10 Wissenschaft & Praxis &

Krebsfritherkennung im Mundhohlenbereich
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Aus diesem Grund war die
Krebsfritherkennung im
Mundhoéhlenbereich bisher un-
befriedigend und konnte nicht
wesentlich zur Senkung der
Mortalitét beitragen. Eine deut-
lich hohere Sicherheit bei der
Beurteilung der malignen Po-
tenz einer Mundschleimhaut-
lasion bringt die histologische
Untersuchung der Exzisions-
biopsie, die allerdings einen in-
vasiven Eingriff darstellt.Vor al-
lemkannmanhier—aufleringe-
wissen Grenzfillen - beurtei-
len, ob bereits ein invasives
Wachstum vorliegt und damit
ein Friihkarzinom. Bei noch
nichtinvasiven Prozessen wird
eine Abweichung von der nor-
malen Epitheldifferenzierung
als Dysplasie histologisch defi-
niert. Der Grad der Dysplasie ei-
ner pramalignen Lision muss
derzeit als wichtigster Indika-
tor der malignen Potenz ange-
sehen werden, hochgradige
Epitheldysplasien und Carci-
nomata in situ gelten als Pré-
kanzerosen (Vorléduferlésio-
nen) im engeren Sinne. Eine
schematische Ubersicht iiber
die schrittweise Kanzeroge-
nese des Mundschleimhautepi-
thels gibt Abbildung 1. Aller-
dings bleibt die Dysplasiegra-
dierung trotz zahlreicher Ob-
jektivierungsversuche bis zu
einem gewissen Grad subjektiv
und ihr Vorhersagewert wird
angezweifelt (Holmstrup et al.
2007). So besteht eine Fehler-
breite von etwa 3 %, in denen
Patienten auch mit geringgradi-
gen oder mittelgradigen Dys-
plasien bei langfristiger Beob-
achtung ein Karzinom entwi-
ckelten (Maerker und Burk-
hardt, 1978). Ein weiteres
Problem bei der Abklarung un-
klarer Mundschleimhautlésio-
nen war bisher die Tatsache,
dasssowohl Zahnérzte alsauch
Patienten bei der tiberwiegen-
den Anzahlderabsolutharmlos
erscheinenden Lésion vor ei-
nem invasiven Eingriff, d.h. ei-
ner Exzisionsbiopsie zuriick-
schreckten. Da die Haufigkeit
von im weitesten Sinne ver-
déchtigen und damit abkli-
rungspflichtigen Verdnderun-
gen der Mundschleimhaut in
der erwachsenen Bevolkerung
auf bis zu 25 % geschatzt wer-
den muss (Axé€ll, 1976) - wenn
man Normvarianten mitbe-
riicksichtigt, sogar in iiber 50%
(Morger et al. 2007, Studie an
Schweizer Rekruten) wére ein
solches Vorgehen auch unver-
héltnisméBig und unrealis-
tisch. Dies hat zu einer weitver-
breiteten ,,Warten- und Beob-
achten-Haltung“ der behan-
delnden Zahnérzte und Oral-
chirurgen gefiihrt.

Losungsansitze

Inden letzten Jahren hat es des-
halb nicht an intensiven Bemii-
hungen gefehlt, weniger inva-
sive, objektive und zuverlassi-
gere morphologische Maligni-
tdtsmarker zu entwickeln.
Hierbei handelt es sich um:

}Zytologie (Exfoliativ, Biirste,
Feinnadelpunktat) erginzt
durch verschiedene moleku-
larbiologische Untersuchun-
gen und Computerassistenz

}Quantifizierung morphologi-
scher Parameter

}Histochemische Farbungen
und Enzymhistochemie

}Immunhistochemie mit Dar-

Abb. 2: Speziell fir die Burstenbiopsie entwickelte Biirste des OralCDx-Verfah-
rens. Je nach Lokalisation konnen das flache Ende oder die Zirkumferenz zur Ent-

nahme eingesetzt werden.

stellung von Zelloberflachen-
antigenen, intrazelluldaren
Komponenten und Produkten
sowie Basalmembran- und
Stromaverdnderungen

}In-situ-Hybridisierungen mit
der Moglichkeit der Darstel-
lung viraler Infektionen, wie
etwa Papillomavirusinfektio-
nen sowie Expression von tu-
morassoziierten Genen

}Elektronenmikroskopie mit
Darstellung von Mikroinva-
sionund Differenzierungsver-
lust.

Insbesondere die Darstellung
von Onkogenen und Suppres-
soronkogenen mithilfe von
Immunhistologie oder In-situ-
Hybridisierung verspricht fiir
die Zukunft wichtige Einbli-
cke in den Prozess der oralen
Kanzerogenese (Scully und
Burkhardt 1993, Burkhardt
1996, Scully et al. 2003). Zahl-
reiche Verdnderungen, wie
etwa die Zunahme des prolife-
rierenden Zellpools, der Ver-
lust von hochmolekularen Zy-
tokeratinen oder Alterationen
von anderen immunhistolo-
gisch darstellbaren Differen-
zierungsprodukten, insbeson-
dere im Bereich der Basal-
membranzone, und Zelladha-
sionen koénnen zwar zusitz-

Andere Neoplasien

—Speicheldriisentumoren

—Metastasen

—Leukdmien, Lymphome

—Melanozytare Tumoren (Névus,
malignes Melanom)

—periphere odontogene Tumoren

bei der Diagnostik oraler Pra-
kanzerosen kann von modi-
fizierten Zytologieuntersu-
chungen, computerassistier-
ten Quantifikationen und Zyto-
fotometrie erwartet werden.“

Erste Untersuchungen beziig-
lich der Bedeutung der DNA-
Zytometrie wurden bereits in
den Siebziger- und Achtziger-
jahren des vorigen Jahrhun-
derts vorgelegt (Ehlers 1972,
Pfitzer und Pape 1975, Mitter-
mayer et al. 1981). Ein Haupt-
problem dieser Methode ist es,
dass sogar ein grofer Teil der
manifesten Karzinome, mut-
maBlich somitauch der prdkan-
zerdsenVerdnderungen diploid
oder ,nahezu“ diploid (peridi-
ploid) sind und somit durch
diese Methode nicht erfasst
werden. Die Problematik der
DNA-Zytometrie wurde an an-
derer Stelle ausfiihrlich bespro-
chen (Burkhardt, 2006 b u. c).
So kommen Lippman und
Hong (2001) zu dem Schluss,
dass ein einzelner molekularer
Marker oder Markergruppe
denVerlauf einereinzelnenora-
len Leukoplakie nicht vorher-
bestimmen kann. Vielverspre-
chender ist hier die sog. Multi-
parameterbildanalyse (Multi-
parameter image analysis), bei
der verschiedene zytologische

Infektionen — Entziindung

—Entziindung
—Granulationsgewebe — Ulkus
—Massive Bakterienbesiedlung
—Pilzbesiedlung (u.a. Candida)

—Virale Infektionen (HSV, CMV, Virus-

einschlusskorper)

Tab. 1: Wichtige Zusatzbefunde beim Oral CDx-Verfahren.

liche Informationen iiber die
Lésion liefern, sind jedoch in-
sofernunspezifisch,als sie sich
auch bei entziindlichen Pro-
zessen und Zell-Lokomotion
verdndern (Burkhardt 1980,
1985 b, Jordan et al. 2001, 2002,
Scully et al. 2003, Massano
et al. 2006). Neue Entwicklun-
gen machten es moglich, auch
anzytologischen-d.h.ohnein-
vasivesVorgehen gewonnenen
Préparaten - molekular-patho-
logische und zytometrische
Untersuchungen durchzufiih-
ren. Hierzu gehoren: DNA-Zy-
tometrie, Bildanalyse, Mikro-
satelliten, nukledre Organisa-
tionsregionen, Keratinanaly-
sen, Onkogen- und Tumorsu-
pressorgenanalysen (Gare-
wal et al. 1993, Casartelli et al.
2000, Friedrich et al. 2000,
Scheifele et al. 2002, Remmer-
bachetal.2003, Mehrotraetal.
2006). In Verbindung mit der
verbesserten Entnahmetech-
nik (Biirstenentnahme) hat
dies zu einer Renaissance der
Zytodiagnostik im oralen Be-
reich gefiihrt. Entsprechend
diesen Pramissen formulierte
Burkhardt bereits 1985: , Fort-
schritt und Weiterentwicklung

und histologische Kriterien, er-
génzt durch molekularbiologi-
sche Darstellung von maligni-
tatsassoziierten Verdnderun-
gen synoptisch ausgewertet
werden. Die Frage ist somit
nicht mehr,ob eine computeras-
sistierte Diagnostik brauchbar
oder wichtig ist, sondern viel-
mehr welche Kombinationen
von Kriterien und Markern am
zuverldssigsten fiir ein gegebe-
nes Problem sind und wie sie
optimal und in Bezug auf Auf-
wand und Zeit vertretbar einge-
setzt werden konnen (Tosi und
Cottier 1989). Eine derartige
Kombination einer Multipara-
meterbildanalyse mit semi-
quantitativer DNA-Auswer-
tung und spezieller Biirstenent-
nahme von der Mundschleim-
haut stellt die Biirstenbiopsie
im Rahmen des sog. ,,OralCDx-
Verfahrens“ dar. Durch die
Biirstenentnahme von Zell-und
Gewebematerial steht eine
nichtinvasive und beliebig
wiederholbare Technik zur Ver-
fligung, die den Patienten kaum
beeintrachtigt und die Liicke
zwischen Mundhéhleninspek-
tion und invasiver Exzisions-
biopsie schlief3t.

Abb. 3: Der Pathologe beurteilt die vom Computer mit dem Oral CDx Verfahren
selektierten Zellen der Zellgalerie und kontrolliert den Befund am Mikroskop.

Die Biirstenbiopsie

Die Biirstenbiopsie — eine Form
der Abrasionszytologie —ist de-
finiert als Entnahme von Zell-
und Gewebematerial von
Schleimhéuten mithilfe einer
geeigneten Biirste (Abb. 2), bei
deralle Epithelschichtenbiszur
Basalmembran erfasst werden.
Insbesondere ist es wichtig,
dass Basalzellen als Stammzel-
len und Ausgangspunkt einer
malignenTransformationin der
Probe enthalten sind (vergl.
Abb.1).

Die Biirstenbiopsie unterschei-
detsichdadurchwesentlichvon
der konventionellen Abstrich-
zytologie (mit Wattebausch
0.4.) oder der Biirstenzytologie,
die beide in der Regel nur ober-
flachliche Zellelemente erfas-
sen. Diese beiden letztgenann-
ten Techniken werden auch als
Exfoliativzytologien (von Fo-
lium [lateinisch] das Blatt, also
,Entlaubungszytologie“) zu-
sammengefasst. Die einfache
Exfoliativzytologie, die fiir die
Friherkennung des Zervix-
karzinoms groBe Erfolge
brachte, hat sich trotz zahlrei-
cher Versuche fiir die Mund-
hohlenschleimhaut nicht be-
wahrt, da die starker verhornte
Schleimhaut ohne Umwand-

Blasenbildende Dermatosen

—Pemphigus
—Pemphigoid
—Lichenplanus

lungszone falsch-negativ Raten
von 30-60 % erbrachte (Dabel-
steen et al. 1971, Folsom et al.
1972, Reddy et al. 1975, Zallen
1978). Sie gilt deshalbim Mund-
hohlenbereich nicht als akzep-
table Methode zurKrebsfriiher-
kennung.

Die computer-
assistierte Auswertung
(OralCDx)

Da die ,manuelle“ Auswertung
von Biirstenbiopsien mit 50.000
bis 100.000 Zellen und Zell-
gruppen durch den Zytologen
oder Pathologen nicht nur
durch menschliche, subjektive
Fehlerquellen belastet ist (Er-
miidung, Ubersehen nur ver-
einzelter atypischer Zellen),
sondernauchsehrzeit-undper-
sonalaufwendig und damit kos-
tenintensiv ist, ist dies fiir die
Bearbeitung im Rahmen des
erforderlichen Massenscree-
nings verddchtigter oraler
Schleimhautldsionen kaum
vertretbar. Deshalb lag esnahe,
hier die modernen Méglichkei-
ten einer Computerauswertung
heranzuziehen. Besonderen

Erfolg haben hier - wie zuvor
ausgefiihrt - Kombinationen
von semiquantitativer DNA-
Messung und morphometri-
schen Parametern (Multipara-
meter-Bildanalyse) aufzuwei-
sen, wie sie u.a. in dem compu-
terassistierten OralCDx-Ver-
fahren fiir die Routinediagnos-
tik zur Verfiigung steht. Kein
Verfahren ersetzt bisher die ab-
schlieBende Beurteilung durch
den erfahrenen Histo- und Zy-
topathologen (Tosi und Cottier
1989). Das Biirstenbiopsieent-
nahmeverfahren inVerbindung
mit einer solchenspeziellen,auf
neutralem Netzwerk basieren-
den Multiparameterzellana-
lyse wird als OralCDx fiir die
Mundschleimhaut angeboten
und wurde im deutschsprachi-
gen Raum von Drore Eisen
(2004 a—e), Burkhardt (2006 a)
und Driemel und Mitarbeiter
(2007 a u. b) ausfiihrlich vorge-
stelltundbesprochen.Die Com-
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cke bei der Abkldrung von ver-
déchtigen Mundschleimhaut-
lasionen insofern besteht, als
diese sehr héufig sind, die klini-
sche Inspektion aber unzuver-
lassig ist und es unverhiltnis-
maéaBig wére, alle harmlos aus-
sehenden Mundschleimhaut-
lasionen durch Inzisions- oder
Exzisionsbiopsien abzuklaren.

Befundkategorien

Die mithilfe des OralCDx- Ver-

fahrens erhobenen Befundka-

tegorien sind folgende:

}Negativ (fiir epitheliale Aty-
pien)

}+Positivfiir Dysplasie oderKar-
zinom - invasive Abkldrung
angezeigt

}Atypische Zellen — Therapie
oder weitere Abkldrung emp-
fohlen

}Unzureichendes Material -
Wiederholung empfohlen.

Abb. 4: Gegentiberstellung der mithilfe der Birstenbiopsie gewonnenen vollstandigen Epithellamelle
(oben), Kategorie ,positiv”, mit der anschlieBenden Exzisionsbiopsie, unten (Carcinoma in situ). In letzterem
Material ist lediglich das subepitheliale Stroma zusétzlich erfasst.

puter-Assistenz erhoht die Si-
cherheitund EffizienzderDiag-
nostik und reduziert die ,intra-
und interobserver” Subjekti-
vitdt. Der Computer prasentiert
aufgrund einer solchen Zell-
und Gewebeanalyse eine Zell-
galerie von 192 am stérksten
von der Norm abweichenden
Zellen, die vom Pathologen un-
ter Kontrolle am Mikroskop be-
fundet werden konnen (Abb. 3).
Zusatzlich wird das Restge-
webe an der Biirste nach Anfer-
tigung des Ausstrichs in Paraf-
fin eingebettet und histologisch
untersucht, was immunhistolo-
gische und molekularbiologi-
sche Zusatzuntersuchungen
erlaubt. Die Biirstenbiopsie in
Verbindung mit der computer-
assistierten OralCDx-Auswer-
tung ist somit ein Verfahren,
welches eine besondere, nicht-
invasive Gewebeentnahme mit
zytologischer und histologi-
scher Untersuchung darstellt.
Nichtinvasiv - allenfalls mini-
malinvasiv — deshalb, weil die
Basalmembran in der Regel er-
halten bleibt und so eine Rege-
neration ,ad integrum*“ erfolgt.
Die Beurteilung durch einen er-
fahrenen Pathologen in Ergén-
zung zu der Computerauswer-
tung iiberbriickt somit das bis-
her bestehende, oben ausfiihr-
lich geschilderte, Dilemma des
Klinikers,dassndmlich eine Lii-

Lokalisation

Planum buccale
Gingiva/Alveolare Schleimhaut
Harter Gaumen
Retromolares Dreieck
Zunge lateral
Mundboden
Labial/vestibular
Weicher Gaumen
Zunge ventral

Zunge dorsal
Kieferkamm
Oropharynx/Tonsille
Keine Angaben

Ein typisches Beispiel der Be-
fundkategorien ,positiv gibt
Abbildung 4,an der man gleich-
zeitig sieht, dass nicht nur Ein-
zelzellen wie im typischen Ab-
strich, sondern tatséchlich Ge-

webeverbdnde, d.h. Kkleine
Schleimhautbiopsien vorlie-
gen.

Eine negative Diagnose bedeu-
tet, dass keine epithelialen Aty-
pien gefunden wurden. Genau
wiebeieiner histologischen Ab-
klarung mit negativem Ergeb-
nissollten persistierende Lasio-
nenregelméBigbeobachtetund
in gewissen Abstdnden erneut
mit OralCDx getestet werden.
Eine positive Diagnose bedeu-
tet, dass eindeutige Hinweise
auf Zellatypien im Sinne einer
Epitheldysplasie oder von ma-
lignen Zellen vorliegen und die
Mundschleimhautlédsion somit
eine Prdkanzerose oder ein
Karzinom darstellt. In diesen
Féllen sollte die Diagnose in je-
dem Falle durch eine Exzisions-
biopsie und histologische
Untersuchung abgesichert
werden,umdie Lasion weiterzu
klassifizieren und zu gradieren.
Dies ist dann die Grundlage der
Therapieplanung. Die dritte di-
agnostische Kategorie lautet:
satypisch®. Dies bedeutet, dass
von der Norm abweichende,
d.h. ,abnormale® epitheliale
Verdnderungen vorhanden

Haufigkeitin %

25,35
18,95
11,25
10,95
10,60
6,65
4,60
3,80
3.20
1,80
1,25
0,53
1,05

Tab. 2: Verteilung der Lokalisationen bei 7.069 Biirstenbiopsien aus dem Oral- und Oropharynxbereich.



