuploidie)

Bildzytometrie-

Ergebnis negativ (euploid)

Gesamt

Abb. 23: Vierfeldertafel Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 1. V.a. = Verdacht
auf

Parameter Ergebnis
Sensitivitat 69,2% (9/13)
Spezifitit 77,3% (17/22)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 64,3% (9/14)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 81% (17/21)

Tabelle 20: Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 1
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3.4.3 Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 2

Bei dieser Variante wurde nur das DNA-Zytometrie-Ergebnis ,Aneuploidie” als
statistisch “positives” Ergebnis gewertet. Die Ergebnisse ,Verdacht auf
Aneuploidie” und ,euploid“ wurden als statistisch ,negative“ Ergebnisse gewertet
(Abb. 24). Mit 61,5% war die Sensitivitat im Vergleich mit den beiden vorgenannten
Auswertungen die geringste, daflir aber die Spezifitat mit 100% mit Abstand am
hochsten. Auch der positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert
waren mit 100% und 81,5% im Vergleich sehr hoch (Tabelle 21).

Follow-up

positiv negativ | Gesamt

positiv
DNA- (Aneuploidie)
Bildzytometrie- negativ (V.a.
Ergebnis Aneuploidie,
euploid)

Gesamt

Abb. 24: Vierfeldertafel Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 2. V.a. = Verdacht
auf

Parameter Ergebnis
Sensitivitat 61,5% (8/13)
Spezifitit 100% (22/22)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 100% (8/8)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 81,5% (22/27)

Tabelle 21: Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie, Variante 2

3.4.4 Gegeniiberstellung von aneuploiden DNA-bildzytometri-
schen Ergebnissen, Zytologie und Follow-up-Daten

Um einen Uberblick des Zusammenhanges von zytologischem Befund, Follow-up

Diagnosen und aneuploiden Zytometrie Ergebnissen zu ermdglichen, wurden

diese in einer Tabelle separat dargestellt (Tabelle 22).
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Die Tabelle ist in zwei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt (oberhalb der
schwarzen Linie) befinden sich die sechs Falle, bei denen das Ergebnis der DNA-
Bildzytometrie ,Verdacht auf DNA-Aneuploidie” lautete.

Im zweiten Abschnitt sind die acht Falle dargestellt, bei denen die DNA-
Bildzytometrie das Ergebnis ,DNA-Aneuploid” ergab. DNA-aneuploide Ergebnisse
traten hier immer mit einer Follow-up Diagnose von mindestens einer schweren
Dysplasie (Dysplasie Grad lll) oder einem PEC auf, wohingegen sich bei den
lediglich Aneuploidie-verdachtigen Ergebnissen nur eine Karzinom-Diagnose im

Follow-up fand.

Ergebnis der DNA-Bildzytometrie

DNA-Bildzytometrie Follow-up-

Stammlinien

zytologische Diagnose

Einzelzell- Aneuploidie

(inkl. Zahl der 9cEE)

(inkl. Modalwert in c)

Ergebnis gruppiert

Diagnose

Blasenbildende
abnorme Regeneratepithelien 1,84c und 3,61c und 3c V.a. DNA-Aneuploidie |Erkrankung (ulzerierend
und entziindlich)
Dysplasie Grad | gine Zelle >3c (10,1c)  |2c und 4c und 8¢ V.a. DNA-Aneuploidie :E:::;rrz/Hyperplasie
abnorme Regeneratepithelien 2c und 3,57c und 6¢ und 7,3c|V.a. DNA-Aneuploidie |Dysplasie Grad |
abnorme Regeneratepithelien |mehrere Zellen bis9c  |2,2cund 4,11c V.a. DNA-Aneuploidie |Dysplasie Grad Il
abnorme Regeneratepithelien |eine Zelle >9c 2,06 und 3,91c V.a. DNA-Aneuploidie |PEC
abnorme Regeneratepithelien deund 7,6¢ V.a. DNA-Aneuploidie |Entziindung
abnorme Regeneratepithelien 3,05¢ und 6,04c DNA-Aneuploidie  [Dysplasie Grad Ill
Dysplasie Grad L':'cehftexz:tzclc 361cund 7,11 DNA-Aneuploidie  |PEC
abnorme Regeneratepithelien 3,58cund 7c DNA-Aneuploidie PEC
Dysplasie Grad Ill 2 Zellen >9c 2,76cund4,52cund 5,16c  |DNA-Aneuploidie Dysplasie Grad Ill
Dysplasie Grad Ill 4 Zellen >9c 2;26c und3,84c und 7c und DNA-Aneuploidie PEC
Dysplasie Grad | 3,24c und 6¢ DNA-Aneuploidie PEC
Dysplasie Grad Il mehrere Zellen >9¢ 3,13cund 4,05cund 5,93¢  |DNA-Aneuploidie PEC
Dysplasie Grad Il mehrere Zellen >9¢ 3,13cund 4,05cund 5,93¢  |DNA-Aneuploidie PEC

Tabelle 22: Gegeniiberstellung von aneuploiden Zytometrie-Ergebnissen, Zytologie und
Follow-up-Daten. Aneuploide Stammlinien sind in Rot dargestellt. V.a. = Verdacht auf, PEC
= Plattenepithelkarzinom, 9cEE = 9 ¢ exceeding events. n=14
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3.5 Kombination der Auswertung von DNA-
Bildzytometrie und Zytologie

In zwei weiteren Auswertungsvarianten (A1 und A2) wurde wieder das
Gesamtkollektiv (n=794) betrachtet. Allerdings wurde nun das zytologische
Ergebnis in den 35 Fallen, bei denen eine DNA-Bildzytometrie durchgefuhrt wurde,
durch das zytometrische Ergebnis ersetzt. Bei den ubrigen Fallen ohne DNA-
Bildzytometrie blieb das Ergebnis der Zytologie bestehen. Diese Art der
Auswertung entspricht dem Vorgehen in der klinischen Routinediagnostik, bei der
ein nachtraglicher Befundbericht Uber das Ergebnis der DNA-Bildzytometrie den
primaren ,zweifelhaften” oder ,dringend verdachtigen® zytologischen Befund
entkraftet oder bestatigt.

Wie in Variante A (s. Kapitel 3.4.1) wurden nur zytologisch ,negative“ Befunde
auch als statistisch ,negativ® gewertet. Die anderen Diagnosegruppen
.zweifelhaft®, ,dringender Verdacht® und ,positiv‘ wurden als statistisch ,positiv*
gewertet. Die beiden Auswertungen A1 und A2 beziehen sich auf die
unterschiedliche Zuordnung des zytometrischen Befundes ,V.a. DNA-Aneuploidie®
(siehe folgende Abschnitte).

Tabelle 23 zeigt die Auswertungsvarianten der kombinierten Auswertungen von
Zytologie und DNA-Bildzytometrie (A1 und A2) im Vergleich mit der alleinigen
Auswertung zytologischer Befunde (Variante A, s. Kapitel 3.4.1).

statistisch positiv  statistisch negativ  Sensitivitdt  Spezifitit = PPW NPW

ozweifelhaft
dri d
Variante A °V2?§::hter enegativ 53% 953% | 50,7% | 95,7%
epositiv
eAneuploidie
Variante Al epositiv eV.a. Aneuploidie
(DNA-Bildzytometrie edringender secuploid 45,5% 98,4% 71,4% | 95,2%
und Zytologie) Verdacht enegativ
ozweifelhaft
eAneuploidie
Variante A2 eV.a. Aneuploidie
iti loid
(DNA-Bildzytometrie . d.r?:;r:\;er :iZZaotliv 47,0% 97,7% | 64,6% | 95,3%
und Zytologie) Verdacht
ozweifelhaft

Tabelle 23: Kombinierte Auswertung von zytologischer und DNA-bildzytometrischer
Diagnostik im Vergleich zur alleinigen Zytologie Variante A. V.a. = Verdacht auf, NPW =
negativer pradiktiver Wert, PPW = positiver pradiktiver Wert
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3.5.1 Variante A1

In der Auswertungsvariante A1 wurde nur das DNA-Bildzytometrie-Ergebnis
~<Aneuploidie” als statistisch ,positiv‘ gewertet. ,Verdacht auf Aneuploidie” und
~euploid“ wurden demnach als statistisch ,negative“ Ergebnisse gewertet (Abb.
25).

Im  Vergleich mit den Treffsicherheiten der alleinigen Zytologie
(Auswertungsvariante A) war die Sensitivitat mit 45,5% hier geringer, die Spezifitat
aber mit 98,4% erhoht. Der positive pradiktive Wert war mit 71,4% deutlich héher
(Variante A: 50,7%), der negative pradiktive Wert mit 95,2% fast genauso hoch
(Tabelle 24).

Follow-up
positiv negativ

Gesamt

DNA-Zytometrie:
Aneuploidie
DNA- Zytologie:
Bildzytometrie- positiv; zw.; d.V.
oder
Zytologie-
Ergebnis

DNA-Zytometrie:
V.a. Aneuploidie; euploid

Zytologie:
negativ

Gesamt

Abb. 25: Vierfeldertafel Variante A1. zw = zweifelhaft, d.V. = dringender Verdacht, V.a. =
Verdacht auf

Parameter Ergebnis
Sensitivitat 45,5% (30/66)
Spezifitit 98,4% (716/728)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 71,4% (30/42)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 95,2% (716/752)

Tabelle 24: Kombinierte Auswertung Zytologie und DNA-Bildzytometrie, Variante A1
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3.5.2 Variante A2

Bei der Auswertungsvariante A2 wurden die DNA-Bildzytometrie-Ergebnisse ,V.a.
Aneuploidie” und ,Aneuploidie” als statistisch ,positiv® gewertet. Nur euploide
Ergebnisse wurden als statistisch ,negativ‘ gewertet. Die Treffsicherheiten waren
verglichen mit Auswertungsvariante A1 ahnlich, nur der positive pradiktive Wert
war mit 64,6% schlechter als bei Variante A1 (Abb. 26 und Tabelle 25).

Follow-up
positiv negativ Gesamt
DNA-Zytometrie:
V.a. Aneuploidie;
Aneuploidie

Zytologie:
positiv; zw.; d.V.

DNA-
Bildzytometrie-

oder
Zytologie- DNA-Zytometrie:
Ergebnis euploid
Zytologie:
negativ

Gesamt

Abb. 26: Vierfeldertafel Variante A2. V.a. = Verdacht auf, zw. = zweifelhaft, d.V. = dringender
Verdacht

Parameter Ergebnis
Sensitivitat 47% (31/66)
Spezifitit 97,7% (711/728)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 64,6% (31/48)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 95,3% (711/746)

Tabelle 25: Kombinierte Auswertung Zytologie und DNA-Bildzytometrie, Variante A2

3.6 Ermittlung der zytologischen Treffsicherheit bei

gleichbleibendem Behandler

In einer weiteren Auswertungsvariante wurden nur die Falle inkludiert, bei denen
die Burstenbiopsie und die chirurgische Gewebebiopsie durch den selben
Behandler durchgefuhrt wurden. Dies war bei 93 Lasionen der Fall. Es galten

dieselben Kriterien wie Auswertung A des gesamten Abstrichkollektivs (die
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zytologischen Diagnosekategorien ,zweifelhaft®, ,dringender Verdacht® und
,hegativ’ wurden als statistisch ,negatives* Ergebnis gewertet) und wurde daher
Variante AX genannt. Diese Auswertung schloss 82 zytologisch negative, 9
zweifelhafte, 2 dringend verdachtige und keine positiven Diagnosen mit ein.

Bei dieser Auswertung waren sowohl die Sensitivitdt mit 100% als auch die
Spezifitat mit 92,1% sehr hoch und auch im Vergleich zu den vorangegangenen
Auswertungen deutlich erhéht (Abb. 27 und Tabelle 26).

Follow-up

positiv negativ Gesamt

positiv
(zw./d.V./pos.)

Zytologisches
Ergebnis negativ
(neg.)

Gesamt

Abb. 27: Vierfeldertafel Variante AX. Zw. = zweifelhaft, d.V. = dringender Verdacht, pos. =
positiv, neg. = negativ

Parameter Ergebnis
Sensitivitat 100% (4/4)
Spezifitat 92,1% (82/89)
Positiver Pradiktiver Wert (PPW) 36,4% (4/11)
Negativer Pradiktiver Wert (NPW) 100% (82/82)

Tabelle 26: Zytologische Treffsicherheit bei gleichbleibendem Behandler,
Auswertungsvariante AX
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4 Diskussion

Der Goldstandard zur Abklarung auffalliger Mundschleimhautlasionen ist nach wie
vor die chirurgische Gewebebiopsie, die in der Praxis insbesondere bei
malignitatsverdachtigen Veranderungen durchgefuhrt wird. Es hat sich als
ebenfalls leitliniengemale deutlich weniger invasive, einfache, schnelle und
kostengunstige Alternative die orale Abstrichentnahme zur zytologischen Unter-
suchung mit einer Blrste bewahrt [18, 19, 42, 44]. Diese kommt insbesondere bei
unklarer Dignitat und nicht primarer Indikation zur Biopsie zur Anwendung. Da eine
moglichst gute zytologische Untersuchung fur eine sichere Diagnostik essenziell
ist, wurde in dieser Studie die diagnostische Treffsicherheit der oralen
Barstenbiopsien am Universitatsklinikum Dusseldorf der Jahre 2014 und 2015

untersucht.

4.1 Selektion des Patientenkollektivs

In diese Studie wurden mit 1012 auswertbaren Mundschleimhautabstrichen viele
Proben einbezogen. Der Umstand, dass jeder 5. Mundschleimhautabstrich nicht
auswertbar war, da ihm kein Referenzstandard zugewiesen werden konnte,
verringerte das auswertbare Kollektiv auf 794 Falle. Die Grinde dafur waren
verschieden.

So waren in 22 Fallen beispielsweise keine Akten auffindbar. Da es in Unikliniken
nie nur um Forschung geht, sondern die Akten beispielsweise von behandelnden
Arzten und Studenten bendtigt wurden, war das Anfordern in einigen Fallen trotz
wiederholter Versuche nicht erfolgreich. Erfreulich war, dass in nur 19 Fallen ein
Studienausschluss aufgrund unzureichender Korrelation von Angaben zur
Abstrichstelle und dem weiteren klinischen Verlauf erfolgen musste, was fur eine
insgesamt gute Dokumentation der Lokalisation der Lasionen spricht.

AuRerdem wurden 175 Falle aufgrund von zu geringer Nachuntersuchungszeit
ausgeschlossen.

In 27 dieser Falle erfolgte eine Weiterbehandlung beim Hauszahnarzt. Hiermit ist
ebenfalls bei Studien mit einem Kollektiv zu rechnen, das von extern mit
spezifischen Fragestellungen an eine Universitatsklinik GUberwiesen wird.

In den Ubrigen 148 Fallen kam es zu gar keiner Wiedervorstellung. Dies lasst sich

in einigen Fallen ebenfalls mit eindeutig benignen Diagnosen erklaren, die weiter
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beim Hauszahnarzt besprochen und behandelt werden kdnnen. In anderen Fallen
starben die teilweise sehr betagten Patienten nur wenige Tage nach der
Blrstenbiopsie an multiplem Organversagen oder Leukamie. In den meisten
Fallen sind die Patienten nicht zur Wiedervorstellung oder empfohlenen weiteren
Abklarung innerhalb der nachsten Wochen erschienen. Ein moglicher Grund
konnte in der Angst vor einem chirurgischen Eingriff bestehen.

Als negativer Referenzstandard wurde aus praktischen Grinden akzeptiert, wenn
nach Diagnose einer benignen Mundschleimhauterkrankung und passendem
klinischem Gesamtbild die Patienten sich nach mehr als 14 Tagen erneut klinisch
vorstellen. In diesen Fallen wurden die Bedingungen fur einen negativen
Referenzstandard als erfullt angesehen, wenn sich die Patienten innerhalb von 12
Monaten nicht mit der Diagnose einer (pra-)malignen Lasion erneut vorstellten. Far
die Zulassigkeit eines solchen Vorgehens spricht die insgesamt hohe Spezifitat

der zytologischen Abstrichuntersuchung [45].

4.2 Klinische Daten des Patientenkollektivs: Alters-
verteilung, Abstrichlokalisation, Entitaten, Risiko-
faktoren und Rezidive sowie Stadien bei Karzinomen

Altersverteilung:

Setzt man die folgend genannten Daten zum Altersdurchschnitt bei
Karzinompatienten dieser Studie mit den bundesweiten Daten aus dem Jahr 2016
in Vergleich, so sieht man eine gewisse Verschiebung.

So machten in dieser Studie beispielsweise die Patienten in der Altersgruppe der
50- bis 79-Jahrigen mit 74% den Grofteil des gesamten Patientenkollektives aus.
Das Durchschnittsalter betrug bei den Mannern 58,4 Jahre und bei den Frauen
62,4 Jahre. Das durchschnittliche Alter der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
lag in dieser Studie mit 71 Jahren etwas hoher. Bei den bundesweiten Krebs-
registerdaten war das Durchschnittsalter der im Jahre 2016 an Mund- und
Rachenkrebs erkrankten Manner mit 63 etwas geringer als das der Frauen mit 66
[1]. Das in der eigenen Serie hiermit verglichen erhohte Durchschnittsalter lasst
sich moglicherweise durch den Umstand erklaren, dass im Krebsregister das Alter
bei Neuerkrankungen angegeben wird, wahrend in der eigenen Studie in knapp

der Halfte der Falle (32 von 66 Fallen) auch Rezidive vorlagen. Das Alter der
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Patienten bei Erstdiagnose, was sich aber aus den Krankenakten meist nicht

ableiten liel3, ware daher auch in den eigenen Daten geringer.

Abstrichlokalisation:

Wahrend sich die meisten Lasionen in dieser Studie an Wange (24%), Gingiva
(23%) oder Zunge (18%) befanden, war eine ahnliche Verteilung bei einer Studie
von Damanaki an einer Kohorte von 135 Mundschleimhautabstrichen sichtbarer
Lasionen zu finden [76]. Dort entfielen mit 45,2% noch mehr der untersuchten
Lasionen auf die Wangen, mit 25,9% ahnlich viele auf Gingiva und 11% auf Zunge.
Diese Verschiebung lasst sich durch die Haufung von Patienten mit Lichen planus
und Leukoplakien von 85,9% (klinische Diagnosen) bzw. 71,9% (histologische
Diagnosen) in der Arbeit von Damanaki erklaren im Vergleich zu 55,7% im eigenen
Kollektiv. Diese Lasionen befinden sich oft an der Wangenschleimhaut [16].

Auffallig war, dass die Haufigkeitsverteilung der Lokalisationen in der eigenen
Studie sich bei separater Betrachtung der (pra-)malignen Veranderungen ver-
anderte. So entfielen beispielsweise 42,4% (28/66) aller Karzinome und
hochgradigen Plattenepitheldysplasien auf Zunge und Mundboden bzw. Zungen-
grund, obwohl dort nur 27% aller Abstriche enthommen wurden. Diese
Pradilektionsstelle fur Plattenepithelkarzinome war auch in einer Studie von
Dhanuthai et al. zu finden, die 474.851 Biopsieberichte verschiedener inte-
rnationaler Institute aus den Jahren 2005-2014 untersuchte, wovon 6.151 Falle
tumorpositiv waren [77]. Von diesen Karzinomen befanden sich 25,4% auf der
Zunge. Die ublichen Pradilektionsstellen des Mundhohlenkarzinoms sind ins-

besondere Zunge und Mundboden und auch die Gingiva [4, 19].

Wahrend in der eigenen Studie an der Wange 24% aller Abstriche entnommen
wurden, machte der Anteil der an der Wange lokalisieren (pra-)malignen Lasionen
nur 13,8% (9/66) aus. Dies konnte damit zusammenhangen, dass beispielsweise
in der Poliklinik fur zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme eine spezielle
»-Mundschleimhautsprechstunde® angeboten wird, in welcher nicht nur unklare,
meist vom Hauszahnarzt Uberwiesene Mundschleimhautveranderungen uberpruft
werden, sondern sich beispielsweise auch Patienten mit chronischen Mund-
schleimhautlasionen, wie Lichen planus, Pemphigus vulgaris etc. regelmafig

untersuchen lassen konnen und sollen. Diese Lasionen sind oft im Bereich der
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Wange lokalisiert. Da ca. 500 der in dieser Studie eingeschlossenen
Mundschleimhautabstriche aus der oben genannten Sprechstunde stammen, ist
das Kollektiv wahrscheinlich fur die Abstrichlokalistion Wange angereichert. Somit
erklart sich moglicherweise der Umstand, dass fast jeder 4. Abstrich dieser Studie

an der Wange enthommen wurde.

Entitaten:

Auch die abschlieRenden Diagnosen nach dem Follow-up bzw. histologischer und
zytologischer Diagnostik waren in ihren Anteilen ahnlich mit der Kohortenstudie
von Damanaki. In dieser Studie an Abstrichen von Patientinnen und Patienten der
Poliklinik fur zahnarztliche Chirurgie und Aufnahme am UKD entfielen von den
Abstrichen von 135 klinisch auffalligen Lasionen insgesamt 48,1% auf Leuko-
plakien, 23,7% auf Lichen (wohl ohne Dysplasie), 8,2% auf Karzinome und 5,2%
auf Dysplasien aller Dysplasiegrade. In der vorliegenden Studie waren es 794
Abstriche, von denen 31,4% auf Leukoplakie, 24,2% auf Lichen, 7,6% auf Karzi-
nome und 1,9% auf milde bis schwere Dysplasien entfielen. Die leichten und bei
der Leukoplakie deutlichen Unterschiede der Haufigkeiten erklaren sich am
ehesten aufgrund des unterschiedlichen Spektrums an oralpathologischen
Grunderkrankungen, die in der Klinik fur MKG und der Poliklinik fir zahnarztliche
Chirurgie und Aufnahme am UKD behandelt werden. Dabei muss allerdings
beachtet werden, dass bei der Studie von Damanaki im Wesentlichen nur die
oralen potenziell malignen Stérungen Lichen planus und Leukoplakie (neben
wenigen Fallen von Condylomen und Graft versus Host Erkrankung) sowie
Karzinome in die Studie eingeschlossen wurden, wahrend in der vorliegenden
Studie auch einige andere, nicht primar als OPMD diskutierte Lasionen,
beispielsweise Ulzera, papillare Hyperplasien oder Fibrome inkludiert wurden [76].
Auch in einer Studie von Deuerling et al. aus dem Jahr 2019 an 1352 auffalligen
Mundschleimhautlasionen mit histologischer Korrelation und/oder klinischem
Follow-up uberwogen die Diagnosen Leukoplakie mit 23,5% (317/1352) und
Lichen planus und Lichen erosivus mit insgesamt 29,4% (398/1352) gegenuber
den anderen Diagnosen, wahrend 105 Falle (7,8%) auf Karzinome entfielen [78].
Lichen und Leukoplakie zusammen machen bei Deuerling et al. 52,9% aus, was
gut mit 55,7% des eigenen Kollektivs korreliert. Der Anteil von Karzinomen bei

Deuerling et al. ist ahnlich hoch wie bei Damanaki oder im eigenen Kollektiv.
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Risikofaktoren:

Bei den malignen Tumoren in der eigenen Studie handelte es sich in 95% (57/60)
der Falle um ein Plattenepithelkarzinom, welches auch in den Krebsregisterdaten
als haufigstes Karzinom der Mundhdhle und des Rachens angegeben wird [1].
FUr die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen werden neben diversen anderen
Faktoren vor allem der Konsum von Alkohol und Tabak als Hauptrisikofaktoren
angesehen [6, 19].

Daher wurden auch in der eigenen Studie die Krankenakten der Patienten auf
Angaben fur diese Risikofaktoren hin untersucht. Auffallig war, dass der Anteil der
Patienten mit negativer oder unbekannter Risiko-Anamnese im Gesamtkollektiv
58% betrug und sich bei Betrachtung der Patienten mit malignen Veranderungen
auf 46% verringerte. Dies konnte an dem Umstand liegen, dass bei den Patienten
mit bereits vorbekannten oder bereits klinisch vermuteten malignen Lasionen die
Anamnese eventuell sorgfaltiger erstellt und so mehr vorliegende Risikofaktoren
erhoben wurden.

Auch eine positive Tumor-Anamnese als Risikofaktor wurde untersucht: Der Anteil
an Patienten am Gesamtkollektiv, die in ihrer Vergangenheit bereits ein
Plattenepithelkarzinom hatten, betrug 14%, wahrend dieser bei den Patienten mit
malignen Veranderungen 47% ausmachte. Die absolute Zahl beim Betrachten der
Lasionen anstatt der Patienten ist noch etwas hoher, da bei einigen Patienten
synchrone Plattenepithelkarzinome auftraten. So handelte es sich bei 32 von 66
(pré-)malignen Lasionen um ein Rezidiv, also in 48,5% der Falle. Da sich in der
eigenen Studie auch Patienten der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
am Universitatsklinikum in der Nachsorge nach einem Mundschleimhautkarzinom
mit erneuten morphologisch auffalligen Lasionen befanden, die mittels Bursten-
zytologie und/oder chirurgischer Biopsie abgeklart wurden, ist eine hohe Rate an

Rezidivkarzinomen in der vorliegenden Studie nicht Uberraschend.

Rezidive maligner Tumoren:

Die hohe Rezidivnheigung von Mundschleimhautkarzinomen findet sich ebenfalls
in anderen Arbeiten. So untersuchten Liu et al. in einer retrospektiven Studie 1282
Krankenakten von Patienten, bei denen in einem Krankenhaus in Taichung

(Taiwan) ein Plattenepithelkarzinom im Mund diagnostiziert wurde, auf Eintrage
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Uber Rezidive. In 31,3% der Falle wurden Lokalrezidive und in 19,3% der Falle
lokoregionare Rezidive entdeckt [79]. Auch Mucke et al. stellten in Bochum in einer
aktenbasierten retrospektiven Studie von 773 Patienten mit histologisch
gesichertem PEC bei 23,9% Rezidive fest, davon waren ca. 65% lokaler und 25%
lokoregionarer Art [80]. Zaman et al. untersuchten 73 Patienten, bei denen ein
Plattenepithelkarzinom chirurgisch in sano (>5mm Sicherheitsabstand) entfernt
und eine Neck Dissection ohne Metastasennachweis blieb, aber anschliefend
keine Strahlen- oder Chemotherapie erfolgte. Sie ermittelten eine Rezidivrate von
30,1%, hiervon 55% lokale und 45% lokoregionale Rezidive. 72,7% der Rezidive
traten in den ersten 2 Jahren nach Erstbehandlung des Primartumors auf [81].
Auch in einer retrospektiven Kohortenstudie von Yanamoto et al. an 187 histo-
logisch bestatigten, radikalchirurgisch entfernten PEC (<1,5 cm Sicherheits-
abstand), die in einigen Fallen anschlieend einer Strahlentherapie zugefuhrt
wurden, traten 90% der Rezidive in den ersten beiden Jahren nach Erst-
behandlung des Primartumors auf [82]. Die daraus resultierende Empfehlung einer
Tumornachsorgezeit von mindestens 2 Jahren wird in diversen anderen Studien
und Leitlinien bekraftigt [19, 83]. Die Detektionsrate mittels eines zytologischen
Blrstenabstriches von 48,5% im eigenen Kollektiv ist durchaus verbesserungs-
bedurftig. Mittels eines Burstenabstriches konnen nur oberflachliche Lasionen
erfasst werden, was im Falle der Primardiagnostik eines Plattenepithelkarzinoms
oder bei der Diagnose von Plattenepitheldysplasien gegeben sein durfte. Im Falle
eines Rezidivs nach primarer chirurgischer Therapie kann nicht unbedingt von
einer oberflachlichen Lasion ausgegangen werden, daher ware bei negativer
Zytologie, aber klinisch weiter bestehendem Verdacht auf ein Rezidiv hier eine
diagnostische Methode zu wahlen, welche auch tiefere Lasionen erfasst, z.B. MRT

oder eine Gewebebiopsie.

Stadien maligner Tumoren:

In der eigenen Studie befanden sich von allen (pra-)malignen Lasionen mit Angabe
des Stadiums (53 von 66) 49% im Stadium | und 8% im Stadium II (alles Platten-
epithelkarzinome). Weitere 9,1% (6 von 66) waren hochgradige Plattenepithel-

dysplasien und wurden daher keinem Tumorstadium zugeordnet. Sowohl! die
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hochgradige Platteneptheldysplasie und spatestens aber das Plattenepithel-
karzinom im Stadium | mussen aber als Ziellasionen fur eine Fruherkennung
angesehen werden.

AuBerdem lag bei keinem Fall eine allerdings auch nur selten vorkommende
Fernmetastasierung vor. Beides spricht fur eine in vielen Fallen vorhandene
erfolgreiche Fruherkennung einer (pra-)malignen Mundschleimhautlasion oder
eines Rezidivs im vorliegenden Kollektiv, wohingegen in der Literatur beschrieben
ist, dass 60% aller oralen Plattenepithelkarzinome erst im fortgeschrittenen
Stadium (Stadium 1lI-IV) diagnostiziert werden [84]. Auch im bundesweiten
Datenvergleich des Robert-Koch-Instituts wurden 2015 und 2016 nur jeder vierte
bis funfte Tumor bei Frauen und sogar nur jeder siebte Tumor bei Mannern im
frihen Stadium (0/I) entdeckt [1]. Dies durfte die alle Stadien einbeziehende nur
maldige 5-Jahresuberlebensrate von 47% bei Mannern und 63% bei Frauen
erklaren. Allerdings muss beim Vergleich mit diesen deutschlandweiten Zahlen
einschrankend beachtet werden, dass in der eigenen Studie nur Karzinome im
Mundschleimhautbereich inkludiert sind, wahrend im bundesweiten Vergleich
zusatzlich Karzinome des Oropharynx und Hypopharynx eingeschlossen sind.
Allein die Karzinome im Oropharynxbereich machen mit 33% bei den Frauen bzw.
40% bei den Mannern einen groRen Anteil aus und werden auch wegen der
anatomisch schwieriger zuganglichen und weniger sichtbaren Lage oft erst spater
entdeckt, was eine Verschiebung der Daten hin zu den héheren Tumorstadien zur
Folge haben durfte (s. Abb. 28) [1, 85].

Verteilung der bésartigen Neubildungen des Mund-, Nasen- und Rachenraumes nach Lokalisation und Geschlecht,
ICD-10 Coo-C14, Deutschland 2015-2016

Frauen Minner
Oropharynx (Co1, Cos, Cog—Ci10) 33% J.Oropharynx (Con, Cos, Cog—Ci10) 40%
_Hypopharynx (C12-C13) 7% \/Hypopharynx (Cr2—C13) 14%
__Sonstige, iiberlappend u. n.n.bez. __Sonstige, iiberlappend u. n.n.bez.
(Co7—Co8, C11, Ci4) 14% (Co7—Co8, C11, Ci4) 1%

~.Mundhdhle und Lip

e uMundho'hle und Lipge
(Coo, Coz2-Cod4, Cog) 46% (Coo, Co2-Cog, Cob) 35%

{© Zentrum fur Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut

Abb. 28: Verteilung der bosartigen Neubildungen des Mund-, Nasen- und Rachenraumes
nach Lokalisation und Geschlecht, ICD-10 C00-C14, Deutschland 2015-2016. Quelle:
Robert-Koch-Institut [1, 85], abgedruckt mit Genehmigung.
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Eine Tumor(frih)erkennung spatestens im Stadium | ist aber prognostisch
bedeutsam. So war die 5-Jahresuberlebensrate in einer Studie an 396 Uber-
wiegend mannlichen Patienten mit primar kurativ operiertem Mundschleimhaut-
karzinom von Lee und Mitarbeitern im TNM-Stadium | 91,3%, im Stadium 11 75,8%,
im Stadium 11 60,9% und 40,5% im Stadium IV [86].

4.3 Zytologische Treffsicherheit im Literaturvergleich

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien zur Ermittlung der diagnostischen
Treffsicherheit der oralen Abstrichzytologie. Die Studienheterogenitat ist enorm.
So konnen z.B. Treffsicherheiten von Studien, die Abstriche von sichtbaren
Lasionen untersuchen, nicht verglichen werden mit solchen, die unauffallige
Mundschleimhaut an Pradilektionsstellen fur das Plattenepithelkarzinom mit-
einschlieBen. Auch ist das gewahlte Abstrichinstrument nicht einheitlich. So
werden kleine Zahnbursten, Spatel, Wattetrager und spezielle Blrstchen ver-
wendet. Eine Vergleichbarkeit der Treffsicherheiten ist auch deshalb nicht immer
einfach, da oft verschiedene erganzende Diagnostikverfahren wie DNA-
Bildzytometrie oder AQNOR-Analyse eingesetzt werden oder das zytologische
Klassifikationssystem, welches neben tumorpositiven und tumornegativen
Kategorien immer auch unklare Kategorien miteinschlief3t, international nicht

standardisiert ist.

2018 publizierten Alsarraf et al. einen systematischen Review samtlicher Studien,
welche sich mit Burstenbiopsien zur Diagnostik, zum Screening oder zur Verlaufs-
beobachtung von oralen potenziell malignen Storungen und Mundkrebs bei
Menschen befassten [49]. Von insgesamt 343 gefundenen Studien erfullten nur 36
diese festgelegten Selektionskriterien.

Selbst diese verbliebenen 36 Studien aus den Jahren 1994-2017 zeigten ein
inhomogenes Bild hinsichtlich mehrerer Faktoren. Es wurden beispielsweise
Material und Technik der Studien verglichen, die den Einsatz von Zytobursten und
Zahnbursten, konventioneller Exfoliativzytologie und Flussigkeits-basierter Zyto-
logie, Oral CDx® und DNA-Bildzytometrie beschrieben. Bei einigen Studien war
die genaue Durchfuhrungsweise nicht dokumentiert. Die Sensitivitat reichte in den

Studien von 55-100% und die Spezifitat von 23,5-100% und wurde auch in einigen
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Studien nicht ermittelt, was die Diversitat der Studien und damit einhergehend eine

enorme Schwierigkeit fur Metaanalysen unterstreicht [49].

Die Treffsicherheit der zytologischen Abstrichdiagnostik sichtbarer oraler Lasionen
wurde in der eigenen Studie aufgrund der verschiedenen Zuordnungs-
moglichkeiten unklarer (,zweifelhafter und ,dringend verdachtiger®) zytologischer
Befunde zu statistisch bezuglich des Referenzstandards positiven oder negativen
Lasionen mit verschiedenen Auswertungsvarianten berechnet. Da eine
Entzindungsreaktion oder Regeneration von Zellen mikroskopisch sichtbare
Atypien zeigen kdnnen, welche von Zellveranderungen bei einer (beginnenden)
malignen Transformation morphologisch oft nicht sicher unterschieden werden
konnen, sind die zytologischen Ergebnisse nicht immer eindeutig ,positiv® oder
,negativ®. Sie lauteten in 7,6% der Abstrichbefunde der eigenen Serie ,zweifelhaft
/ maligne Zellen nicht sicher auszuschlieRen® oder ,dringender Verdacht / maligne
Zellen wahrscheinlich®. Entsprechend des in Deutschland auch fur die
Mundschleimhautzytologie gebrauchlichen zytologischen Klassifikationssystems
ist bei zweifelhaften Befunden eine Malignitatswahrscheinlichkeit von ca. 30% und
bei dringend verdachtigen Befunden von ca. 70% zugrundliegend [67]. Damit
diese unklaren Falle deskriptiv statistisch erfasst werden kdnnen, mussen sie
entweder als statistisch positiv oder negativ klassifiziert werden. Sie konnen daher
in der Auswertung des Gesamtkollektives sowohl alle als positiv (Variante A) oder
teilweise als positiv und teilweise als negativ (Variante B) oder alle als negativ
gewertet werden (Variante C). Naturgemal ergibt sich bei Einordnung
zweifelhafter Lasionen als bereits statistisch positiv die hochste Sensitivitat bei zu
erwartender niedrigster Spezifitat im Vergleich der Auswertungsvarianten. Dieses
Vorgehen kame einem Suchtest der zytologischen Abstrichuntersuchungen
gleich. Im Kontrast dazu weist Variante C, bei der nur wirklich bezuglich Malignitat
positive zytologische Befunde als statistisch positiv gezahlt werden, eine zu
erwartende maximale Spezifitat auf. Sie lag bei letzterer Auswertung bei der
eigenen Serie bei 100%, wohingegen die Sensitivitat nur 13,6% betrug. Diese
Auswertung entsprache der Anwendung eines Bestatigungstestes und zeigt, dass
eine ,positive“ zytologische Diagnose absolut glaubhaft ist. Angesichts der dann
schlechten Sensitivitat der Mundschleimhautzytologie sollte diese nicht in der

Form eingesetzt werden.
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Folgend werden Auswertungsvarianten A und B weiter diskutiert:

Bei Auswertungsvariante A der eigenen Daten (zytologisch ,zweifelhafte® und
.dringend verdachtige® Diagnosen sind statistisch positiv) ergab sich eine
Sensitivitat von 53% und eine Spezifitat von 95,3%. Diese Werte sind in ahnlichen
Bereichen wie die ermittelten Treffsicherheiten von Damanaki, die mit der gleichen
Auswertungsmethode in ihrer Auswertung der zytologischen Mundschleimhaut-
abstriche mittels Burste von 135 Lasionen an 111 Patienten mit OPMD und
Karzinomen eine Sensitivitat von 64,7% und eine Spezifitat von 82,5% erreichte
[76].

Entsprechend der Anwendung der Zytologie als Suchtest lasst sich eine deutliche
Steigerung der Spezifitdt erreichen, wenn eine weitere Methode, hier die DNA-
Bildzytometrie, als Bestatigungstest bzw. weiterer Test zur Abklarung eines
unklaren zytologischen Befundes eingesetzt wird (siehe Kapitel 4.5).

Bei Auswertungsvariante B der eigenen Daten, bei der die zytologisch
.zweifelhaften Ergebnisse als statistisch negativ und die ,dringend verdachtigen®
als positiv gewertet wurden, sank im Vergleich zu Auswertung A die Sensitivitat
auf 30,3%, wahrend sich die Spezifitat auf 100% erhohte. Im Vergleich dazu war
die Sensitivitat dieser Auswertungsvariante bei der Studie von Damanaki mit
35,3% etwas hoher und die Spezifitat betrug ebenfalls 100% [76]. Trotzdem reicht
in beiden Studien die diagnostische Treffsicherheit nicht an die gepoolte
Sensitivitat und Spezifitat einer Metaanalyse zur oralem Burstenbiopsie heran,
welche jeweils 91% betrug [43]. Auch wird die Treffsicherheit friherer Arbeiten aus
der Abteilung nicht erreicht. So erreichten Remmerbach et al. bei Zuordnung der
,dringend verdachtigen® Zytologie als statistisch positiv und der ,zweifelhaften®
Zytologie als statistisch negativ eine Sensitivitat 94,6% bei einer Spezifitdt von
99,5% [42].

Bei einer Studie von Remmerbach et al. von 2017 wurde die Treffsicherheit der
oralen Burstenzytologie nach Praparation von konventionellen Objekttragern und
der so genannten flussigkeitsbasierten Zytologie (oder Duinnschichtzytologie) ver-
glichen. Bei 113 Fallen wurde bei Wertung zytologisch zweifelhafter und dringend
verdachtiger Diagnosen als statistisch positiv eine Sensitivitat der konventionellen
Zytologie von 96,3% und eine Spezifitat von 90,6% erreicht. Es wurden 81 Falle

mit histologisch bestatigten Karzinomen und 32 unklare Lasionen inkludiert. In der
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Methodik wird allerdings beschrieben, dass bei jedem Fall funf Blursten und funf
Objekttrager verwendet wurden, also pro Lasion funf Burstenabstriche erfolgt sind,
um moglichst viele Zellen auch der tieferen Epithelschichten zu gewinnen und so
prazise Ergebnisse zu erreichen [48]. In der vorliegenden Studie wurde in der
Regel nur ein Burstenabstrich pro Lasion durchgefuhrt, was das Risiko auf falsch
negative Abstriche erhdhen konnte. In unserer Studie wurde beispielsweise bei 31
Fallen die zytologische Diagnose falsch ,negativ” gestellt, obwohl im Rahmen des
Follow-ups ein eine (pra-)maligne Lasion vorlag. Weitere mogliche Grunde fur eine
verbesserungsbedurftige Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik werden in
Kapitel 4.6. diskutiert.

Eine Studie, deren Treffsicherheiten unterhalb derjenigen der oben genannten
Cochrane-Metaanalyse bleibt, ist eine kleine Serie von Trakroo et al. Die Autoren
erreichten bei ihrer Studie im Jahr 2014 durch Bdurstenabstriche mit einer
speziellen Zytoburste eine Sensitivitat von 84,37% und eine Spezifitat von 88,89%
bei Wertung zytologisch unklarer Diagnosen als statistisch positiv. Inkludiert
wurden auch hier Patienten mit OPMD und Karzinomen. Allerdings wurden gezielt
die 50 Patienten in die Studie eingeschlossen, bei denen eine anschlielRende
chirurgische Biopsie moglich war, um die Sensitivitat und Spezifitat im direkten

Vergleich der Ergebnisse zu ermitteln [87].

Gupta et al. fuhrten 2014 eine Studie an 202 Patienten mit insgesamt 225
verdachtigen Lasionen durch. An 117 Lasionen ergaben sich durch die Bursten-
biopsien, die mit konventionellen Zahnbursten durchgefuhrt wurden, unklare oder
positive Ergebnisse, sodass dort eine chirurgische Biopsie folgte. Auch die
Lasionen, die zwar als zytologisch negativ diagnostiziert wurden, bei denen aber
trotzdem beispielsweise durch klinische Auffalligkeiten eine anschlieliende
Biopsie als notwendig erachtet wurde, wurden biopsiert. Sie erzielten eine
Sensitivitat von 81,69% und eine Spezifitat von 68,42%, diese Werte wurden auch
wieder anhand einer Gegenuberstellung mit den Ergebnissen der chirurgischen
Biopsien errechnet. Die im internationalen Vergleich relativ geringen Werte fuhren
die Autoren auf den Umstand zuruck, dass keine speziellen Zytobursten ver-
wendet wurden, es ein relativ kleines Patientenkollektiv war und keine

computergestitzten Auswertungshilfen inkludiert wurden. Die geringe Spezifitat

68



erklaren die Autoren aullerdem durch den Umstand, dass bei den zytologisch
negativen Ergebnissen nicht immer eine anschlieRende Biopsie durchgefuhrt
wurde und diese Falle dann aus der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat
exkludiert wurden [88]. Auch in unserer Studie wurden bei negativen Abstrichen
nur in Ausnahmefallen chirurgische Biopsien durchgefuhrt, was ein grolder
Unterschied beispielsweise im Vergleich zur o0.g. Studie von Trakroo et al. ist, die
gezielt nur Patientenfalle inkludierte, wenn anschlieend auch eine Biopsie
erfolgte [87].

4.4 Treffsicherheiten der alleinigen DNA-Bildzytometrie

In einer Metaanalyse von Alaizari et al. 2017 wurden 5 Studien mit insgesamt 528
Fallen untersucht. Diese 5 Studien waren die einzigen aus einem Pool von 611
Studien, die diverse Kriterien erflllten. So wurden beispielsweise nur prospektive
oder retrospektive Kohortenstudie, die sich mit OPMDs befassten, inkludiert,
aullerdem mussten DNA-Ploidie-Analysen erfolgt sein und vergleichbare
Ergebnisse vorliegen. Es wurde unter anderem herausgefunden, dass das
Vorliegen einer DNA-Aneuploidie mit einem 3,12-fach erhdhtem Risiko fur die
Entwicklung eines Karzinoms verbunden ist [53].

So wie es unterschiedliche Maoglichkeiten gibt, unklare zytologische Befunde
statistisch zu klassifizieren, gibt es ebenfalls unterschiedliche Kriterien fur die
Analyse der DNA-Ploidie. In der vorliegenden Studie wurden als Kriterien fur eine
DNA-Aneuploidie eine Stammlinienaneuploidie und eine Einzelzellaneuploidie,
letzteres bei Vorliegen einzelner abnorm hoher DNA-Gehalte >9¢c, gemaly den
Richtlinien der ESACP gewertet [69-72]. In der diagnostischen Praxis kommt es
aber immer wieder vor, dass bei Nichterfullen dieser Voraussetzungen trotzdem
ein aneuploides Ergebnis vermutet wird. Dies kann beispielsweise eine an-
gedeutete aneuploide Stammlinie nur weniger Zellen sein, die aber beim
Mikroskopieren in der Feulgenfarbung Atypiekriterien der Zellkerne erkennen
lassen. Ein weiteres Beispiel ware eine ,breite” peritetraploide Stammlinie. Ein
derartiges Ereignis ist bisher statistisch nicht quantifiziert und publiziert.
Erfahrungsgemald zeigen einige Plattenepithelkarzinome der Mundschleimhaut
aber ein derartigen DNA-Profil. In der vorliegenden Studie wurden derartige Falle
als ,Verdacht auf DNA-Aneuploidie“ und erflllte Stammlinien oder Einzelzell-

aneuploidie als ,DNA-Aneuploidie” klassifiziert.
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In der vorliegenden Arbeit erzeugt das Abweichen von den Kriterien der
Stammlinienaneuploidie und der Einzelzellaneuploidie eine deutliche Abnahme
der Spezifitat von 100% auf 77,3%, da das Follow-up der Diagnosen eines
.verdachts auf DNA-Aneuploidie“ in 5 der 6 Falle einen negativen Referenz-
standard ergab (vergleiche Tabelle 21). Es ware also kritisch zu Uberlegen, ob die
Kriterien fur eine DNA-Aneuploidie nicht streng ausgelegt werden sollten. Velleuer
et al. konnten in ihrer Studie bei 126 DNA-bildzytometrisch messbaren
Mundschleimhautabstrichen von Patienten mit Fanconi-Anamie bei Vorliegen
einer DNA-Aneuploidie (Stammlinienaneuploidie oder Einzelzellaneuploidie) eine
Sensitivitat von 82,8% bei einer Spezifitat von 98,5% zeigen [41]. Fur die
Hinzunahme des ,Verdachtes auf eine DNA-Aneuploidie“ ergab sich eine redu-
zierte Spezifitat von 86,8% bei allerdings perfekter Sensitivitat von 100%
(personliche Mitteilung, nicht im Manuskript der Publikation enthalten). Dieses
Ergebnis stutzt ein Vorgehen, in bestimmten Risikogruppen, wo eine moglichst
hohe Sensitivitat essentiell ist, auch bereits dem ,Verdacht auf DNA-Aneuploidie®

weiter klinisch nachzugehen.

2003 berichteten Remmerbach et al. in einem Fallbericht Gber vier Patienten mit
verdachtigen oralen Lasionen genauer. Die initialen chirurgischen Biopsien
zeigten in keinem der Falle eine schwere Dysplasie oder Tumorzellen. Mithilfe von
DNA-Bildzytometrie liel® sich eine DNA-Aneuploidie allerdings in jeder der vier
Lasionen darstellen. Erst 1-15 Monate spater war dann bei einer zweiten
chirurgischen Biopsie auch histologisch das Vorliegen einer malignen Lasion
nachweisbar [89].

Diese Studie zeigt deutlich die Bedeutung der DNA-Bildzytometrie, welche
hinsichtlich in der Fruhdiagnostik einer maligne transformierten Lasion sogar der

chirurgischen Biopsie uberlegen sein kann.

4.5 Treffsicherheit von kombinierter Zytologie und DNA-
Bildzytometrie

Ublicherweise wird die DNA-Bildzytometrie als zweiter Test zu weiteren Abklarung
nach einem zytologisch unklaren ,zweifelhaften oder ,dringend verdachtigen®
Befund in der Routinediagnostik eingesetzt. Es macht daher Sinn, die Zytologie

als Suchtest moglichst sensitiv einzustellen, so dass bereits ,zweifelhafte”
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Diagnosen weiter untersucht werden. Die DNA-Bildzytomerie hatte dann den
Stellenwert eines Bestatigungstests und sollte eine gute Sensitivitat und moglichst
hohe Spezifitat haben, was gegeben ist (vergleiche Kapitel 4.4). In einer Studie
von Maraki et al. 2004 an 98 auffalligen Mundschleimhautlasionen mit histo-
logischer Korrelation erreichte die Zytologie inklusive Anwendung von DNA-
Bildzytometrie nach zytologisch unklarer und positiver Diagnose eine Sensitivitat
von 100% und eine Spezifitat von 97,4% [46]. Einschrankend muss gesagt
werden, dass nur 8 Abstriche der Studie ,zweifelhaft” oder ,dringend verdachtig®
waren. Trotzdem reichen die Ergebnisse der eigenen Studie an diese hohe
Treffsicherheit nicht heran: hier betrug bei kombinierter Zytologie und DNA-
Bildzytometrie die Sensitivitat 45,5-47% und Spezifitat 97,7-98,4% (Auswertungs-
varianten A1 und A2).

In einer anderen prospektiven Studie von Remmerbach et al. wurde an 1328
Mundschleimhautpraparaten von 332 Patienten eine Sensitivitat der Zytologie von
91,3% und eine Spezifitdt von 95,1% erreicht. Durch anschliellende
DNA-Bildzytometrie an zytologisch ,zweifelhaften und ,dringend verdachtigen®
Praparaten erhohten sich Sensitivitat und Spezifitat sogar auf 97,8% und 100%,
was erneut deutlich zeigt, wie im optimalen Fall die DNA-Bildzytometrie die
diagnostische Aussagekraft erhoht. Die Autoren der Studie haben die
Zellentnahme pro Lasion 4-5x durchgefihrt, um auf eine ausreichend hohe Anzahl
an Epithelzellen zu kommen und fuhren die hohen Treffsicherheiten auf dieses
Verfahren zurtck [90].

Kaur et al. untersuchten Mundschleimhautlasionen von 100 aufeinander folgenden
Patienten mittels Burstenzytologie und Gewebebiopsie. In diesem Kollektiv war
der Plattenepithelkarzinomanteil mit 49% sehr hoch. An 96 Patienten war eine
DNA-bildzytometrische Messung maoglich. Es wurden also nicht nur die 6 in der
Studie eingeschlossenen verdachtigen Lasionen untersucht. Die Kombination aus
zytologischer und DNA-bildzytometrischer Diagnose erreichte eine Sensitivitat von
92% und eine Spezifitat von 100% [91].

Es ist erstaunlich, dass die Treffsicherheiten von Zytologie und DNA-
Bildzytometrie der eigenen Studie hinter den Treffsicherheiten so deutlich hinter
den oben genannten ausgewahlten Arbeiten zuruckbleiben, da die schwer-

punktmaRig diagnostizierende Arztin im Funktionsbereich Cytopathologie bei
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dieser Studie und bei den Studien von Remmerbach, Maraki und auch Damanaki
die gleiche Person war und sich auch die Durchfuhrung der DNA-Bildzytometrie
nicht geandert hat. Es konnten daher moglicherweise weitere Ursachen auf Seiten
der Abstrichgewinnung und weiteren klinisch/histologische Abklarung von
Mundschleimhautlasionen zum Tragen kommen. Hierbei ist beispielsweise an die
Mundschleimhautsprechstunde der Uniklinik zu denken, die von wechselnden,
Behandlern mit unterschiedlich grofer Erfahrung durchgefuhrt wird. Im Gegensatz
dazu haben Remmerbach, Maraki und Damanaki ihre Abstriche grotenteils selbst

entnommen und so Routine und grof3e Erfahrung im Verfahren entwickelt.

4.6 Treffsicherheit bei gleichbleibendem Behandler

Aufgrund dieser Diskrepanz erfolgte eine separate Auswertung von den Lasionen,
bei denen die Burstenbiopsie und anschlieRende chirurgische Biopsie durch den
selben Arzt durchgefuhrt wurden. Bei diesen 93 Lasionen betrug die Sensitivitat
100% und die Spezifitat 92,1%, bei Wertung zytologisch ,zweifelhafter und
,dringend verdachtiger* Diagnosen als statistisch positiv. Beide Werte sind
durchaus auf dem hohen Niveau der zuvor genannten Studien von Remmerbach
et al., bei hier einschrankend aber nur wenigen erfassten malignen Lasionen. In
der vorliegenden Studie konnte also durch den Umstand, dass die Burstenbiopsie
und chirurgische Biopsie von demselben Behandler durchgefuhrt wurde, die
Sensitivitat von 53% auf 100% fast verdoppelt werden, wahrend die Spezifitat von
95,3% auf 92,1% vergleichsweise wenig sank. Dass nur bei 93 Fallen der
Behandler identisch war, wirkt auf den ersten Blick sehr wenig. Allerdings muss
beachtet werden, dass beim Gesamtkollektiv nur in einem Bruchteil der Falle eine
chirurgische Biopsie durchgefuhrt wurde, da oft keine Notwendigkeit daflr
bestand. AuRerdem war in einigen Fallen der durchfihrende Behandler der
Blrstenbiopsie oder der chirurgischen Biopsie in den Akten nicht ersichtlich,
beispielsweise, weil in den digitalen Akten kein Behandlerkirzel oder keine digitale
Unterschrift angegeben war. Der Behandler konnte dadurch nicht eindeutig
ermittelt werden, woraufhin diese Falle dann nicht die Kriterien erflllten, in diese
separate Auswertungsvariante eingeschlossen zu werden. Vergleichbare
Ergebnisse zu einer erhohten Treffsicherheit durch den selben Behandler bei
zytologischer und chirurgischer Biopsie lassen sich der publizierten Literatur in der

Regel nicht entnehmen, da nicht angegeben ist, ob der Behandler derselbe war.
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Die Hypothese, dass die Treffsicherheit durch bessere Korrelation der
Entnahmestellen von zytologischer und chirurgischer Biopsie erhoht werden kann,
wird allerdings durch die Analyse eines prospektiven Kollektivs von oralen
Blrstenabstrichen von Patienten mit Fanconi-Anamie gestutzt. Die unter-
suchenden Zytopathologen dieser Studie waren die gleichen, wie auch bei dem
vorliegenden Kollektiv. Fanconi-Anamie-Patienten haben ein zur Normal-
bevolkerung ca. 500-700fach erhdhtes Risiko an Mundkrebs zu erkranken. Die
systematische Inspektion der Mundhdhle, Abstrichentnahme inklusive Foto-
dokumentation suspekter Lasionen durch wenige erfahrene Untersucher und
mikroskopisch-zytologische sowie ggf. DNA-bildzytometrische Untersuchung von
737 Abstrichlokalisationen ergab fur die Detektion mindestens einer mittelgradigen
Dysplasie eine Sensitivitat von 100% sowie eine Spezifitat von 92,2%. Der NPW
betrug 100% [41]. Die zytologischen Ergebnisse wurden hierbei inklusive Foto der
Lasion im Mund und Einzeichnung der Abstrichstelle der Burstenzytologie in eine

Mundlandkarte an weiterbehandelnde und biopsierende Arzte weitergegeben.

4.7 Schlussfolgerungen

Die Treffsicherheit der zytologischen Burstenbiopsie von klinisch auffalligen
Lasionen der Mundschleimhaut ist im Literaturquerschnitt grundsatzlich sehr gut
[45], aber abhangig von der genauen klinischen Untersuchung, der korrekten
Entnahme der Zellen mittels spezieller Burstchen, der Befundung durch erfahrene
Zytopathologen und der weiteren Abklarung malignitatsverdachtiger Lasionen
mittels Gewebebiopsie an der korrekten Stelle. Aufgrund des Feldeffektes von
Kanzerogenen kann eine maligne Lasion in einem grolReren genetisch ver-
anderten Feld der Mundschleimhaut sehr umschrieben sein. Schon eine
Abweichung von suspekter Burstenzytologie und anschlielender Gewebebiopsie
von 1 mm kann daher unterschiedliche Diagnosen erbringen. Die sehr hohen
Werte der Sensitivitat und Spezifitdt der Burstenbiopsien aus anderen Studien
wurden in der eigenen Studie nur erreicht, wenn die zytologische und chirurgische
Biopsie durch denselben Behandler erfolgte.

Zur Erhohung der Treffsicherheit empfiehlt sich die Uberlegung mehrerer
Faktoren. Zum einen sollten pro Lasion ein grundlicher Burstenabstrich ent-

nommen werden. Remmerbach et al. empfehlen hier mindestens 4-5
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Zellentnahmen mit jeweils einer Burste und einem Objekttrager, um genugend
aussagekraftiges Zellmaterial zu gewinnen [90]. Dies ist aufwandig und erfordert
eine lange Mikroskopiedauer in der Zytopathologie. Alternativ konnten die
Burstenabstriche einer Lasion in einer Fixationsflussigkeit fur die flussigkeits-
basierte Zytologie gepoolt werden. Dieses Verfahren wendet Remmerbach in der
Praxis derzeit (2020) an [78]. Gute Treffsicherheiten wie in der Studie von Velleuer
et al. kdbnnen aber auch mit weniger Burstenabstrichen auf der gleichen Lasion
erreicht werden. Es wurden hier zumindest fur einen Grofteil der Abstriche zwei
Bursten pro Lasion entweder auf Objekttrager ausgerollt oder in einem
Fixationsmedium gepoolt [41].

AuBerdem empfiehlt sich eine Fotodokumentation der Lasionen bei
Abstrichentnahme. Diese dient der weiteren visuellen Kontrolle im Vergleich bei
einer Wiedervorstellung des Patienten, selbst wenn anschlielend keine
chirurgische Biopsie erfolgt. Gerade in (Uni-)Kliniken erscheint diese
Fotodokumentation wichtig, da dort in einer Abteilung mehrere und wechselnde
Behandler arbeiten und oft keine festen Patientenzuteilungen zu bestimmten
Arzten bestehen. AuRerdem kommt es in einigen Fallen zu strukturellen
Mitarbeiter-Veranderungen in den verschiedenen Abteilungen, was eine
kontinuierliche Patientenbehandlung durch einen einzigen Behandler unmdglich
und eine sorgfaltige Fotodokumentation umso wichtiger macht. Aber selbst bei
einem oder wenigen kontinuierlichen Behandlern, wie zum Beispiel in der Studie
von Velleuer et al. ist eine regelmaflige Fotodokumentation sinnvoll, da kleine
Veranderungen der Lasionen sonst bei einer Wiedervorstellung eventuell nicht
auffallen wurden. Nur mithilfe von Fotos kann eine mdgliche Veranderung
hinsichtlich der GrolRe, Farbe und Oberflachenstruktur in zukinftigen
Untersuchungen sicher erkannt werden.

Entsprechend dem Vorgehen bei Velleuer et al. 2020 konnte auch eine
Kennzeichnung der Entnahmestelle der Burstenbiopsie auf diesen Fotos oder auf
Grafiken (Mundlandkarten) in den Patientenakten erfolgen, damit eine
chirurgische Entnahme genau an derselben Stelle erfolgen kann, selbst wenn in
Ausnahmefallen die chirurgische Biopsie durch einen anderen Behandler erfolgt.
Bei nicht selten vorkommenden synchronen Lasionen sollten die Lokalisationen
dann genau durchnummeriert werden und es sollte eine standardisierte

anatomische Bezeichnung der Abstrichlokalisation gemal® der Mundlandkarte
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erfolgen, um eine spatere Zuordnung der zytologischen und histologischen
Befunde zu ermodglichen und individuelle Abweichungen moglichst gering zu

halten.
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