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Zusammenfassung

Fragestellung: Ziel dieser Arbeit war es, die
Treffsicherheit der nichtinvasiven Biirsten-
biopsie einschlielich DNA-Bildzytometrie in
der Routinediagnostik zu bestimmen.
Material und Methode: In unserer Unter-
suchung wurden prospektiv 1328 Mund-
schleimhautabstriche von 205 Patienten mit
insgesamt 92 histologisch gesicherten Plat-
tenepithelkarzinomen und 240 benignen
Mundschleimhautldsionen zytologisch be-
gutachtet und anschlieBend mithilfe der
DNA-Bildzytometrie gepriift. Dabei wurden
47 Patienten mehrfach aufgrund rezidivie-
render Lasionen untersucht, 80 Patienten
wiesen multiple Veranderungen der Mund-
hohle auf.

Ergebnisse: Die zytologische Begutachtung
der Préparate erzielte eine Sensitivitdt von
91,3% und eine Spezifitat von 95,1%. Die
nachfolgenden DNA-Messungen aller Prapa-
rate erreichten eine Sensitivitdt von 95,5%
und eine Spezifitdt von 100%. Durch die
kombinierte Auswertung der Zytologie und
der DNA-Bildzytometrie konnte eine Steige-
rung der diagnostischen Treffsicherheit er-
reicht werden; die Sensitivitdt betrug dann
97,8% bei einer Spezifitdt von 100%. Der po-
sitive Vorhersagewert lag bei 100% und der
negative Vorhersagewert erreichte 98,1%.
Schlussfolgerung: Die Anwendung der
DNA-Bildzytometrie mit DNA-Aneuploidie
als Marker fiir neoplastische Transformation
in Mundschleimhautabstrichen sicherte die
zytologische Diagnose von Mundkrebs. Zu-
dem ermdglicht sie, die Dignitét von mor-
phologisch zweifelhaften Epithelverande-
rungen wie Dysplasien oder regenerativen
Epithelien zu kldren, indem sie die obligaten
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Nichtinvasive Biirstenbiopsie
als innovative Methode

in der Fritherkennung

des Mundhohlenkarzinoms

Prakanzerosen und die voraussichtlich bos-
artig verlaufenden Lasionen erkennt und ei-
ne friihzeitige effektive Therapie zuldsst. Der
Nachweis von DNA-Aneuploidie stellt somit
die Indikation zur vollsténdigen chirurgi-
schen Entfernung der Lasion mit histologi-
scher Nachuntersuchung dar. Die DNA-Bild-
zytometrie als adjuvantes zytopathologi-
sches Verfahren ist in der Lage, sowohl die
Sensitivitdt als auch die Spezifitat der nicht-
invasiven Biirstenbiopsie der Mundschleim-
haut zu erhdhen und die Rate von zytolo-
gisch falschnegativen und falschpositiven
Diagnosen zu senken.

Schliisselworter

Nichtinvasive Biirstenbiopsie -
DNA-Bildzytometrie - Mundkrebs

Die Plattenepithelkarzinome der Mund-
hohle gehoren weltweit zu den zehn hiu-
figsten Tumoren des Menschen. Die In-
zidenz liegt in Europa bei 3-5%, wobei
in der Bundesrepublik Deutschland jahr-
lich 3000 Ménner sowie 1000 Frauen an
dieser Form des Krebses erkranken [25].

Trotz der Einfithrung neuer chirur-
gischer sowie strahlen- und chemothe-
rapeutischer Methoden ist es in den letz-
ten vier Jahrzehnten weltweit nicht ge-
lungen, die Fiinfjahresiiberlebensrate zu
erh6hen. So stirbt innerhalb dieses Beob-
achtungszeitraumes immer noch durch-
schnittlich die Hilfte der erkrankten Pa-
tienten. Bei frithzeitigem Erkennen und
rechtzeitiger Behandlung ist diese Form
des Krebses jedoch heilbar.

Nur durch eine frithzeitige und ra-
sche Abklarung unklarer Mundschleim-
hautverdnderungen wird es moglich
sein, die unakzeptabel hohe Mortalitit
und Morbiditdt des oralen Plattenepi-
thelkarzinoms zu senken. Probeexzisio-
nen sind als Methode fiir die Friiher-
kennung des oralen Plattenepithelkarzi-
noms wegen ihrer invasiven Vorgehens-
weise in der (zahn)arztlichen Praxis nur
bedingt geeignet. Seit 1997 wird in unse-
rer Klinik ein interdisziplinér entwickel-
tes nichtinvasives Verfahren angewen-
det, das ohne grofien technischen und
zeitlichen Aufwand dem niedergelasse-
nen (Zahn-)Arzt erméglicht, eine Dig-
nitdtsabkldrung unklarer Mundschleim-
hautbefunde zu erreichen.

Ziel unserer Untersuchungen war
es, die Treffsicherheit der nichtinvasiven
Biirstenbiopsie kombiniert mit der DNA-
Bildzytometrie im Vergleich zur Histo-
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Noninvasive brush biopsy
as an innovative tool for early
detection of oral carcinomas

Abstract

Purpose: The aim of this prospective study
was to investigate the diagnostic accuracy of
DNA image cytometry in combination with
non-invasive brush biopsies taken from sus-
picious oral lesions.

Material and methods: Cytological diag-
noses obtained from 1328 exfoliative smears
of 332 different lesions were compared with
histology and/or clinical follow-ups of the
respective patients. Additionally, nuclear
DNA contents were measured after Feulgen
restaining using a TV image analysis system.
DNA aneuploidy was assumed if abnormal
DNA stemlines or cells with DNA content
greater than 9c were observed.

Results: The sensitivity of our cytological di-
agnosis in addition to DNA image cytometry
on oral smears for the detection of cancer
cells was 97.8%, specificity 100%, positive
predictive value 100%, and negative predic-
tive value 98.1%.

Conclusion: The application of DNA image
cytometry with DNA aneuploidy as a marker
for neoplastic transformation in oral smears
secures cytologic diagnosis of carcinomas.
Smears from brushings of all visible oral le-
sions are an easily practicable, cheap, nonin-
vasive, painless, and safe screening method
for detection of oral precancerous lesions
and squamous cell carcinoma in all stages.
We conclude that DNA image cytometry is a
very sensitive and highly specific, objective,
and reproducible adjuvant tool for identifi-
cation of neoplastic cells in oral smears.

Keywords

Noninvasive brush biopsy - DNA image
cytometry - Oral cancer
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Abb. 1> Mithilfe
eines Zellkollektors
werden reprasentative
Zellen der unklaren
Verdnderung aus der
Mundhéhle gewonnen

logie an krebsverddchtigen Lasionen der
Mundschleimhaut in der Routinediag-
nostik zu bestimmen.

Material und Methode

Im Zeitraum von November 1997 bis De-
zember 2002 wurden prospektiv an 205
Patienten 1328 Abstriche mit daraus re-
sultierenden 322 zytologischen Diagno-
sen gewonnen. Dabei wurden 47 Patien-
ten aufgrund rezidivierender Lisionen
mehrfach untersucht, 8o Patienten zeig-
ten multiple Verdnderungen der Mund-
hohle. Diese Patienten suchten die Poli-
klinik der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und
Plastische Gesichtschirurgie der Uni-
versitit Leipzig entweder selbststindig
oder aufgrund einer Uberweisung ihres
(Zahn-)Arztes zur Abkldrung tumorver-
déchtiger Lasionen der Mundschleim-
haut auf. Im Rahmen der oralmedizini-
schen Vorfelddiagnostik [21] erfolgte
mithilfe eines Zellkollektors die Gewin-
nung reprisentativer Zellen der unkla-
ren Verdnderung aus der Mundhéohle
(Abb. 1). Die entsprechenden Gewebe-
proben wurden in der Regel eine Woche
nach Abstrichentnahme (nach Vorliegen
der zytologischen Begutachtung) ge-
wonnen, bei klinisch manifesten Platten-
epithelkarzinomen im direkten An-
schluss an die Biirstenbiopsie bei Vorlie-
gen der radiologischen Ergebnisse im
Rahmen prioperativer Staginguntersu-
chungen.

Die alkoholfixierten und getrockne-
ten Préparate wurden anschlieffend nach
Papanicolaou gefarbt und von einem er-
fahrenen Zytopathologen untersucht. Die
Auswertung der Priparate erfolgte ge-
mif den allgemein akzeptierten diag-
nostischen Kriterien [2, 3]. Die Ergeb-

-

nisse wurden in folgende Kategorien zy-
tologischer Diagnosen eingeteilt:

— sicher negativ fiir unauffallige, reaktive oder
entziindliche Zellbilder,

— nicht sicherer Nachweis von bdsartigen Zel-
len in Féllen mit abnormen Zellverdnderun-
gen (z. B.mit leichten oder méBigen Dyspla-
sien),

— mit dringendem Verdacht auf das Vorliegen
von Tumorzellen bei nur wenigen atypischen
Zellen oder bei nicht sicheren Malignitétskri-
terien atypischer Zellen (schwere Dysplasie)
oder

— sicher positiv bei Vorliegen eindeutig malig-
ner Zellen [7].

Préparate mit den zytologischen Diag-
nosen ,sicher negativ oder ,,ohne siche-
ren Nachweis“ wurden als ,,ohne Anhalt
fiir das Vorliegen von Malignitdt ge-
wertet. Sie erhielten in unserer Auswer-
tung zusammengefasst die Wertung ,,tu-
morzellnegativ®, Fille mit den Diagno-
sen ,mit dringendem Verdacht oder
»sicher positiv¢ wurden als Pridparate
mit dem dringenden Verdacht bzw. dem
Vorliegen von Malignitit eingestuft und
bekamen zusammengefasst die Wertung
»tumorzellpositiv® [5].

Anschliefend wurde fiir die Mes-
sung des DNA-Gehaltes der Zellkerne ei-
ne Umfirbung nach Feulgen mithilfe
des modifizierten Firbeautomaten Va-
ristain 23-4 (Shandon, Runcorn, UK)
vollautomatisch durchgefiihrt. Das Fér-
beschema erfolgte gemdf; Bocking et al.
[6, 8]. Es handelt sich hierbei um eine
quantitative Farbung der Zellkern-DNA
nach Feulgen u. Rossenbeck [10]. Zur fo-
tometrischen Messung der integrierten
optischen Dichte (IOD) der nach Feul-
gen umgefirbten Zellkerne wurde das
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Abb. 2 A DNA-Histogramm eines Abstriches von einer histologisch gesicherten Leukoplakie ohne
Dysplasie; gezeigt wird die Anzahl der gemessenen Zellen (n) und ihr korrespondierender DNA-Ge-
halt (c) mit einer normalen, diploiden Stammlinie bei 2,0c und einzelnen Werten bei 4¢
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Abb. 3 A DNA-Histogramm eines Lichen erosivus. Gezeigt wird eine euploid-polyploide DNA-Vertei-
lung mit Stammlinien bei 2,0c und 4,0c sowie einzelne Werte bei 8c
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Abb. 4 A DNA-Histogramm eines Plattenepithelkarzinoms der Zunge. Eine euploide Stammlinie bei
2,0¢, aber 10 Zellen >9¢ (9¢EE) kdnnen als Kriterium von DNA-Aneuploidie festgestellt werden

System QUIC-DNA der Firma Tripat
(Burlington, USA) in Kombination mit
einem konventionellen Lichtmikroskop
der Firma Zeiss (Jena) verwendet. Das
Mikroskop ist mit einem PC-basierten
Fernsehbild-Analysesystem gekoppelt.
Durch die Messung von 30 Referenz-
zellen (normalen Plattenepithelzellen)
wird mithilfe ihres mittleren IOD-Wer-
tes der DNA-Gehalt von 2¢ (c=“content)
ruhender normaler Epithelien festge-
legt. Zur Qualititssicherung musste der
Variationskoeffizient (CV) der Referenz-
zellpopulation kleiner als 5% sein [6, 8,
15]. Die Leistungsdaten des Systems ent-
sprachen den strikten Standards der Eu-
ropean Society for Analytical Cellular
Pathology (ESACP) fiir die Diagnostik
mittels DNA-Zytometrie [8,12,15,16,23].

Eine Population normaler prolife-
rierender Zellen zeigt in einem DNA-
Histogramm einen ersten Haufigkeits-
gipfel bei 2c und einen zweiten bei 4¢
(Go/G1- bzw. G2/M-Phase im Zellzyklus).
Als DNA-Aneuploidie bezeichnet man
DNA-Verteilungen von Zellpopulationen,
die sich statistisch signifikant von denen
normaler (ruhender, proliferierender
oder polyploider Zellen) unterscheiden.
Bei der Erfiillung einer der nachfolgen-
den Kriterien wurde eine DNA-Vertei-
lung als aneuploid interpretiert:

1. Vergleich der Referenzzellpopulation mit der
G0/G1-Phase-Fraktion der Analysezellpopu-
lation ergibt eine abnorme Stammlinie,
wenn ihr Modalwert um 109% vom normalen
2c-Gehalt abweicht, d. h.wenn Stammlinien-
werte von <1,80c >2,20c bzw. <3,60c >4,40c
auftreten [8].

2. Zellen mit einem DNA-Gehalt groBer als 9¢
(9cEE) werden nachgewiesen [7].

Die in den Abb. 2, 3, 4 u. 5 dargestellten
Histogramme zeigen Beispiele fiir eu-
ploide und aneuploide DNA-Verteilungen
benigner und maligner Mundschleim-
hautverdnderungen.

Ergebnisse

Das Untersuchungsgut bestand aus ins-
gesamt 332 zytologischen Diagnosen von
205 Patienten. Die endgiiltigen Diagno-
sen der 332 Fille ergaben 92 verschiede-
ne histologisch gesicherte orale Platten-
epithelkarzinome (darunter 83 primére
Karzinome und 9 Rezidiv- bzw. Zweittu-
moren), 93 Leukoplakien nach WHO-
Kriterien [30] sowie 142 entziindliche
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Abb. 5 A DNA-Histogramm eines Plattenepithelkarzinoms der Wangenschleimhaut. Verschiedene
Aspekte von DNA-Aneuploidie werden gezeigt: abnorme Stammlinien bei 2,4, 4,8c und 29 Zellen

>9¢ (9¢EE)

oder andere gutartige Mundschleim-
hautverdnderungen (Tabelle 1, 2). Da
nicht in jedem Fall von gutartigen Mund-
schleimhautverdnderungen ein histolo-
gisches Follow-up existierte, wurden fiir
die Verlaufsbeurteilung die klinischen
Follow-ups ebenfalls zur Auswertung
herangezogen. Von insgesamt 240 Pra-
paraten gutartiger Mundschleimhaut-
verdnderungen wurden 101 Préparate
histologisch untersucht. 139 Fille wur-
den ausschliefSlich anhand des klini-
schen Follow-ups begutachtet. Das Pa-
tientenkollektiv setzte sich aus 127 Min-
nern und 78 Frauen zusammen, deren
Alter bei Diagnosestellung zwischen 20
und 88 Jahren lag. Das Durchschnittsal-
ter aller Patienten betrug 59,3 Jahre
(SD#+13,6 Jahre). Mit einem mittleren Al-
ter von 62,4 (SD+14,7 Jahren) waren die
Frauen bei der Diagnosestellung durch-
schnittlich 5,1 Jahre dlter als die Mdnner
(mittleres Alter 57,3; SD+12,6 Jahre). Das
Durchschnittsalter der Tumorpatienten
lag bei 60,3 (SD+12,4 Jahre). Die Frauen
waren mit einem mittleren Alter von
64,8 (SD+12,1 Jahre) im Schnitt 5,9 Jahre
ilter als die Midnner (mittleres Alter 58,9;
SD+12,2 Jahre).

Die zytologischen Diagnosen der
240 Préparate gutartiger Veranderungen
der Mundschleimhaut setzten sich wie
folgt zusammen (Tabelle 3): 208 Fille
mit der Diagnose ,sicher negativ®, 27
Fille ,,ohne sicheren Nachweis von Tu-
morzellen®, 2 Préparate ,,mit dringen-
dem Verdacht“ und 3 Fille ,sicher posi-
tiv“ (Nachweis bosartiger Zellen). Die
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Ergebnisse der DNA-Zytometrie der Pri-
parate lauteten in allen negativen Fillen:
DNA-nichtaneuploid.

Die zytologischen Gutachten der 92
Tumorpatienten lauteten wie folgt (Ta-
belle 4): 68 Fille ,sicher positiv*,16 Fil-
le mit ,dringendem Verdacht auf das
Vorliegen von Tumorzellen® 5 Fdlle ,,oh-
ne sicheren Nachweis von Tumorzellen
und 3 Prdparate ,sicher negativ®. Die
nachfolgende DNA-Zytometrie war in
drei Fillen technisch nicht durchfiihr-
bar, da nicht gentigend oder nicht mess-
bare Zellen (z. B. wegen Kerniiberlage-
rungen) zur Verfiigung standen. 85 Pri-
parate wiesen eine DNA-Aneuploidie
auf, 4 Priparate zeigten keine DNA-An-
euploidie. Bei diesen vier Préparaten
konnten in einem Fall nur 89 Zellen, bei

Tabelle 1

den iibrigen Préparaten jeweils 288,304
und 309 Analysezellen gemessen wer-
den. Die Kombination von DNA-Aneu-
ploidie - abnorme Stammlinien und
Zellen grofer als 9c - trat mit 58,8% am
héufigsten auf. Das Merkmal Zellen gro-
Ber als 9c alleine war mit 25,9%, das Auf-
treten abnormer Stammlinien allein war
mit 15,3% vertreten (Tabelle 5).

Fir die DNA-Zytometrie wurden
vier Fille als falschnegativ gewertet, da
in der histologischen Begutachtung ein
Carcinoma in situ bzw. in drei Féllen je-
weils ein Plattenepithelkarzinom diag-
nostiziert wurde. Dies entsprach einer
Sensitivitit fiir die DNA-Zytometrie al-
leine von 95,5%.

Fasst man die Maf3zahlen der diag-
nostischen Treffsicherheit zusammen,
betrdgt die Sensitivitdt der konventio-
nellen Exfoliativzytologie im Vergleich
zur Histologie 91,3%, die der DNA-Bild-
zytometrie 95,5%. Die Spezifitit der Zy-
tologie alleine lag bei 95,1%, die der
DNA-Zytometrie bei 100%. Der positive
Vorhersagewert der Zytologie erreichte
einen Wert von 95,4%, die der DNA-Zy-
tometrie einen von 100%. Der negative
Vorhersagewert der Zytologie alleine be-
trug 92,3%. Die DNA-Zytometrie erreich-
te einen Wert von 96,2%. Die Kombina-
tion der Zytologie mit der DNA-Zytome-
trie erhohte die Sensitivitat fiir die Er-
kennung von malignen Zellen auf einen
Wert von 97,8%. Die Spezifitit fiir die Er-
kennung nichtneoplastischer Zellen lag
somit bei 100%. Der positive Vorhersa-
gewert betrug 100%, der negative Vor-
hersagewert 98,1% (Tabellen 6,7 und 8).

Unter Berticksichtigung des klini-
schen Follow-ups mit einem Beobach-

Tumorstadieneinteilung der 83 primaren Plattenepithelkarzinome und 9 Zweit-
bzw. Rezidivtumoren nach aktueller TNM-Klassifikation der UICC (n=92; [29]).In
16 Fallen erfolgte die Klassifikation ausschlieBlich anhand der klinischen Tumor-

ausdehnung

Tumor- Primar- Rezidiv- Pathologi- KlinischesT ~ Gesamt %
stadium tumoren (n)  tumoren (n) schespT(n)  (n) (n)

X 2 0 2 0 2 2,2
Cis 3 0 3 0 3 33
T 17 7 24 0 24 26,1
T2 22 0 22 0 22 23,9
T3 21 2 18 5 23 25,0
T4 18 0 7 1 18 19,5
Summe 83 9 76 16 92 100,0



Tabelle 2

Zusammenstellung klinischer und histologischer Diagnosen von gutartigen Mund-

schleimhautveranderungen (n=240)

Diagnose Anzahl Davon histolo-  Klinisch %
gesamt gisch gesichert

Leukoplakien 93 44 47 43,6
Lichen 42 18 24 17,8
Ulkus 32 4 28 4,0
Aphthe 27 2 27 2,0
Pseudoepitheliomatiose Hyperplasie 19 19 0 18,8
Glossitis rhombica mediana 5 0 5 0
Unspezifische chronische Entziindung 4 4 0 4,0
Granulationsgewebe 4 4 0 4,0
Narbengewebe 3 1 2 1,0
Epulis 2 2 0 2,0
Fibrom 2 1 1 1,0
Lingua plicata 2 0 2 0
Zungentonsille 2 0 2 0
Papillare Hyperplasie 1 1 0 1,0
Papillom 1 1 0 1,0
Candidiasis 1 0 1 0
Tabelle 3

Ergebnisse der Zytologie und der DNA-Zytometrie der Praparate mit gutartigen

Veranderungen (n=240)

DNA-Zytometrie Zytologie
Sicher Dringender Ohnesicheren  Sicher
positiv Verdacht Nachweis negativ
DNA-aneuploid
DNA-nichtaneuploid 32 22 27 208

Zu wenig Zellen

9 Prdparate wurden zytologisch als falschpositiv, DNA-zytometrisch als richtignegativ gewertet

Tabelle 4

Ergebnisse der Zytologie und der DNA-Zytometrie der Praparate mit Mundkrebs
(n=92). Drei Félle waren wegen zu geringer Anzahl von Tumorzellen oder Zell-

itberlagerungen nicht messbar

DNA-Zytometrie Zytologie
Sicher Dringender Ohnesicheren  Sicher
positiv Verdacht Nachweis negativ
DNA-aneuploid 67 12 52 12
DNA-nichtaneuploid 2 2b
Nicht messbar 1 2

a Die Flle wurden zytologisch als falschnegativ, DNA-zytometrisch als richtigpositiv gewertet. ® Die Fille
wurden sowohl zytologisch als auch DNA-zytometrisch als falschnegativ gewertet

tungszeitraum von durchschnittlich 42
Monaten in 139 Féllen mit klinisch be-
nignen Veranderungen, bei denen kein
histologisches Material gewonnen wer-
den konnte (z. B. vollstidndige Riickbil-

dung der Lésion, Patient lehnte invasive
Diagnostik ab), erhohte sich der negative
Vorhersagewert auf 99,1%. Die iibrigen
Maf3zahlen der diagnostischen Treffsi-
cherheit blieben unveriandert.

Diskussion

Die Prinzipien der oralen Exfoliativzy-
tologie wurden bereits in den 50er- und
6oer-Jahren des letzten Jahrhunderts
klinisch mithilfe eines Wattetrédgers in
der Mundhohle erprobt, wobei die er-
zielte Treffsicherheit eher enttduschend
war [1, 11, 20, 24] und Studien mit ver-
besserter Sensitivitit und Spezifitit kei-
ne Beachtung fanden [17, 18, 19, 20, 26].
Somit stellt die histologische Begutach-
tung nach chirurgischer Probeentnah-
me immer noch den ,,Goldstandard* fiir
die Abkldrung unklarer Mundschleim-
hautveranderungen dar, obwohl nur we-
nige Informationen iiber die Maf3zahlen
der diagnostischen Treffsicherheit die-
ser Methode zu finden sind.

Guinta et al. [13] zeigten, dass 2,5%
der primér durchgefiihrten chirurgischen
Probeentnahmen durch den Pathologen
nicht korrekt diagnostiziert wurden, was
in einer Sensitivitdt von nur 97,5% fiir
die histologische Aufarbeitung resul-
tierte. Die Sensitivitit fiir die Histologie
lag in unserer Studie fiir die Erkennung
des Mundkrebses bei 95,6%, die Spezi-
fitidt bei 100%. Sudbg et al. [28] berichten
in einer retrospektiven Studie, dass von
150 Patienten mit der histologischen Di-
agnose einer oralen Dysplasie 36 Pa-
tienten im weiteren klinischen Verlauf
ein orales Plattenepithelkarzinom ent-
wickelten. Die Auswertung des archivier-
ten Biopsiematerials mithilfe der DNA-
Bildzytometrie ergab folgende Ergeb-
nisse: 105 Fille waren diploid, von denen
3im Beobachtungszeitraum maligne ent-
arteten;im Gegensatz dazu entarteten 21
von 25 aneuploid gewerteten Fillen. Dies
entsprach einem negativen Prédiktions-
wert von 97% fiir diploide Lisionen und
einem positiven Prddiktionswert von
84% fiir aneuploide Lisionen. Hinsicht-
lich der Prognoserelevanz erwies sich
der histologische Dysplasiegrad als vollig
unbrauchbar: Die Patienten mit leichten
und mittleren Dysplasien hatten eine
schlechtere Prognose fiir das Auftreten
eines Karzinoms als die mit schweren
Dysplasien. Zog man dagegen die Er-
gebnisse der DNA-Bildzytometrie zur
Prognose heran, zeigte sich, dass die di-
ploiden und die tetraploiden Félle eine
signifikant bessere Prognose aufwiesen,
als dies bei den aneuploiden Dysplasien
der Fall war.

Brickley et al. [9] untersuchten mit-
hilfe eines computerbasierten neurona-
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Tabelle 5

Originalien

Kriterien der DNA-Aneuploidie bei den Plattenepithelkarzinomen (n=852). Einteilung der zytologischen Ergebnisse nach [7]

Ergebnisse der Zytologie POS MDV OSN NEG Gesamt
Kriterium der DNA-Aneuploidie n=67 % n=12 % n=5 % n=1 % n=85 %
Abnorme Stammlinie 6 9,0 3 25,0 4 80,0 13 15,3
n=1 3 1
n=2 1 1
n>2 2 2
Zellen >9cEE 17 25,4 4 333 1 100 22 25,9
n=1-3 6 2 1
n=4-10 7 2
n>10 4
Abnorme DNA-Stammlinie und Zellen >9cEE 44 65,7 5 41,7 1 20,0 50 58,8

POS sicher positiv bei Vorliegen von eindeutig malignen Zellen, OSN ohne sicheren Nachweis von bosartigen Zellen, MDV mit dringendem Verdacht auf das Vorlie-
gen von bosartigen Zellen, NEG negativ” fiir unauffdllige, reaktive oder entziindliche Zellbilder. ° 3 Fdlle nicht messbar und 4 Fdlle ohne Nachweis von DNA-Aneu-

ploidie

Tabelle 6

Sensitivitat und Spezifitat der Zyto-
logie gegeniiber der Histologie
(n=193)

Zytologie Histologie
Negativ  Positiv
Negativ  NEG 88
OSN
Positiv.~ MDV 16
POS 68

Negativ alle histologisch gutartigen Verdnde-
rungen der Mundschleimhaut, positiv histolo-
gisch gesicherte Plattenepithelkarzinome der
Mundschleimhaut, POS sicher positiv bei Vor-
liegen von eindeutig malignen Zellen, OSN oh-
ne sicheren Nachweis von bosartigen Zellen,
MDV mit dringendem Verdacht auf das Vorlie-
gen von basartigen Zellen, NEG negativ” fiir
unauffillige, reaktive oder entziindliche Zell-
bilder

len Netzwerkes 348 Abstriche sowohl
von normaler Schleimhaut als auch von
dysplastisch veranderter bzw. maligner
Mundschleimhaut unter Beriicksichti-
gung zellmorphologischer Aspekte. Mit
einer Spezifitit von 82% und einer Sen-
sitivitdt von 76% konnte das System eine
Dignitétsunterscheidung treffen. Sciubba
etal. [27] stellten eine computergestiitz-
te zytologische Analyse vor (Oral CDX),
die speziell zur Erkennung von epitheli-
alen prikanzerdsen und kanzerdsen Zel-
len entwickelt wurde. Hierbei handelt es
sich um ein Sortiersystem, das abnorme
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Tabelle 7

Sensitivitat und Spezifitat der DNA-
Zytometrie gegeniiber der Histolo-
gie (n=1902)

DNA-Zytometrie Histologie

Negativ  Positiv
DNA-nichtaneuploid 101 4
DNA-aneuploid 0 85

Negativ alle histologisch gutartigen Verdinde-

rungen der Mundschleimhaut, positiv histolo-
gisch gesicherte Plattenepithelkarzinome der

Mundschleimhaut. ° Drei Fille fiir die DNA-Zy-
tometrie nicht messbar

Zellmorphologie und abnorme Kerati-
nisierung als Kennzeichen von Dyspla-
sien bzw. Malignitdt heranzieht. Die vom
Bildanalysesystem detektierten Zellen
werden dem Pathologen in einer Bilder-
galerie auf einem Bildschirm zur Begut-
achtung présentiert. Die bisher umfang-
reichste Studie zu diesem System unter-
suchte 995 Abstrichpriparate, die Sensi-
tivitdt wurde mit 100% angegeben. Da-
bei stellten aber 71% der chirurgisch
entfernten Lasionen mit zytologischen
Atypien gutartige histologische Diagno-
sen dar und hétten nicht operativ ent-
fernt werden miissen. Das Verfahren ver-
hilft nicht zu einer endgiiltigen Diagnose
in Bezug auf die An- oder Abwesenheit
von Malignitit, wie es die hier vorge-
stellte Methode ermdglicht, welche sich
zudem mit der histologischen Beurtei-

Tabelle 8

Sensitivitat und Spezifitat der Zyto-
logie und der DNA-Zytometrie ge-
geniiber der Histologie (n=193)

Zytologie Histologie
u.DNA-Zytometrie

Negativ  Positiv
Negativ 101 2
Positiv 0 90

Negativ alle histologisch gutartigen Verdnde-
rungen der Mundschleimhaut, positiv histolo-
gisch gesicherte Plattenepithelkarzinome der
Mundschleimhaut

lung messen und Probeexzisionen ver-
meiden kann.

In unserer Studie lieferten chirurgi-
sche Probeexzisionen von vier Patienten
mit unklaren Veranderungen anfanglich
histologisch keinen Anhalt fiir das Vor-
liegen von Malignitdt, wihrend Zytolo-
gie und DNA-Zytometrie eindeutig bos-
artige Zellen bzw. DNA-Aneuploidie fest-
stellten. Erst weitere Biopsien bzw. die
vollstdndige Entfernung der Lésionen
waren in der Lage, die zytologischen und
DNA-zytometrisch frithzeitig erkannten
Plattenepithelkarzinome als solche his-
tologisch zu verifizieren. Dies bedeutete
fiir die Patienten eine Verschleppungs-
zeit bis zur korrekten histologischen Di-
agnose ihres Mundkrebses von bis zu
15 Monaten. Bei einer Erkrankung, de-
ren Heilungschancen signifikant von der



frithzeitigen Erkennung abhédngen, ist
dies keine unerhebliche Verzogerung
[22].

In der hier présentierten Studie wer-
teten wir die zytologischen Diagnosen
»sicher tumorzellpositiv und ,,mit drin-
gendem Verdacht auf das Vorliegen von
Tumorzellen“ als Beweis fiir das Vorlie-
gen bosartiger Zellen. Die nachfolgende
histologische Begutachtung bestitigte in
84% der Fille das Vorhandensein eines
Plattenepithelkarzinoms der Mundhéoh-
le. Acht weitere histologisch gesicherte
Karzinome wurden zytologisch als ne-
gativ, acht Fille als ,,ohne sicheren Nach-
weis von Tumorzellen bewertet. Die
nachfolgende DNA-zytometrische Mes-
sung konnte bei sechs von diesen Fillen
eine DNA-Aneuploidie feststellen. Die
iibrigen zwei Fille waren DNA-euploid.
Bei dem ersten falschnegativen Fall han-
delte es sich um einen Patienten mit ei-
nem Tumorrezidiv, das unter einem be-
reits transplantierten Radialislappen
wuchs. Damit ldsst sich erkldren, dass
die Biirste keine Tumorzellen aufneh-
men konnte, da das oberfldchliche Epi-
thel intakt war. Im zweiten Fall sind kei-
ne besonderen Umstidnde bekannt, so-
dass es sich hier vermutlich um einen
sog. ,geographic error des Behandlers
bei der Entnahme handelt, da auch die
Zweitbegutachtung des zytologischen
Priparates keinen Hinweis fiir Tumor-
zellen ergab.

An zwei Tumorpréparaten konnte
kein aneuploider DNA-Gehalt festge-
stellt werden, wobei die zytologische Di-
agnose ,,mit dringendem Verdacht auf
das Vorliegen von Tumorzellen“ lautete.
Zu berticksichtigen ist in einem Fall, dass
insgesamt nur 89 Analysezellen und 30
Referenzzellen gemessen werden konn-
ten. Hier hitte der Abstrich wiederholt
werden miissen, da eine zu geringe An-
zahl représentativer Zellen auf dem Ob-
jekttrdger vorhanden und somit die Ab-
striche technisch unzureichend waren.
Dies bekriftigt die Forderung nach dem
Vorliegen von mindestens 300 Analyse-
zellen und 30 Referenzzellen, um eine aus-
sagekraftige DNA-Messung zu erhalten.

Wie die Auswertung der verschiede-
nen Aspekte der DNA-Aneuploidie zeig-
te, wurde in 22 Fillen das Plattenepi-
thelkarzinom nur durch die Detektion
einzelner Zellen mit einem DNA-Gehalt
>9c ermoglicht. Ebenso machte diese
Auswertung deutlich, dass die kombi-
nierte Anwendung beider Algorithmen,

namlich die Interpretation der DNA-
Stammlinien (abnorme Lage) und die
Detektion der Zellen >9c (sog. ,rare
events®), die Erkennungsrate von Karzi-
nomen erhéht. Wir fithren die gezeigte
hohe Privalenz von DNA-Aneuploidie
auf eine hohe Prdzision der DNA-Mes-
sung und auf die Verwendung dieser
beiden Algorithmen zuriick. Keine ver-
gleichbare adjuvante Diagnosemethode
in der Zytopathologie weist ein hoheres
Niveau der Standardisierung auf als die
DNA-Bildzytometrie [8, 12,14, 15].

Da die Privalenz von DNA-Aneu-
ploidie bei Plattenepithelkarzinomen
sehr hoch, bei benignen Verdnderung
der Mundschleimhaut dagegen gleich
null ist, bietet sich dieser Marker zur
Identifikation maligner Mundschleim-
hautzellen an. Die orale nichtinvasi-
ve Biirstenbiopsie ist als adjuvante Un-
tersuchungstechnik zur Uberwachung
von Leukoplakien, Erythroplakien oder
Lichen sowie zur (Friih-)Erkennung ora-
ler Plattenepithelkarzinome angezeigt.
Somit ist eine treffsichere und reprodu-
zierbare Diagnostik unklarer Verdnde-
rungen der Mundschleimhaut in Kom-
bination mit einer DNA-zytometrischen
Untersuchung mit einer einfach durch-
zufiihrenden, nichtinvasiven Biirsten-
biopsie méglich. Diese Entnahmetech-
nik stellt eine fiir den Patienten nur ge-
ring belastende Methode zur Mundkrebs-
fritherkennung dar. Die gesetzlichen
Krankenversicherungen in Deutschland
erstatten die Gewinnung von Zellmate-
rial aus der Mundhohle seit dem o1.01.
2004 im Rahmen einer neuen Gebiihren-
ordnungsziffer (o5) des Bewertungs-
mafistabs fiir Zahnarzte.
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